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RESUMO
O desenvolvimento do plano de trabalho proposto para esta dissertacdo refere-se a producéo
de goma xantana a partir de caldo de cana utilizando a bactéria Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459. Os ensaios foram conduzidos em erlenmeyers de 500 mL e em
reator de 2,0 L, numa faixa de concentracdo de sacarose de 15 a 40 g/L, seguindo
criteriosamente planejamentos experimentais pré-estabelecidos, uma vez definidas as
variaveis de processo e seus niveis. Primeiramente, duas variedades de cana-de-agucar, RB
835486 e SP 791011, foram testadas em diferentes meios de producdo visando selecionar a
variedade e os meios fermentativos cujos valores de K (indice de consisténcia) e n (indice de
comportamento) para o mosto fermentado representaram melhor a condicdo de fluido
pseudoplastico. Na sequéncia, dois planejamentos fatoriais a dois niveis e trés variaveis
definiram a composi¢do adequada do meio para posteriores investigacdes relacionadas a
biossintese da goma. Contudo, surge o 3° planejamento com duas variaveis a trés niveis,
propiciando uma avaliagcdo do ponto 6timo através das superficies geradas para cada resposta
analisada. Sobretudo, um aumento na escala pesquisada até entdo direcionou a execu¢do dos
ensaios em reator para verificar, sob condigdes controladas, o crescimento de
microrganismos, o0 decréscimo da concentracdo de sacarose, a formacdo de produto, a
viscosidade do mosto fermentado e a da solucdo 1% da goma apds recuperacao e purificacao.
Os testes em erlenmeyers foram realizados em mesa agitadora a 120 rpm e a 28° C enquanto
no reator a agitacdo, a aeragdo e o pH mantiveram seus valores em 800 rpm, 0,5 vwvm e 7,3
respectivamente. Dessa forma, os resultados encontrados nesse estudo apontam a variedade de
cana SP 791011 com potencialidade notavel para a producdo de goma xantana e definiu-se
também apds execucdo de dois planejamentos 0 meio de producdo constituido por caldo de
cana diluido fortificado com quatro componentes para efetuar o 3° e 4° planejamentos. Logo,
a viabilidade do processo de producdo da goma xantana foi atestada em reator, atingindo 15,1
g/L de concentracdo de goma, 0,629 g/Lh de produtividade, 0,579 g.g™ de conversdo de
substrato a produto, 21509,9 cP de viscosidade a 0,75 s™* para solucéo 1% de goma. As gomas
produzidas foram comparadas a uma amostra comercial e apresentaram espectroscopia na

regido do infravermelho similares.

Palavras-chave: Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459, goma xantana, caldo

de cana, biopolimero.
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ABSTRACT

The development of the work plan proposed for this dissertation refers to the production of
xanthan gum from sugarcane juice using the bacterium Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459. Tests were conducted in 500 mL erlenmeyers flasks and in a 2.0-L
reactor, in sucrose concentration range from 15 to 40 g¢/L, judiciously following the pre-
established experimental designs, when the process variables and its levels were defined.
Firstly, two varieties of sugarcane, RB 835486 and SP 791011 were tested in different
production media, aiming at selecting the variety and the fermentative media whose K values
(rate of consistence) and n (behavior rate) for the fermented must represented in a better way
the condition of pseudoplastic fluid. In the sequence, two factorial designs in two levels and
three variables defined the appropriate composition of the medium for later investigations
related to the gum biosynthesis. However, the third design appears with two variables and
three levels, rendering favorable an evaluation of the optimum point through surfaces
generated for each response analyzed. Above all, an increase in the scale researched until then
guided the execution of tests in reactor for checking, under controlled conditions, the growth
of microorganisms, decrease of sucrose concentration and the product formation, the viscosity
of fermented must, and the 1% solution of gum after recovery and purification. Tests in
erlenmeyer flasks were carried out in stirring table at 120 rpm and 28°C while in the reactor,
the agitation, aeration, and pH maintained their values in 800 rpm, 0.5 vvm and 7.3,
respectively. In that way, results found in this study indicate that the variety of sugarcane SP
791011 has remarkable potential for the production of xanthan gum and after execution of
two designs was defined too the medium of production constituted by dilute sugarcane,
fortified with four components for effecting the 3 and 4™ designs. Then, the feasibility of the
production process of xanthan gum was attested in reactor, reaching 15.1 g/L of gum
concentration, 0.629 g/Lh of productivity, 0.579 g.g™ of conversion from substrate to product,
21509.9 cP of viscosity at 0.75 s for 1% solution of xanthan gum. Gums produced were

compared to a commercial sample and presented a similar spectroscopy near infrared region.

Keywords: Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459, xanthan gum, sugarcane,

biopolymer.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

As gomas introduzidas mais recentemente no mercado sdo as produzidas por
microrganismos. Compreendem a classe dos polissacarideos de grande interesse industrial e
possuem propriedades que em alguns casos, superam em caracteristicas funcionais as gomas
de origem vegetal, de algas e sintéticas.

Os exopolissacarideos microbianos de importdncia econdmica, comumente
encontrados, sdo dextrana, xantana e gelana embora outras gomas possam apresentar também
um grande impacto em areas industriais (ASHTAPUTRE & SHAH, 1995; GLAZER &
NIKAIDO, 1995). A principal caracteristica exibida por estes polissacarideos é a capacidade
para modificar de maneira especifica a reologia das soluces.

A goma xantana € um biopolimero classificado como hetero-exopolissacarideo
ramificado, anibnico, produzido por fermentacdo, empregando a bactéria Xanthomonas
campestris pv. campestris. As bactérias do género Xanthomonas pertencem a familia
Pseudomonodaceae, reproduzindo-se por divisdo binaria, apresentam células em forma de
bastonetes, gram-negativas tendo em média de 0,4 a 0,7 um de largura por 0,7 a 1,8 um de
comprimento e ocorrem, predominantemente, isoladas. As colbnias sdo geralmente lisas,
viscosas e amarelas, resultantes da produgdo de um pigmento insolivel em &gua conhecido
como xantomonadinas (BRADBURY, 1984). Esse pesquisador revela ainda que tais
microrganismos possuem metabolismo energético aerdbio, sdo quimiorganotroficos, sendo
capazes de utilizar como fonte de carbono diversos carboidratos e sais de &cidos organicos.

Dentre as gomas microbianas, a xantana ocupa lugar de destaque no mercado por
apresentar propriedades reoldgicas bastante distintas e incomuns, tais como: alto grau de
pseudoplasticidade, elevada viscosidade mesmo a baixas concentragdes, compatibilidade e
estabilidade com a maioria dos sais metalicos, excelente solubilidade e estabilidade tanto em
meio acido quanto alcalino, resisténcia a degradacdo a elevadas temperaturas, assim como, a
oscilacbes de pH. A goma exibe inumeras vantagens como espessante, estabilizante,
gelificante, agente de suspensdo e de floculacdo nas industrias alimenticia, petrolifera,
farmacéutica, cosmética, de tintas, téxtil e de produtos agricolas (MULCHANDANI et al.,
1988; ASHTAPUTRE & SHAH, 1995).

Os estudos relacionados com a goma xantana tiveram inicio em 1955, nos Estados
Unidos, em um Centro de Pesquisas ligado ao Departamento Americano de Agricultura, o
Northern Regional Research Center (SANDFORD, 1979; SLODKI & CADMUS, 1978).
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Publicages iniciais sobre o polissacarideo xantana, de Xanthomonas campestris
NRRL B-1459, surgiram em 1961 (ROGOVIN et al., 1961), e neste mesmo ano, a goma foi
pela primeira vez isolada e caracterizada por JEANES et al. (1961).

A producdo de xantana no mercado americano iniciou-se por volta de 1967 e mais
tarde na Europa, sendo entdo considerada como modelo para a fabricagdo de outros
biopolimeros (COLEGROVE, 1983; GODET, 1973; SANDFORD, 1979; SLODKI &
CADMUS, 1978). Nos Estados Unidos, a goma xantana foi aprovada para utilizacdo em
alimento humano em 1969 (KENNEDY & BRADSHAW, 1984). Dois anos depois, o Canada
permitiu o seu uso, sendo seguido pela Comunidade Européia em 1974.

Sua estrutura primaria foi estabelecida no ano de 1975, por Jansson et al. (1975) e a

unidade repetitiva do polimero é mostrada na Figura 1.1.
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Figura 1.1 - Unidade estrutural repetitiva da goma xantana.

Como pode ser observado na Figura 1.1, a xantana é constituida por uma unidade
pentassacaridica composta por glicose, manose e acido glucurénico na proporcao de 2:2:1,
além dos grupamentos substituintes acetila e piruvato. A cadeia principal desta goma é
formada por unidades de B-D-glicose, ligadas atraves das posi¢Oes 1 e 4. A estrutura quimica
do esqueleto polimérico é, portanto, idéntica a da celulose (JANSSON et al.,, 1975;
MARZOCCA et al., 1991; MORRIS et al., 1993).
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Atualmente, os maiores produtores de xantana sdo Merck e Pfizer nos Estados
Unidos, Rhéne Poulenc e Sanofi-EIf na Franca, e Jungbunzlauer na Austria (GARCIA-
OCHOA et al., 2000). Estima-se uma producdo mundial de 30000 toneladas (SKARACIS et
al., 2003). O consumo de goma xantana nos Estados Unidos tem uma taxa de crescimento
anual estimada entre 5 e 10% (HARCUM & YOO, 1999).

As fontes de carbono mais comumente empregadas na sintese da goma xantana sao
os carboidratos como amido, hidrolisado de amido, xarope de milho, glicose e sacarose.
Apesar do Brasil ser um grande produtor da matéria prima para a fabricacdo deste
biopolimero, toda goma xantana utilizada no pais é importada, contribuindo negativamente
para a balanca comercial.

Logo, baseando-se nas consideracBes expostas, 0s objetivos desse estudo foram:
testar caldo de cana como matéria-prima para producdo de goma Xxantana, avaliar o
desempenho de duas variedades de cana e de diferentes composi¢des dos meios de producéo
empregando planejamentos experimentais e identificar dentro da faixa pesquisada os valores
de concentracdo de sacarose e tempo de fermentacdo para um sistema batelada que
maximizem as seguintes respostas: viscosidade do meio fermentado, concentragdo de goma,

conversao de substrato a produto, produtividade e viscosidade da solugdo polimérica a 1%.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Materiais Poliméricos

Substancias elésticas extraidas de resinas naturais, como a da seringueira, j& eram
conhecidas em certas regides da América, Oceania e Asia em épocas primitivas. Das cronicas
de viajantes europeus medievais, como Marco Polo, constam relatos sobre a existéncia dessas
substancias, que foram introduzidas na Europa durante o Renascimento. Até o século XIX o
aproveitamento desses materiais foi muito pequeno, mas o desenvolvimento da quimica
permitiu seu aperfeicoamento e o melhor aproveitamento de suas propriedades. Em 1862 o
inglés Alexander Parkes criou a parquesina, 0 primeiro plastico propriamente dito. Sete anos
mais tarde John Wesley Hyatt descobriu um elemento de capital importancia para o
desenvolvimento da industria dos plasticos: a celul6ide. Tratava-se de um material fabricado a
partir da celulose natural, tratada com acido nitrico e canfora, substancia cujos efeitos de
plastificacdo foi muito wusada em épocas posteriores (histéria do plastico -
www.cafebandeira.com.br/histplast).

O termo polimero foi criado por Berzelius no século XI1X. Polimeros sdo substancias
macromoleculares sintéticas ou naturais formadas pela unido de mondémeros que apresentam
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, podendo atingir alto peso molecular (ODIAN,
1981; RUDIN, 1982).

O americano de origem belga Leo Hendrik Baekeland produziu em 1909, a primeira
substancia plastica sintética, a baquelita. Foi o inicio da inddstria dos plasticos, que
revolucionou a vida cotidiana e criou um dos maiores problemas ambientais do fim do século
XX: a eliminacdo do lixo plastico (historia do plastico — www.cafebandeira.com.br/histplast).

Os pléasticos em seu estado final sdo sélidos, mas em determinada fase da fabricacao
pode comportar-se como fluido e adquirir outra forma. Em geral, os plasticos sdo materiais
sintéticos obtidos por meio de fendmenos de polimerizacdo ou multiplicacdo artificial dos
atomos de carbono nas grandes correntes moleculares dos compostos organicos, derivados do
petréleo ou de outras substancias naturais. O nome plastico vem do grego, plastikos,
"maleéavel". Os polimeros, moléculas basicas dos plasticos, estdo presentes em estado natural

em algumas substancias vegetais e animais como a borracha, a madeira e o couro. Ha
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substancias, como a celulose, que apesar de terem propriedades plasticas ndo se enquadram
nessa categoria (historia do plastico — www.cafebandeira.com.br/histplast).

Os pléasticos sdo cada vez mais empregados na industria automobilistica e a empresa
alema BMW foi a pioneira na criacdo de automoveis com toda a carrogeria feita de um
monobloco de plastico. A elaboracdo dos diversos processos de gravacdo e reproducdo de
imagem e som s0 se tornou possivel gragas ao uso de plasticos. As fitas de gravacdo em audio
e video sdo feitas de polietileno. Ha discos feitos de vinil e os filmes fotogréficos e
cinematograficos sdo  fabricados em  celuldide  (histéria do  plastico -
www.cafebandeira.com.br/histplast).

Os polimeros se classificam como homopolimero, quando as unidades monomeéricas
sdo idénticas, ou heteropolimero, quando sdo constituidas por duas ou mais espécies de
monomeros (WALTON & BACKWELL, 1973; TAGER, 1978; MANO, 1985).

Como espécies de macromoléculas sintéticas organicas destaca-se poliestireno, nylon,
poli (cloreto de vinila), TEFLON, entre outros, e, como macromoléculas sintéticas
inorganicas citam-se o0s acidos polifosféricos e poli (cloreto de fosfonitrila). Os
polissacarideos, as proteinas, e os acidos nucléicos se enquadram como macromoléculas
organicas naturais e como exemplo de macromoléculas naturais inorganicas merece destaque,
o diamante, a grafite e a silica (MANO, 1985).

Segundo Walton & Blackwell (1973), a producdo de biopolimeros através da sintese
bioldgica in vivo envolve macromoléculas como proteinas, &cidos nucléicos e polissacarideos.

Os polissacarideos ocorrem em quase todos os seres vivos e desempenham varias
funcbes, muitas das quais ainda nao esclarecidas. Estas macromoléculas sdo formadas pela
unido de varias unidades monossacaridicas ou de seus derivados, como 0s acucares aminados,
acidos urénicos e outros, atraves de ligacdes glicosidicas. A maioria dos polissacarideos
naturais contém de 80 a 1000 unidades monossacaridicas, podendo ainda exceder 3000
unidades por cadeia polimérica (BOBBIO & BOBBIO, 1989; BROCK & MADIGAN, 1991,
GLAZER & NIKAIDO, 1995). A dissolucdo destas moléculas em &gua ocorre por um
processo continuo de hidratagdo, com substituicdo das ligagdes polimero-polimero, por
ligagBes polimero-solvente.

Com relacdo a classificacdo, os polissacarideos denominam homopolissacarideo e
heteropolissacarideo e quanto a sua estrutura podem ser lineares ou ramificados (GARRET &
GRISHAM, 1997).

Uma caracteristica importante dos polissacarideos ¢ a sua carga idnica. S&o

classificados como anibnicos, neutros ou catibnicos. Exemplos de polissacarideos
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microbianos anidnicos incluem xantana, fosfomanana e alginato, enquanto levana,
escleroglucana, pululana, dextrana e curdlana sdo caracterizados como neutros.

Fentanes (1985) especifica que os polissacarideos microbianos extracelulares podem
ser encontrados sob duas formas diferentes: ligados a parede celular, denominados de
capsulares, ou como mucos soltveis aumentando substancialmente a viscosidade do caldo em
fermentacdo. Estes sdo os mais produzidos industrialmente.

Os exopolissacarideos sdo produzidos largamente por bactérias e microalgas e, menos
freqlentemente, por leveduras e fungos filamentosos (ROLLER & DEA, 1992). Em
decorréncia da grande diversidade bacteriana, do rdpido crescimento, e da versatilidade
nutricional, estes microrganismos se destacam como fonte promissora na producdo de
biopolimeros. Segundo Sutherland (1990), os polimeros microbianos apresentam alto grau de
regularidade, uma vez que estdo isentos de flutuagGes de ordem climética ou sazonais, fato
raro de ocorrer nos polissacarideos obtidos a partir de outras fontes.

Kay et al. (1993) enfatizam que os biopolimeros sdo, na sua maioria, compostos
atoxicos, biodegradaveis, produzidos extracelularmente por microrganismos ndo patogénicos
a partir de fermentacbes em batelada com eficiéncia proxima a 50% na conversdo do
substrato.

As gomas sdo substancias poliméricas que, usualmente em solventes, mesmo a baixas
concentracfes, sao capazes de formar solucdes altamente viscosas. Industrialmente
classificam-se em trés grandes grupos: naturais, modificadas ou semi-sintéticas e sintéticas
(GLICKSMAN, 1979; FENTANES, 1985). As naturais podem ser obtidas de exsudatos de
arvores, sementes, algas ou por fermentacdo, enquanto as modificadas sdo derivadas de
polissacarideo, como a celulose. A Tabela 2.1 mostra os tipos e origens destes

polissacarideos.
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Tabela 2.1 - Classificacdo das gomas industriais em funcdo da origem.

Tipo Origem Gomas
Exsudatos de plantas terrestres arabica, alcatira, caraia, etc
Extratos de plantas terrestres pectina
Sementes guar, alfarroba, tamarindo
Naturais Algas marinhas agar, alginatos, carragenana
Amido de tubérculos tapioca

Gomas microbianas ou biossintéticas | dextrana, xantana, gelana,
pululana, dentre outras

Carboximetilcelulose,
Celulose metilcelulose,
hidroxietilcelulose

Modificadas ou Amido Dextrina, xantato de amilose,
Semi-sintéticas hidroxietilamido

Extrato de origem animal Derivados hidrossoluveis da
quitina

Derivadas da petroquimica Alcool polivinilico,

sais do &cido poliacrilico,
Sintéticas polivinilpirrolidona,
policarboxivinil,

polimeros de 6xido de etileno.

Fonte: (GLICKSMAN, 1979; FENTANES, 1985)

2.2 — Cana-de-agucar

A cana-de-agucar é originaria da Nova Guiné. Foi introduzida na América por
Cristovao Colombo e no Brasil por Martin Afonso de Souza no ano de 1532. A histdria deste
setor se confunde com a Historia do Brasil.

A cana-de-acUcar € uma cultura que se estabeleceu no Brasil para contar sua prépria
historia e testemunhou impassivel nestes quase cinco seculos de existéncia em solo brasileiro,
a resisténcia indigena, a luta dos negros africanos e brasileiros por liberdade nas senzalas, a
opuléncia dos senhores de engenho nas casas-grandes, o periodo colonial, o Império, a
Republica, o Estado Novo, as tentativas de democratizacdo, o golpe militar de 64, a
redemocratizacgdo e a  Constituicdo  de 1988 (informacBes  extraidas:
WWWw.Seag.es.gov.br/cana).

De acordo com a Monsanto, o Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar do mundo,
responsavel por 25% da producdo mundial, sendo que 60% saem do estado de Sdo Paulo
(Fonte: Site Monsanto 06/06/02).

A Tabela 2.2 consta no site www.orplana.com.br/estatisticas e refere-se a dados

nacionais da producdo de cana-de-agucar nas Ultimas safras.
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Tabela 2.2 - Producéo nacional de cana-de-agUcar nas Safras 98/99 a 2003/04.
Regido SAFRAS
Canavieira 98/99 99/00 2000/01 2001/02 2002/03 2003/04
Centro/Sul 269.522.995 | 263.969.616 | 207.099.057 | 244.219.523 | 268.547.942 | 298.597.318
S&o Paulo 199.313.949 | 194.234.474 | 148.256.436 | 176.574.250 | 190.627.892 | 207.572.535
Demais do CS 70.209.046 | 69.735.142 | 58.842.621 | 67.645.273 | 77.920.050 | 91.024.783
Norte/Nordeste 45.141.192 | 36.444.343 | 49.291.326 | 47.704.407 | 50.463.092 | 60.194.968
BRASIL 314.664.187 | 300.413.959 | 256.390.383 | 291.923.930 | 319.011.034 | 358.792.286
Diante de um cendrio nacional totalmente favoravel a produgdo de cana-de-agUcar e

conhecendo sua riqueza nutricional em termos de composicdo dada pela Tabela 2.3, a

decorréncia de tais consideragdes é a exploracdo racional desta fonte de carbono em processos

fermentativos que agregam valor ao produto. Sendo assim, a producdo de goma xantana

proposta neste estudo foi realizada utilizando caldo de cana como matéria-prima.

Tabela 2.3 - Composi¢do Quimica da Cana-de-agucar.

Componentes Variagdo % Componentes Variagdo %
Agua 65 - 75 Pentosana 1,75 - 2,25
Acucares 12 -18 Matérias minerais 0,10-0,80
Si, K, Ca, Mg, Na,
etc.
Sacarose 11-18 Matérias nitrogenadas 0,20 - 0,60
Aminodcidos, amidas
albumindides, nitratos
Glicose 0,20-1,00 Gorduras e Céras 0,15-0,25
Frutose 0,00 - 0,60 Acidos combinados 0,10-0,15
Fibra 8-16 Acidos livres 0,10 - 0,15
Celulose 5,00 - 6,50 Pento-hexosanas 0,25-0,75
Lignina 1,50 - 2,50 Vitaminas N&o dosadas

Fonte: Site Orplana, Informativo N°: 4, Abril 2001

2.3 — Gomas oriundas de algas

A carragena foi descoberta em 1785 na cidade de Carragena, norte da Irlanda, onde as

algas eram utilizadas para aumentar a viscosidade do leite consumido pela populacéo.

Hoje existem muitas regides produtoras de algas espalhadas pelo mundo, tais como

Costa do Marrocos, Franca, Irlanda, Brasil (Costa do Rio Grande do Norte), Chile, Asia

(Indonésia e Filipinas) e outras. As carragenas sdo um grupo de polissacarideos naturais que
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estdo presentes na estrutura celular de algas do tipo Rodophyceae. Tém a particularidade de
formar coldides e géis em meios aquosos a concentragcdes muito baixas. Esses geis séo
transparentes e termorreversiveis, conseguindo uma ampla variedade de texturas desde muito
elasticas e coesas, até géis firmes e quebradicos, dependendo da combinacédo das fracdes que
se utiliza. O poder de gelificacdo da carragena € muito maior em leite devido a sua interacao
com a caseina (CREDIDIO, 2003 - www.corpoclinico.com. br).

Devido a estas propriedades funcionais sdo amplamente utilizadas com diversas
aplicacdes na industria alimenticia, além da industria farmacéutica e cosmética.

A carragena estd catalogada pela Administracdo de Medicamentos e Alimentos dos
EUA (FDA - Foods and Drugs Administration) como nédo toxica e segura para uso humano.
No final de 1976, o grau alimenticio da carragena (definida como tendo uma viscosidade na
agua de ndo menos que 5 cp numa concentracdo de 1,5% e 75°C, que corresponde a um peso
molecular de 100.000) demonstrou que o produto é seguro (SOLER, 1993 -

www.corpoclinico.com. br).

2.4 — Gomas de origem microbiana

O primeiro polissacarideo microbiano produzido em escala industrial foi a dextrana,
sendo constituida por unidades de a-D-glicose unidas predominantemente por ligagbes do
tipo a 1-6 glicosidicas (MURPHY & WHISTLER, 1973). A dextrana é um polissacarideo
extracelular ramificado, sintetizado principalmente por Leuconostoc mesenteroides em
processo descontinuo tendo a sacarose como substrato. Outro tipo de processo para a
producdo da dextrana em meio liquido é por via enzimética, ou seja, utilizando enzimas
purificadas (sem a acdo da bactéria). As enzimas sdo primeiramente produzidas e purificadas
e depois, utilizadas para a sintese do polimero em meio contendo substrato (PADILHA,
1997).

A dextrana é produzida pela enzima dextranassacarase, uma glicosiltransferase
extracelular que catalisa a clivagem da sacarose, a transferéncia de residuos glicosil a partir
dessa clivagem para a cadeia de crescimento da dextrana, a formacéo de ligacdes glicosidicas
usando um acucar difosfo nucleotideo como o acucar doador e a liberacdo de frutose
(ARGUELLO-MORALES et al., 1999; DOLS et al., 1998; GEREMIA et al., 1996).

O estudo da producdo de biopolimeros via enziméatica é de grande importancia, pois

além de diminuir os riscos de contaminacdo, reduz os custos industriais do processo e
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possibilita a obtencdo de produtos com melhores caracteristicas (VENDRUSCOLO et al.,
2003).

A familia gelana é constituida pelas gomas gelana, welana e ransana, S-198 e S-657.
Os trés primeiros produtos sdo produzidos comercialmente e possuem esqueletos poliméricos
idénticos, formados por unidades de glicose, &cido glucurdnico e ramnose. A gelana é um
agente gelificante, produzido e comercializado com o nome de Gelrite (LOPES &
ANDRADE, 1995; NAKAMURA et al., 1996).

Com relacdo a welana e ransana, sabe-se que estes exopolissacarideos ramificados ndo
formam gel, produzindo solucBGes altamente viscosas e termoestiveis. A welana é
comercializada pela Kelco sob a marca Biozan (LOPES & ANDRADE, 1995).

Os alginatos sdo obtidos comercialmente por extracdo em algas Macrocystis,
Laminaria, Ecklonia, Lessonia e Ascophyllum, sendo utilizados industrialmente como agentes
gelificantes. Os alginatos também podem ser produzidos pelas bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Azobacter vinelandii (WHISTLER & BeMILLER, 1993).

A curdlana, sintetizada por Alcaligenes faecalis var. myxogenes e algumas espécies de
Agrobacterium e Rhizobium e formada exclusivamente por unidades de p-D-glicose
(SUTHERLAND, 1990; WHISTLER & BeMILLER, 1993). Nas industrias este biopolimero
pode ser utilizado como gelificante em racdo animal, ligante para tabaco e como agente
imobilizador de enzimas.

Dentre os polissacarideos hidrossollveis sintetizados por fungos, chamamos atencédo
para as gomas pululana e escleroglucana. As propriedades da pululana fazem deste
biopolimero um excelente adesivo, espessante, estabilizante e agente de revestimento para
vérias aplicacdes. E usada para a fabricacéo de filmes de resisténcia mecénica adequados para
embalagens de produtos alimenticios e farmacos (PICTON et al., 1995).

Escleroglucana € um polissacarideo neutro capsular secretado por certos fungos
(GRASS et al., 1996). Foi desenvolvida e patenteada, em 1967, pela empresa americana
Pillsburry Company, sendo atualmente produzida e comercializada pela industria francesa
Sanofi Bio-Industries (YALPANI & SANDFORD, 1987; LOPES & ANDRADE, 1995).

Pode-se ainda citar outros polissacarideos microbianos que vém sendo estudados neste
momento: as gomas acetana e succinoglicanas. As gomas acetana e xantana sdo idénticas em
relacdo ao esqueleto polimérico, as unidades monossacaridicas da ramificacdo, e ao tipo de
ligacdo glicosidica entre a cadeia principal e lateral (COUSO et al., 1987).

Succinoglicanas € o nome genérico de um grupo de polissacarideos aniénicos

ramificados, formados por unidades de D-glicose e D-galactose, sendo sintetizada por
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Alcaligenes faecalis var. myxogenes, Pseudomonas sp., Agrobacterium sp. e Rhizobium
meliloti (HARADA et al., 1965). Além da analogia estrutural, as propriedades fisico-quimicas
e reoldgicas das succinoglucanas sdo bastante semelhantes aquelas descritas para a xantana.
Esta goma é produzida industrialmente pela Shell Co. inglesa. Os estudos mais promissores
sobre a sua utilizacdo sdo na recuperacgdo do petréleo (LOPES & ANDRADE, 1995).

O biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 é denominado clairana. Pode ser
utilizado como agente de suspensao, gelificante, emulsificante e em produtos da linha diet e
light, como substituto de gorduras ou como estruturante ou espessante (VENDRUSCOLO et
al. 2003). Além disso, pode substituir as gomas comumente usadas na industria de alimentos,
como o amido e outros. Beijerinckia sp. 7070 € uma bactéria gram-negativa, e a sua via
biossintética ainda ndo é conhecida.

Na producdo de exopolissacarideos (EPS), por bactérias gram-positivas, enzimas
lipoprotéicas extracelulares estdo envolvidas e sdo secretadas na superficie da célula. Ja a
sintese de EPS (hetero e homopolissacarideos) por bactérias gram-negativas é intracelular
(SUTHERLAND, 2001) e instavel em diferentes espécies bacterianas, como Xanthomonas
campestris (MARTINS & SA-CORREIA, 1994). Estudos bioquimicos e fisioldgicos
demonstraram que a sintese de xantana é similar a biossintese de EPS de outras bactérias
gram-negativas (KOPLIN et al., 1992; SUTHERLAND, 1988).

O polihidroxibutirato (PHB) ¢é um poliéster termoplastico acumulado
intracelularmente em alguns tipos de bactérias (Bacillus subtilis, Pseudomonas oleovorans,
Alcaligenes eutrophus, entre outras) até um nivel de 80% da massa seca celular, sua produgédo
permite a fabricacdo de plasticos biodegradaveis (VICENZI, sd).

Outros microrganismos como Escherichia coli S61 (ROSS-MURPHY et al., 2003) e
Pseudomonas caryophylli CFR 1705 (THARANATHAN et al., 2004) também produzem
exopolissacarideos. O polissacarideo produzido por Escherichia coli S61 foi denominado
colanic acid e a analise quimica revelou a presenca de glicose, galactose, acido glucurénico,
acetato e piruvato na sua estrutura. Ja o polissacarideo extracelular isolado de Pseudomonas
caryophylli CFR 1705 num meio a base de lactose foi caracterizado por cromatografia
apresentando na sua estrutura ramnose, manose e glicose, respectivamente, na razéo de 1:
3,26: 4,97. O peso molecular encontrado para este biopolimero foi na ordem de 1,1x10° KDa.

A Tabela 2.4 apresenta resumidamente gomas de origem microbiana de grande
impacto nas areas industriais (ASHTAPUTRE & SHAH, 1995; GLAZER & NIKAIDO,
1995).
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Tabela 2.4 - Gomas microbianas e suas aplicacdes industriais.

Gomas Microrganismo Composicéo Aplicagoes
Industriais
Xantana Xanthomonas campestris | B-D-glicose, manose Espessante,
e &cido glucurénico emulsificante,
estabilizante,
agente de suspensédo
Acetobacter sp.
Dextrana Leuconostoc mesenteroides a-D-glicose Expansor sangiiineo
Streptococcus mutans
Alginato Pseudomonas aeruginosa | Acidos D-manurénico | Agente gelificante
Azotobacter vinelandii e L-gulurénico
Curdlana Alcaligenes faecalis B-D-glicose Agente gelificante
Gelana Sphingomonas elodea D-glicose, ramnose e | Agente gelificante
acido glucurdnico
Escleroglucana Sclerotium glutanicum B-D-glicose Recuperacéo de
petréleo
Pululana Aureobasidium pullulans a-D-glicose e Material plastico
maltotriose

2.5 — Goma Xantana

A goma xantana € um heteropolissacarideo ramificado, anibnico, extracelular,
produzido em meio adequado por bactérias fitopatogenas do género Xanthomonas
(HASSLER & DOFERTY, 1990; VOJNOV et al., 1998). A xantana apresenta peso molecular
na faixa de 1,5-5,0¥10* KDa e polidispersdo entre 1,2 e 2 (KENNEDY & BRADSHAW,
1984; WHISTLER & BeMILLER, 1993).

As principais rotas metabdlicas envolvidas para formacdo de xantana por
Xanthomonas campestris envolvem a via de Entner-Doudoroff, que cataboliza cerca de 80%
da glicose disponivel até piruvato, o qual segue para o ciclo do &cido tricarboxilico e a via da
pentose-fosfato que metaboliza a glicose remanescente (ZAGALLO & WANG, 1967;
ROSEIRO et al., 1993).

Quando comparada a outros biopolimeros, seu mecanismo segundo Vendruscolo et al.
(2003) é mais complexo e segue 0s seguintes passos: (1) sintese de precursores UDP-glicose,
UDP-4cido glicurbnico e GDP-manose a partir da conversdo de acucares simples, (2)
transferéncia de monossacarideos, a partir do nucleotideo correspondente para o lipideo
carregador localizado na membrana da célula, para formar a unidade pentassacaridica
repetitiva, (3) adicdo de grupos acetil e piruvato, que sdo obtidos a partir de acetil-coA e
fosfoenolpiruvato, respectivamente, e (4) polimerizacéo e excre¢do do polissacarideo. O local

preciso do processo de polimerizacdo e o estagio final da secrecdo do EPS a partir da
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membrana citoplasmatica, envolvendo a passagem através do periplasma e membrana exterior
e a excrecdo para o ambiente extracelular, ainda sdo pouco elucidados (HARDING et al.,
1994; SUTHERLAND, 1997; SUTHERLAND, 2001). Alguns autores consideram que
primeiro ocorre a polimerizacdo das unidades pentassacaridicas no interior da célula, e apds a
excrecdo do polissacarideo para o exterior (COPLIN & COOK, 1990; HARDING et al.,
1994; HARDING et al., 1993; KATSEN et al., 1998; SUTHERLAND, 2001). Ja segundo
Koplin et al. (1992), as unidades pentassacaridicas sdo secretadas e ap6s polimerizadas.

Estudos recentes mostram que a biossintese da xantana em Xanthomonas campestris
pv. campestris é controlada por um cluster de doze genes (VOJNOV et al., 1998).

A Tabela 2.5 mostra as funcdes da goma xantana e sua aplicacdo na area de alimentos
(SUTHERLAND, 1990).

Tabela 2.5 - FuncGes da goma xantana e aplicac@es tipicas em alimentos.

Funcéo Aplicacdo tipica
Adesivo Panificacdo (confeitarias)
Agente de inchamento Alimentos dietéticos
Inibidora de cristalizacédo Xaropes, alimentos congelados
Agente de suspenséo Suco de frutas, leite achocolatado
Emulsificante Molho para salada
Estabilizador de espuma Cerveja
Agente gelificante Pudins, sobremesas
Estabilizador Maionese, sorvete, molhos para saladas
Inibidor de sineresis Queijo, alimentos congelados
Agente espessante Geléias, molhos

2.6 — Microrganismos Produtores de Goma Xantana

Os microrganismos capazes de produzir polissacarideos do tipo muco sdo alvo de
maior interesse, uma vez que estes polissacarideos, sendo mais facilmente recuperados do
meio de fermentacdo, apresentam conseqiientemente maior potencial de comercializacao
(MARGARITIS & PACE, 1985).

A goma xantana comercial é produzida por linhagens de Xanthomonas campestris pv.
campestris (RAMIREZ et al., 1988; BECKER et al., 1998) conforme Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Aspecto da cultura de Xanthomonas campestris pv. campestris
Fonte: google / imagens / Xanthomonas campestris (01/07/2005).

Embora a presenca do pigmento seja um parametro usado para a identificacdo, a sua
auséncia ndo exclui o género Xanthomonas, tendo em vista que Xanthomonas campestris pv.
manihotis e algumas linhagens de Xanthomonas campestris pv. ricini ocorrem naturalmente
como organismos ndo pigmentados (BRADBURY, 1984).

As bactérias Xanthomonas campestris pv. campestris produzem um grande numero de
enzimas extracelulares, tais como glicanases, celulases, poligalacturonato liases, amilases e
proteases, com diferencas significativas entre os varios “pathovares”. Alguns trabalhos tém
demonstrado que a sintese e excrecdo destas enzimas sdo essenciais ao processo de
fitopatogenicidade (GOUGH et al., 1988).

Pierce & Pallent (1990) sugeriram um teste diagndstico para a diferenciacdo de
Xanthomonas de outros géneros que formam também colbnias amarelas, baseado na
viscosidade de suspens@es bacterianas. Estes autores concluiram que o método é eficaz: todos
os isolados que apresentaram as maiores viscosidades foram posteriormente identificados
como Xanthomonas.

Quando Xanthomonas fragariae e Xanthomonas campestris crescem em meio
contendo carboidratos, sdo observadas col6nias mucosas resultantes da producdo de
polissacarideo extracelular (goma xantana).

O género Xanthomonas compreende um grupo de bactérias fitopatégenas que causam
necrose, murchamento e apodrecimento de diversas plantas. A Unica exce¢do é a
Xanthomonas maltophilia que se trata de um patdgeno oportunista de humanos. As lesdes nos

vegetais sdo freqlientemente de cor amarelo forte e de consisténcia viscosa (HOLT et al.,
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1995). A Figura 2.2 mostra a lesdo causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em
folhas de couve.

Figura 2.2 - Lesdo causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em folhas de couve.
Fonte: google / imagens / Xanthomonas campestris (01/07/2005).

Xanthomonas campestris é o agente causal da podriddo negra e, dentro da familia das
cruciferas, praticamente todas as espécies do género Brassica a ele sdo suscetiveis em maior
ou menor grau: Brassica chinensis L. (couve chinesa), B. napus L. (colza), B. nigra koch
(mostarda), B. oleraceae L. var. caulo-rapa Pask (couve-nabo), B. oleraceae L. var.
geminifera Zenker (couve de Bruxelas), B. napa L. (nabo), Mathiola incana B. R. (goivo) e
Raphanus sativus L. (rabanete) (RAMIREZ et al., 1988; GLAZER & NIKAIDO, 1995). A
Figura 2.3 mostra a lesdo causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em repolho.

Figura 2.3 - Podrid&do negra causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em repolho.
Fonte: google / imagens / Xanthomonas campestris (01/07/2005).



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica 16

A infeccdo é difundida pelas sementes contaminadas com a bactéria. Como a planta
emerge e cresce, a bactéria coloniza a sua superficie e bactérias epifiticas, como Xanthomonas
campestris pv. campestris, penetram nos tecidos internos das folhas dos hidantodios, que sdo
estruturas da margem da folha que permitem a planta excretar agua. Elas, entdo, migram
através do sistema vascular e, progressivamente, causam clorose, deposicdo de melanina e,
por ultimo, apodrecimento. Ao todo, trinta genes contribuem para a fitopatogenicidade de
Xanthomonas campestris (GLAZER & NIKAIDO, 1995).

Em 1994, Galindo sugere o isolamento e a selecédo de linhagens de Xanthomonas
campestris provenientes de habitats naturais como uma importante ferramenta que conduz a
escolha de linhagens com melhor capacidade produtiva e/ou novas propriedades reoldgicas.

O uso de uma linhagem microbiana particular, juntamente com as condicdes do
processo como meio de cultivo, agitacdo e teor de oxigénio dissolvido, sdo fatores que podem
determinar a produtividade do processo e a qualidade da goma (ROSEIRO et al., 1992;
FLORES et al., 1994).

Becker et al. (1998) relatam que muitos outros pathovares, além do campestris,
produzem eficientemente exopolissacarideos, como: phaseoli, malvacearum, carotae,
citrumelo, juglandis, além de outras espécies do género Xanthomonas (Xanthomonas

fragariae, Xanthomonas oryzae pv. oryzae).

2.7 — Classificagao e caracteristicas dos mostos

Quanto a classificacdo dos mostos, podem ser sintéticos ou complexos. Os mostos
sintéticos sdo aqueles cuja composicao € conhecida quantitativamente e qualitativamente e é
usado em pesquisas quando se quer controlar exatamente o curso de uma fermentagdo. O
objetivo é saber a rota de fermentacdo, saber quanto e quando e quais 0s substratos estdo
sendo utilizados pelos microrganismos. Tem um alto custo. Para mostos complexos, a
composicdo ndo é bem definida, enquadrando nesta categoria 0s meios naturais tais como:
caldo de cana, melago, suco de uva, entre outros.

Os principais requerimentos basicos que caracterizam 0s mostos séo:

1) Proporcionar o maximo rendimento de produto ou biomassa por grama de substrato usado;
2) Produzir a maxima concentracdo de biomassa ou produto;

3) Permitir o maximo rendimento na formacao do produto;

4) Produzir o minimo de subprodutos indesejaveis;

5) Ser de uma qualidade permanente e estar disponivel durante o ano todo;
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6) Nao sofrer degradacgéo durante a esterilizacéo;
7) Nao devera causar problemas em outras etapas do processo fermentativo particularmente:

aeracdo, agitacdo, extracdo, purificacdo e tratamentos dos efluentes (VICENZI, sd).

2.8 — Processo Fermentativo

Desde 1961, quando Rogovin et al. publicaram o primeiro trabalho sobre producéo de
goma Xxantana, muitos outros se seguiram, onde foram estudados os varios aspectos do
processo fermentativo, por Xanthomonas campestris.

Concentracdes iniciais de glicose de 1 a 10% foram testadas por Rogovin et al. (1961),
guando observaram um decréscimo acentuado do rendimento em polimero, calculado com
base na concentracdo inicial de glicose no meio, & medida que esta era aumentada. A maior
conversdo de glicose em polimero (90%) foi obtida para concentracdo inicial de 1%.
ConcentracOes crescentes de polimero no meio foram observadas como consequéncia do
aumento da concentracdo inicial de glicose até o limite de 4%, momento em que a
concentracdo de polimero permaneceu constante independentemente da concentracdo de
glicose disponivel para a fermentacdo. Pareceu-lhes que a concentragdo Otima de glicose
inicial situava-se na faixa de 2,5 — 3,0%.

Os primeiros estudos nutricionais sobre a composi¢cdo do meio de produgdo foram
realizados por Davidson (1978) em cultivo continuo, e por Souw & Demain (1979), em
batelada. Souw & Demain (1979) estudaram diferentes fontes de carbono e nitrogénio e
concluiram que as melhores fontes de carbono sdo aglcares, especialmente glicose e sacarose.
Encontraram para a linhagem NRRL B-1459 um aumento na producdo de xantana quando
foram adicionados &cidos organicos, como citrico e succinico, devido a atuacdo no controle
do pH do meio, favorecendo a sintese da goma.

Souw & Demain (1979) obtiveram os melhores resultados em termos de peso do
polimero/peso do meio fermentado, utilizando sacarose e glicose na concentracdo inicial de
4%. Foi também observado efeito estimulante para a formacdo de xantana quando foram
adicionados piruvato (0,3 — 1,0%), a-cetoglutarato (0,6%) ou succinato (0,5 — 1,0%) a 4% de
sacarose. Baixas concentracGes de acidos organicos metabolizadas através do Ciclo de Krebs,
tais como acetato (ESGALHADO, 1997), piruvato, succinato, a-cetoglutarato (SOUW &
DEMAIN,1979), e citrato (SOUW & DEMAIN, 1979; JANA & GHOSH, 1995), tém sido
relatadas como estimuladoras da producdo de xantana em processos continuos e em batelada

usando Xanthomonas campestris. Norton et al., (1984) relatam que fermentacGes com
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concentracOes iniciais de glicose acima de 2% sd@o complicadas pela alta viscosidade
apresentada e por problemas de mistura, que reduzem a conversdo, aumentam o tempo de
processo e 0s custos operacionais.

Além do tipo de substrato utilizado, a concentracdo inicial deste no meio de cultivo
parece ser um fator decisivo para o sucesso do processo fermentativo.

Thonart et al. (1985) concluiram que a producdo de polimero € altamente dependente
da concentracdo inicial de agucar, enquanto o crescimento do microrganismo ndo. Foi relatada
uma producdo decrescente de polimero & medida que a concentracdo inicial de glicose foi
aumentada, caindo rapidamente a razdo polimero/biomassa para concentracdes iniciais
maiores que 3%.

A producdo dos exo-biopolimeros pode ser de crescimento associado (pululana e
alginato), crescimento ndo associado (biopolimeros de Pseudomonas sp) ou parcialmente
associado (goma xantana) (WEISS & OLLIS, 1980; PINCHES & PALLENT, 1986).

Entre os parametros da fermentacdo que podem afetar o processo produtivo esta o pH
do meio. Os valores de pH diminuem durante o curso da fermentacdo, devido a formacéo de
acidos organicos e a radicais acidos existentes na propria estrutura da goma. Valores
inferiores a 5,0 diminuem a formagdo da goma (KENNEDY & BRADSHAW, 1984),
devendo o pH ser mantido proximo a neutralidade (7,0-7,5) pela adicdo de base ao processo.
O controle do pH permite, assim, que a sintese do polissacarideo continue até a exaustdo do
carboidrato (WHISTLER & BeMILLER, 1993).

A fermentacdo em batelada para a producdo de goma xantana exibe uma cinética tipica
para metabolito secundario (PACE & RIGHELATO, 1981). Durante a fermentagédo da glicose
pela Xanthomonas campestris, duas fases podem ser distinguidas: a tropofase, na qual ocorre
répido crescimento celular com pouca formagéo do biopolimero, e a idiofase, quando pouco
crescimento celular é observado e mais de 50% do polimero é sintetizado (SHU & YANG,
1990; UMASHANKAR et al., 1996).

Um balanc¢o do substrato utilizado para a producdo de polissacarideos pode ser escrito
pela Equacdo 2.1, que considera a conversdo do substrato a massa celular e produto, bem

como o consumo de substrato para manutencgéo:

_ds_ 1 dx 1 dp
dt Yy, dt Y, dt

+ KeX 2.1)
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onde o ultimo termo desta Equacdo corresponde ao substrato usado para atividades como
motilidade celular, “enzyme turnover”, trabalho osmatico, estocagem de nutrientes e outros
processos e esta relacionado a funcdes de manutencdo (MULCHANDINI et al., 1988).

A temperatura € uma das mais importantes variaveis que afetam a fermentagdo para a
producédo de xantana. Moraine & Rogovin (1966) preconizam que 28° C seria a temperatura
Otima de producdo para Xanthomonas campestris NRRL B-1459. Os estudos de Shu & Yang
(1990), realizados com a mesma linhagem da bactéria, mostraram que o melhor intervalo de
temperatura para o crescimento celular estava entre 24-27° C, enquanto que, para producéo de
xantana, as temperaturas mais apropriadas estavam compreendidas entre 30-33° C.

Além da temperatura, outras varidveis como a aeracdo e a agitacdo sdo igualmente
importantes para a boa conducdo do processo fermentativo da xantana. Galindo et al. (1989)
relatam que o controle dessas varidveis é de extrema relevancia, pois ocorrem muitas
mudancas nas propriedades reolégicas do mosto devido a producdo do biopolimero tornando
0 sistema bastante complexo em termos de mistura.

Xanthomonas campestris é capaz de crescer em uma variedade de substratos e a
xantana tem sido produzida em uma ampla faixa de meios de cultura definidos e complexos
(SUTHERLAND, 1990).

A fonte de nitrogénio utilizada no processo fermentativo pode ser varios produtos
ricos em proteinas, tais como hidrolisado de levedura, farinha de soja, farinha de semente de
algoddo ou hidrolisado de caseina (ROSEIRO et al., 1993). Tradicionalmente, o nitrogénio
tem sido o nutriente limitante (SUTHERLAND, 1990) e bons rendimentos em xantana
requerem valores adequados para a relacdo carbono/nitrogénio (SUTHERLAND, 1990;
ROSEIRO et al., 1992).

Além das fontes de carbono e nitrogénio para 0 meio de produgdo da xantana, devem
ser adicionados fdsforo, potassio, magnésio, célcio e enxofre, além de tracos de elementos
apropriados (SUTHERLAND, 1990; ROSEIRO et al., 1992).

El-Salam et al. (1994) pesquisaram a producdo de goma xantana usando um meio a
base de melaco de cana-de-aclcar e a linhagem de Xanthomonas campestris E-NRC-3.
Alcangaram para a melhor condigdo experimental 70,5 g/L de xantana, partindo de 25,0% de
acucar. Varias fontes de nitrogénio foram empregadas, mas os autores concluiram que a
melhor foi o cloreto de aménio. O fator de conversdo de substrato a produto obtido foi 0,38
99"

A producdo de xantana em escala industrial conforme WHISTLER & BeMILLER

(1993) permanece sendo realizada por operacbes em batelada, apesar das vantagens
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apresentadas pelo sistema continuo. O risco de contaminacdo continua inviabilizando este
sistema, impedindo desta forma sua ampla utilizacdo pela industria. Tém sido relatados alguns
desenvolvimentos para 0 processo continuo na sintese da goma xantana.

De Vuyst & Vermeire (1994), em trabalho utilizando a linhagem NRRL B-1459,
formularam meios industriais para producdo de xantana constituidos de sacarose (4,0%),
glicose (4,0%), melaco (10,0%) ou sirodex A (xarope de glicose — 2,8%) como Unica fonte de
carbono, milhocina (2,0%) como fonte combinada de fosfato-nitrogénio, adicionados de
fosfato (0,1%) e citrato (0,1%), dependendo da aplicagéo da xantana formada.

Em vista do crescente interesse neste biopolimero, esforcos por parte dos
pesquisadores vém sendo realizados para reduzir o custo envolvido na producéo e melhorar o
rendimento e a produtividade. Na maioria dos trabalhos relatados na literatura, a glicose e a
sacarose tém sido usadas como fonte de carbono e os sais de amonio como fonte de nitrogénio
(RAJESHWARI et al., 1995).

A linhagem, as condicdes de fermentacdo e composi¢cdo do meio Sdo responsaveis
pelas variagfes na estrutura da xantana e, consequentemente, em suas propriedades. Logo,
para a producéo industrial, as condi¢bes de processo escolhidas dependerdo ndo somente do
rendimento desejado, mas também, do uso final do polimero e, por conseguinte, da qualidade
e dos objetivos (SUTHERLAND, 1990; SUTHERLAND, 1996).

Umashankar et al. (1996) realizaram fermentacdo em batelada com o intuito de
alcancar o mais alto rendimento. Os fatores que influenciaram a producéo, principalmente os
nutrientes, foram investigados. Eles concluiram que a concentracdo dos componentes do meio
de cultivo para atingir uma maior producdo de xantana usando Xanthomonas campestris
foram: glicose 30,0 g/L, extrato de levedura 3,0 g/L, K;HPO,4 6,0 g/L e MgS0O, 0,2 g/L.

Um estudo nutricional realizado por Garcia-Ochoa et al. (2000) mostrou que
nitrogénio, fésforo e magnésio influenciaram o crescimento de Xanthomonas campestris pv.
campestris ao passo que nitrogénio, fésforo e enxofre influenciaram a producéo de xantana. A
composicdo 6tima do meio de producdo deduzida por Garcia-Ochoa et al. (2000) foi a
seguinte: sacarose (40,0 g/L), acido citrico (2,1 g/L), NH4sNOs3 (1,114 ¢/L), KH,PO, (2,866
g/L), MgCl, (0,507 g¢/L), Na,SO, (0,089 g/L), H3sBOs (0,006 g/L), ZnO (0,006 g/L),
FeCl;3.6H,0 (0,020 g/L), CaCO3 (0,020 g/L), e HCI concentrado (0,13 mL/L); e o pH foi
ajustado para 7,0 acrescentando NaOH.

Em termos de estrutura quimica, a presenca de acidos acético e piravico produzem
polissacarideos do tipo aniénico (SANDFORD & BAIRD, 1983 apud GARCIA-OCHOA et

al., 2000). Pode-se observar pela Tabela 2.6 a composicdo média de varios polissacarideos
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produzidos por algumas bactérias do género Xanthomonas (KENNEDY & BRADSHAW,
1984 apud GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Tabela 2.6 - Composicao percentual média de polissacarideos produzidos pela bactéria
Xanthomonas (adaptado de Kennedy & Bradshaw, 1984).

Bactéria D-glicose | D-manose D-4cido Piruvato | Acetato
glucurénico
X. campestris 30,1 27,3 14,9 7,1 6,5
X. fragaria 1822 24,6 26,1 14,0 49 55
X. gummisudans 2182 34,8 30,7 16,5 4.7 10,0
X. juglandis 411 33,2 30,2 16,8 6,9 6,4
X. phaseoli 1128 30,9 28,6 15,3 1,8 6,4
X. vasculorum 702 349 30,2 17,9 6,6 6,3

Fonte: Garcia-Ochoa et al (2000)

Skaracis et al. (2003) investigaram xarope de beterraba como fonte de carbono para
producgéo de goma xantana a partir de Xanthomonas campestris ATCC 1395 e obtiveram 53,0
g/L de xantana partindo de 175,0 g/L de xarope. O tempo de processo fermentativo foi 24 h e
0 meio de producao foi fortificado com K,HPO, atuando como agente tamponante e nutriente
para crescimento celular.

Lopez et al. (2003) pesquisaram hidrolisados de residuos &cidos provenientes da
agricultura como fonte de carbono na producdo de xantana-AHW (wastes acid hydrolysates) e
avaliaram o percentual de 4&cido urdnico, acido acético, acido pirdvico e a razéo
acetil/piruvato em amostras de xantana padrdo e de xantana-AHW produzida. A Tabela 2.7

mostra os percentuais desses componentes nas duas amostras.

Tabela 2.7 - Caracteristicas quimicas das amostras® de xantana.

Componentes Xantana padrao (%) Xantana-AHW (%)
Acido urénico 14,16 + 1,02 10,60 + 2,06
Acido acético 4,83+ 0,80 3,33+0,50
Acido piravico 3,74+ 0,50 2,81+0,43
Acetil/piruvato 1,29+ 0,15 1,19+ 0,21

®Valores da média de cinco determinacdes. Média + desvio padréo.
Fonte: Lopez et al. (2003).

Oliveira et al. (2005) utilizando meios a base de soro de leite como substrato para
obtencdo de xantana obtiveram para os meios A, B e C 12,1, 12,6 e 18,9 g/L deste
biopolimero, respectivamente, com as seguintes conversdes de substrato a produto: 0,40, 0,41
e 0,63 g.g". A composicdo dos meios de producdo A, B e C empregada por estes autores foi a

seguinte:
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Soro de leite A: 2% soro, 0,5% K2HPO4,0,01% MgSOs4, 0,003% MnClz;
Soro de leite B: 2% soro, 0,5% K2HP0O4,0,01% MgS04, 0,003% MnClz, 0,2% &cido citrico; e
Soro de leite C: 2% soro, 0,5% K2HP0O4,0,01% MgS0O4, 0,003% MnClz, 0,2% é&cido citrico,
0,25% extrato de levedura.

Mediante 0 exposto, observa-se que muitos sdo os trabalhos publicados na literatura
abordando a producdo de goma xantana, investigando desde o seu surgimento, condicdes
Otimas para se alcancar elevadas produtividades, haja vista a sua grande utilizacdo. No

entanto, caldo de cana como matéria-prima praticamente nao se tém registros na literatura.

2.8.1 — Recuperagao e Purificagcdo da Goma Xantana

Ao término do processo fermentativo para a obtencdo da xantana, o polimero é
recuperado e purificado. Os métodos usados para a recuperacdo de um biopolimero
dependem, sobretudo, das caracteristicas do microrganismo utilizado, do tipo de
polissacarideo e do grau de pureza desejado (SANDFORD, 1979). O processo de recuperacdo
da xantana tem um importante papel na economia do processo. Cerca de 50% do custo total
do processo deve-se as operagdes de “downstream” (HACKING, 1986).

Um método que pode ser usado para a recuperacdo da goma xantana consiste em
concentra-la através da evaporagdo do mosto. Esta técnica é possivel e viavel
economicamente, porém apresenta a desvantagem de resultar em um produto de qualidade
inferior, de coloracdo intensa, contendo células e compostos que ndo foram metabolizados
(SANDFORD, 1979; PACE & RIGHELATO, 1981).

A recuperacdo do polissacarideo pode também ser feita através da precipitacdo, pela
adicdo de um solvente adequado (MARGARITIS & PACE,1985). Smith & Pace (1982)
revisaram esquemas de recuperacao para polissacarideos microbianos. A precipitacdo baseada
no carater polieletrolitico do polissacarideo tem sido realizada pela adi¢do de cations (como
eletrolito) mono e polivalentes bem como pela utilizacdo de diversos tipos de solventes
(acetona, metanol, etanol, isopropanol, 1-butanol ou 1, 1, 1 - tricloroetano) como agentes
precipitantes.

Ap0s a precipitacdo, a goma é removida através de equipamentos tradicionais como
filtros ou centrifugas e posteriormente os solidos obtidos neste estagio de separacdo sdo
lavados com solucdo (etanol/agua), para remocdo de grande parte das impurezas (sais
inorgénicos e pigmentos), sendo, entdo secos a vacuo ou pela passagem forcada de ar quente
ou gas inerte (PACE & RIGHELATO, 1981). As condicdes de secagem devem ser tais que



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica 23

evitem a degradacdo quimica, coloragdo excessiva ou mudangas na solubilidade do produto
(MARGARITIS & PACE, 1985). A xantana seca € entdo moida a uma granulometria pré-
determinada, dependendo da aplicacdo do produto.

O produto final moido obtido através da precipitacdo com solvente ndo deve conter
células de Xanthomonas campestris, pois afeta diretamente a performance do produto para
uma determinada aplicacdo, sendo, portanto, a sua remocdo essencial (MARGARITIS &
PACE, 1985).

A presenca de certas enzimas formadas durante a producdo da goma pode causar
problemas em seu posterior processamento ou imprimir caracteristicas indesejaveis ao
produto final, restringindo, por exemplo, a gama de materiais com o0s quais é compativel. A
presenca de atividade celulolitica em gomas xantana comercialmente disponiveis
impossibilita sua utilizacdo em mistura com ésteres de celulase, como a carboximetilcelulose.
Um método proposto para a inativacao da celulase, presente na goma xantana, € o tratamento
do precipitado, ainda Umido, com um agente oxidante tal como o éOxido de propileno,
propiolactona, glutaraldeido ou pivalolactona (PACE & RIGHELATO, 1981; MARGARITIS
& PACE, 1985).

2.9 — Reologia

O termo reologia deriva do grego rhéos, que significa corrente ou fluxo, e designa a
area da ciéncia dedicada a deformacdo e ao escoamento dos materiais (TAGER, 1978;
COUARRAZE & GROSSIORD, 1983). Navarro (1997) define reologia de uma forma mais
completa, considerando-a como ciéncia relacionada a descricdo das propriedades mecéanicas
dos varios materiais sob iniameras condic6es de deformacdo, quando eles exibem a capacidade
de escoar e/ou acumular deformacdes reversiveis.

As propriedades reoldgicas de compostos de natureza polimérica dependem do peso
molecular e de sua distribuicdo, da possibilidade de formacéo de ligacdes intermoleculares, do
comportamento que a macromolécula assume quando em solucdo, de sua concentragdo, da
temperatura na qual se efetuam as medicdes e da intensidade da forca aplicada sobre o
material, entre diversos outros fatores (LOPES, 1989).

Fluidos que escoam segundo o modelo de Newton sdo chamados de fluidos
newtonianos. Nestes casos, a deformagéo cresce continua e linearmente, qualquer que seja a
tensdo aplicada e a resisténcia ao escoamento é proporcional a taxa de deformacdo (SEVERS,
1962; CHEREMISINOFF, 1993).
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A Figura 2.4 apresenta a classificacdo dos fluidos com seus reogramas (curvas de

escoamento) tipicos, bem como suas equacdes reoldgicas de estado.

Viscosidade
ich Equacéo Absoluta
Descricao Reograma Constitutiva (1 =77
) . Constante
Newtoniano v T=Hy _
/Ja =H
I // . Decresce com 0
Pseudopléstico A r=Ky aumento da taxa de
(Lei de poténcia) / \ e cisalhamento
— n<i p, =Ky"
Ko Aumenta com 0
Dilatante t=Ry aumento da taxa de
(Lei de poténcia) . cisalhamento
n>

Ha =Ky

Plastico
Binghamiano

r=7,+K "

Decresce com 0
aumento da taxa de
cisalhamento quando
a tensdo inicial t, é
excedida

Tn
U, :74‘ Kp

Plastico
Cassoniano

12 12 1/2
=1, + Ky

Decresce com 0
aumento da taxa de
cisalhamento quando
a tensdo inicial t, é
excedida

(5]

2

Figura 2.4 - Classificacdo dos fluidos de acordo com o seu comportamento reoldgico
Fonte:(ATKINSON & MAVITUNA, 1991).

Nos fluidos ndo-newtonianos, a tensdo de cisalhamento é uma funcdo nao linear da

taxa de deformacdo e depende ainda da temperatura, da pressdo, do peso molecular, da

morfologia das moléculas e do tempo.
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Os fluidos pseudoplasticos podem apresentar, também para velocidades de
cisalhamento muito altas ou muito baixas, comportamento newtoniano (platé newtoniano). A
extensdo da regido pseudoplastica depende do polimero e das condi¢Ges experimentais
(LOPES, 1989).

A viscosidade relativa de uma solucdo polimérica é dada pela Equacdo 2.2 (MANO,
1985):

n
rel n ( )
0

onde m é a viscosidade absoluta da solugdo do polimero em (Pa.s); Mo a viscosidade absoluta

do solvente, em (Pa.s). A M &, portanto, admensional.

A viscosidade especifica é definida pela Equagéo 2.3 como sendo a razdo da diferenga
das viscosidades de uma solucio e do solvente pela viscosidade do solvente. E adimensional e

indica a variacdo relativa que o soluto provoca na viscosidade do solvente.

_ Tlsolugao ~ Tsolvente 1
sp — _nrel.solugéo

(2.3)
lsolvente

A viscosidade reduzida é definida como sendo a razéo entre a viscosidade especifica

de uma solucéo e a sua concentragédo, expressa em mL/g conforme Equacéo 2.4.

17 Sp
red.=—— 24
g C (24)

onde C é a concentracao do polimero em solucdo (g/mL).

A viscosidade intrinseca esta relacionada as dimensdes moleculares (volume
hidrodinamico) de cadeias poliméricas isoladas (GARGALLO et al., 1987). Esta viscosidade
é definida pela Equacdo 2.5 como o limite da viscosidade reduzida quando a concentragdo do
soluto tende para zero.

_ i msp
[”]_c@o( C j (25)
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A viscosidade intrinseca de uma solug@o polimérica pode ser determinada através de

medidas de 1s/C, a diferentes concentracdes, em regime diluido.

Os valores de [n] para polissacarideos sédo geralmente bastante elevados quando
comparados a maioria dos polimeros sintéticos de mesmo peso molecular, como consequéncia
da baixa flexibilidade das cadeias de natureza glicidica. Os altos valores de [n] encontrados
em polissacarideos tém sido atribuidos a restricdo do movimento rotacional em torno da ponte
de oxigénio (ou ligacdo glicosidica) em virtude do impedimento estérico entre unidades
monossacaridicas adjacentes. Em geral, além da restricdo rotacional em torno das ligacoes
covalentes, a presenca de cargas ibnicas ndo neutralizadas na cadeia polimérica resulta no
aumento do volume hidrodindmico, contribuindo para o incremento da viscosidade do
polimero em solucédo (ALVES, 1998).
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Este capitulo destina-se a apresentacdo da metodologia analitica empregada, bem
como, especifica 0 microrganismo e a matéria-prima utilizados, cita os planejamentos
experimentais adotados, descreve a sequéncia para conduzir os ensaios e relaciona os

reagentes e equipamentos necessarios ao desenvolvimento experimental.

3.1 — Microrganismo

Foi utilizada a bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459,

fornecida pela Colecdo de Cultura Tropical da Fundacdo André Tosello conforme Figura 3.1.

Figura 3.1 - Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-14509.

3.2 — Meios de Manutencao

As linhagens da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris foram mantidas em
meio YMA (extrato de levedura, malte e agar) (NAKAJIMA et al., 1990) com a seguinte
composicdo em g/L: glicose 10,0, extrato de levedura 3,0, extrato de malte 3,0, peptona 5,0,
4gar 15,0. O pH do meio foi ajustado para 6,0 e a esterilizacdo foi a 110° C por 20 min. Os
cultivos eram feitos a cada quinze dias e apds crescimento a 30 + 1°C por 48 horas, a cultura

era estocada sob refrigeracao.
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3.3 — Matéria-Prima

Os experimentos foram conduzidos empregando caldo de cana como fonte de
sacarose proveniente de duas variedades de cana-de-aclcar: RB 835486 e SP 791011. Para a
realizacdo dos testes preliminares utilizou-se caldo de cana diluido a 40 g/L oriundo de caldo
bruto nas seguintes concentraces de sacarose: 166,6 g/L e 179,6 g/L correspondendo nesta
ordem as variedades de cana RB 835486 e SP 791011. Em funcédo dos resultados obtidos nos
testes preliminares, 0s ensaios subsequentes foram efetuados apenas com a variedade
SP 791011. O lote desta variedade de cana apresentou uma concentracao de sacarose no caldo
bruto igual a 270,0 g/L. A cana de variedade SP 791011 foi gentilmente cedida pelo
proprietario Sr. Artur Lourenco Borges, cuja fazenda situa-se no Municipio de Arapord,
conforme vista do local na Figura 3.2. A cana foi coletada, moida, e o caldo filtrado foi
armazenado em baixa temperatura (-5°C) durante toda a fase experimental e sob condicdes

assépticas.

m *: =Tl T e i
Figura 3.2 - Vista do local onde a cana SP 791011 foi coletada.

3.4 — Composic¢ao dos Meios de Producéo

Na fase preliminar dos ensaios considerou-se cinco situacdes bastante distintas em
termos de suprimento dos meios adotados e de concentracdo de sacarose com vistas a
biossintese da xantana. O meio de produgdo mais completo, com dez componentes (Meio B),
mostrado na Tabela 3.1, foi extraido de LIMA (1999). As demais composi¢des dos Meios C e

D foram investigadas por exclusdo de algumas substancias. Os Meios A e E pesquisados
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contemplaram as situacfes utilizando caldo de cana bruto e diluido a 40,0 g/L em sacarose,

respectivamente.

Tabela 3.1 - Componentes dos meios de producdo e suas respectivas concentracdes em g/L.

Componentes dos | 10 componentes | 6 componentes 4 componentes
meios de producdo Meio B Meio C Meio D
caldo de cana diluido | 40,0 g em sacarose | 40,0 g em sacarose | 40,0 g em sacarose
extrato de levedura 3,040 3,040 3,040
acido citrico 3040 3,040 --
NH;NO; 0,86 g 0,86 g 0,86 g
MgSQ,. 7H,0 0,29 -- --
Na,HPO, 2540 2540 2540
KH,PO, 259 259 259
Na,SO4 1,13 g 1,13 g --
MnCl, 0,03 g -- --
Ca(OH), 0,019 -- --
FeS0O,.7H,0 0,01¢g -- --
agua destilada 1000,0 mL 1000,0 mL 1000,0 mL

O pH do meio foi ajustado para 7,5 e 0 meio mineral e a solugdo de sacarose foram
esterilizados a 110 °C por 15 min para evitar uma possivel degradacéo do substrato.

3.5 — Planejamento Experimental

Apo0s selecionar a variedade de cana mais apropriada e os meios de producdo que
apresentaram maior viscosidade absoluta para um valor e taxa de deformacdo fixada em 1 s™,
a etapa posterior sucede a um planejamento experimental a dois niveis com trés variaveis
especificadas na Tabela 3.2. A Tabela 3.3 mostra 0s niveis e as variaveis referentes a
execucdo de um segundo planejamento fatorial. Para ambos, as respostas monitoradas durante
0 processo foram: concentracdo de sacarose residual (Csg), viscosidade absoluta do mosto
fermentado (u), rendimento relativo a formagao de produto (Ypss), concentracdo de goma (Cg)

em g/L e viscosidade absoluta da solugéo de xantana a 1% (uc1%)-

Tabela 3.2 - Variaveis estudadas e seus niveis no primeiro planejamento.

o Niveis das variaveis
Variaveis

-1 +1

N° de componentes (X;) 4 6

Concentracdo de sacarose (g/L) (X») 20 40

Tempo (h) (X3) 24 48
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Tabela 3.3 - Variaveis estudadas e seus niveis no segundo planejamento.

L Niveis das variaveis
Variaveis

-1 +1

N° de componentes (X;) - 4

Concentracdo de sacarose (g/L) (X») 20 40

Tempo (h) (X3) 24 48

Quanto & natureza das varidveis X;, X, € X3 no primeiro e segundo planejamento
experimental, atribuiu-se a X; condicdo de variavel qualitativa e as demais foram definidas
como variaveis quantitativas.

O tratamento estatistico dos dados associados aos 1° e 2° planejamentos revela o
melhor meio de producéo entre os pesquisados e aponta para a necessidade de se investigar
valores intermediarios de concentracdo de sacarose e tempos de processo superiores a 48 h.
Surge entdo, o 3° planejamento experimental fatorial a trés niveis e duas variaveis (3%)
definidas conforme Tabela 3.4. Tal como nos planejamentos anteriores, as mesmas respostas
foram devidamente monitoradas, e com base nessa ferramenta estatistica foi possivel plotar

superficies de respostas.

Tabela 3.4 - Variaveis estudadas e seus niveis no terceiro planejamento.

Variaveis Niveis das variaveis

-1 0 +1
Concentracdo de sacarose (g/L) (X1) 20 30 40
Tempo (h) (X5) 24 48 72

Ap0s executar trés planejamentos experimentais em nivel de bancada, um aumento
de escala tornou-se providencial para verificar a influéncia de variaveis importantes no
processo, como aeracdo e agitacdo. A Tabela 3.5 mostra as variaveis e 0s seus niveis
pertinentes ao 4° planejamento fatorial 3° em reator, uma vez fixadas a aeragdo, a agitacéo e a
temperatura em 0,5 vvm, 800 rpm e 28° C respectivamente (LIMA, 1999). O pH foi

controlado entre 7,3-7,8.

Tabela 3.5 - Variaveis estudadas e seus niveis no quarto planejamento.

Variaveis Niveis das variaveis

-1 0 +1
Concentracdo de sacarose (g/L) (X3) 15 25 35
Tempo (h) (X5) 18 24 30
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3.6 — Determinacdo Quantitativa de Nitrogénio e Fésforo no Caldo de Cana Bruto

A determinacdo de nitrogénio no caldo de cana bruto foi realizada, em laborat6rio
terceirizado (SENAI-CETAL) e consta no Anexo A, pelo método Kjeldahl. J& a determinagéo
de fosforo (Apéndice B) foi realizada nos laboratérios do Nuacleo de Processos
Biotecnoldgicos da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia, de acordo com procedimento da NBR 12772 (1992).

3.7 — Producédo de Goma Xantana

3.7.1 — Producéo de Goma Xantana em Frascos Erlenmeyers Agitados

Os experimentos relativos a testes preliminares e aqueles referentes aos
planejamentos 1, 2 e 3 foram conduzidos em erlenmeyers de 500 mL de capacidade util
contendo 50 mL de meio de producdo. As fermentagdes foram realizadas em mesa agitadora a
120 rpm, na temperatura de 28 + 1°C por 48 horas. Utilizou-se como inéculo, 10% (v/v) de
um cultivo crescido sob agitacdo (120 rpm) em mesa agitadora, a temperatura de 28 + 1°C,
por 16 horas. O meio utilizado para preparacdo do indculo era constituido em g/L: extrato de
levedura 3,0; NH4sNO3 0,86 ; Na;HPO, 2,5; KH,PO,4 2,5. A concentracdo celular média do
inéculo foi de 0,43 g/L.

3.7.2 — Producgdo de Goma Xantana em Fermentador

Os ensaios foram realizados em fermentador Biostat-B com 2 L de capacidade,
contendo 1800 mL de meio de producdo. Na Figura 3.3 observa-se o fermentador usado para
conduzir os experimentos. Utilizou-se como indculo, 10% em volume de um cultivo crescido
sob agitacdo (120 rpm) em mesa agitadora, a temperatura de 28 + 1°C, por 16 horas. O meio
de producdo era constituido por sacarose (15,0 g/L, 25,0 g/L e 35,0 g/L), extrato de levedura
(3,0 g/L), NH4NO3 (0,86 g/L), Na,HPO, (2,5 g/L), KH2,PO4 (2,5 g/L) e antiespumante (marca
Sigma antifoam 289). Durante o processo, a agitacdo e a aeracdo foram mantidas em 800 rpm
e 0,5 vvm (AMANULLAH et al. 1998; LIMA,1999), a temperatura foi de 28 + 1°C e o tempo
de 30 horas.
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Figura 3.3 - Foto do fermentador Biostat-B utilizado para realizar os ensaios.

Ao longo das fermentacbes foram feitas observagBes microscopicas usando
preparacBes coradas pelo método de Gram conforme Figura 3.4 visando investigar a presenga
de provaveis contaminantes. A Figura 3.4 mostra exclusivamente a presenca de bastonetes

Gram (-) com morfologia semelhante, ndo sendo observada outros tipos de células.

Figura 3.4 - Forma apresentada pela 1dmina quando visualizada por meio de observacéo
microscopica.
Fonte: google / imagens / Xanthomonas maltophilia (01/07/2005).
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A Figura 3.5 representa a sequéncia analitica percorrida pelas amostras retiradas do

reator na forma de fluxograma.

Amostragem
Centrifugacgao Observagao
(18900 G, 40 min) microscépica
Sobrenadante Sedimento
Precipitacdo da Determinagdo Determinagdo da Determinacéo
goma da viscosidade sacarose da Biomassa
(diluigao 1:1) (sem diluigdo) (sem diluicéo) (diluicdo 1:1)

Figura 3.5 - Esquema do procedimento analitico percorrido pelas amostras apos retiradas do
fermentador.

3.8 — Determinacdo da Biomassa Através de Massa Seca

O mosto foi diluido 1:1 em solucéo salina a 0,85% (De VUYST & VERMEIRE,
1994) e as células foram separadas por centrifugacdo em centrifuga Beckman Coulter Avanti
J-25 a 12500 rpm correspondendo a um campo centrifugo relativo de 18900 g por 40 minutos.
Em seguida, as células foram lavadas em solucdo salina 0,85% para completa eliminacdo dos
componentes do meio e dos metabolitos. A quantificacdo celular foi feita através de massa

secaa 90 C + 1°C, em estufa, até peso constante.

3.9 — Determinacdo Quantitativa da Sacarose

A sacarose presente no caldo de cana e nas amostras retiradas do processo nos
tempos estipulados foi hidrolisada para obter glicose e frutose, cujas determinagfes foram
feitas por método enzimatico utilizando o kit glicose-oxidase (GPO-PAP, cepa) (SHU &
YANG, 1990). Apos a reacdo enzimatica, a intensidade da cor da solucdo era medida a

500 nm em espectrofotdbmetro Thermo Spectronic modelo Genesys 10 UV.
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3.9.1 — Condicdes de Hidrolise da Sacarose

Em 1 mL de amostra, acrescentava-se 1 mL de acido cloridrico 2 N. Aquecia-se
entre 65°C e 70°C por 10 minutos, resfriava-se em agua corrente e adicionava-se 3 mL de
solucdo de hidréxido de sédio 1 N. A amostra preparada, quando necessario era diluida, para
que a concentracdo de glicose obtida situasse na faixa de linearidade da reacdo pelo método
enzimatico. O calculo da concentracdo de sacarose em g/L foi efetuado utilizando a Equacao
3.1

Csac. = fator de calibracdo x média da leitura (absorbancia) x D x (1/100) x 1,9 (3.1)
3.10 — Recuperacdo e Purificacdo da Goma

O mosto fermentado diluido em agua na razdo de 1:1, foi processado em centrifuga
Beckman Coulter Avanti J-25, para retirada das células, a 12500 rpm correspondendo a um
campo centrifugo relativo de 18900 g por 40 minutos. O sobrenadante foi filtrado a vacuo e
tratado com solucdo de KCI e o polimero recuperado por precipitagdo com etanol conforme
Figura 3.6. Para 10 mL do mosto diluido centrifugado, adicionam-se 3 mL de solucdo
saturada de KCI e 20 mL de etanol absoluto, obtendo dessa forma, sob agitacdo, a goma
(RAMIREZ & FUCIKOVSKY, 1988). Alves (1991) sugere e assim procedeu-se a lavagem
do precipitado com solucdes de etanol em concentragdes crescentes iguais a 70%, 80%, 90%
e etanol absoluto, o qual permaneceu em contato por cerca de 10 minutos. A secagem do
produto foi realizada em placas de Petri recobertas com filme plastico perfurado e mantido em

estufa a temperatura de 30°C.

Figura 3.6 - Formato apresentado pela goma momentos ap0s sua precipitagéo.
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3.11 - Avaliagdo do Comportamento Reoldgico

A reologia do mosto fermentado e da solucdo polimérica a 1% foi determinada com
0 auxilio do reémetro Brookfield RVDVIII. Para tal, foram utilizados os dados de tensdo
cisalhante, medidos a partir de taxas de deformacéo, seguindo o0 modelo de Ostwald de Waele
ou power-law (CHHABRA & RICHARDSON, 1999).

Com os valores de t e y avaliados estatisticamente por uma estimativa ndo linear
obtém-se K (indice de consisténcia) e n (indice de comportamento) para os meios fermentados
e para as solugdes de xantana na concentragéo de 1%. Assim, a viscosidade absoluta para um
fluido “power-law” foi determinada a partir da Equagéo 3.2.

pa=—=K ()" (32)
y

3.11.1 — Preparo das Amostras do Mosto Fermentado para Analise Reologica

As amostras do mosto fermentado foram submetidas a centrifugacdo em centrifuga
Beckman Coulter Avanti J-25 a 12500 rpm (18900 g) por 40 minutos. O sobrenadante foi
aquecido a 80 °C por 30 minutos e a viscosidade foi determinada em reémetro Brookfield
RVDVIII. As leituras foram realizadas a 25 °C, em velocidades de cisalhamento variando de
0,38 a120,0 s* (LIMA, 1999).

3.11.2 — Preparo da Solucédo 1% de Goma Xantana para Analise Reologica

Apo6s secagem em estufa a 30 °C, a goma foi acondicionada sob vacuo em
dessecador para posterior preparo da sua solucdo 1% (m/v). Triturada na forma de po, a goma
possui aspecto semelhante ao amido de milho. O procedimento para hidrata¢do da solucdo 1%
ocorreu sob agitacdo magnetica durante um periodo de aproximadamente 10 horas segundo
Lopez et al (2003).
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3.12 — Espectroscopia na Regido do Infravermelho das Gomas Produzidas

A espectrofotometria € o processo instrumental de medicdo baseado nas propriedades
de absor¢cdo e emissdo de energia eletromagnética em alguma regido do espectro
eletromagnético. Algumas das vantagens dessa técnica sdo: a facilidade de preparacdo das
amostras e a possibilidade do uso em filmes sélidos em amostras liquidas e gasosas.

Esta analise tem sido amplamente empregada para identificacdo de biopolimeros e
foi realizada com as amostras purificadas das gomas produzidas e da goma comercial, através
de pastilhas de KBr, em Espectrometro marca Perkin Elmer, Spectrum 1000, FT-IR
Spectrometer. A espectroscopia de infravermelho fornece informacgdes importantes a respeito
da caracterizacdo da estrutura molecular e dos grupamentos funcionais existentes. A
heterogeneidade da composi¢cdo em monossacarideos da xantana e a formagao de interacoes
intermoleculares que normalmente ocorrem no metabolismo tornam esta técnica complexa
(BOTELHO, 1999). Uma vez determinados os espectrogramas das gomas pesquisadas e da
xantana comercial, a comparacao dos Vvarios picos, e a consulta em tabelas constitui boa prova

de identificagéo das estruturas moleculares do composto.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Caldo de Cana

O caldo bruto da cana pertencente a variedade SP 791011 apresentou 270 + 20
ppm de nitrogénio total e 103,2 + 5,0 ppm de fdsforo total. A concentracdo de sacarose obtida
para esta variedade foi de 270,0 + 5 g/L e o lote do caldo correspondente, foi armazenado em
quantidade adequada para executar todos 0s ensaios pertinentes aos quatro planejamentos

experimentais adotado nesse trabalho.
4.2 — Andlise dos Testes Preliminares

Analisando os resultados obtidos para os testes preliminares apresentados nas
Tabelas 4.1 e 4.2, verificou-se que em todos 0s meios, os valores de indice de consisténcia
(K) e indice de comportamento (n) mostraram que as duas variedades de cana de agucar
apresentaram-se préprias para serem utilizadas como matéria prima para producdo de goma
xantana. As varias determinagdes realizadas indicaram a variedade SP 791011 como a mais
adequada, proporcionando maior formacéo de goma e maior aproveitamento do substrato.

Tabela 4.1 - Resultados obtidos das fermentacGes usando caldo de cana da variedade de cana
de aclcar RB 835486, em diferentes meios de producéo.

Variaveis Meio A Meio B Meio C Meio D Meio E
experimentais
sacarose residual 142,7 14,3 13,6 26,7 35,0
(9/L)
sacarose 23,9 25,7 26,4 13,3 5,0

consumida (g/L)

% utilizada 12,48 +2,00 | 64,26 +2,50 65,90 + 4,00 33,35 + 3,00 12,52 + 0,50
de substrato

pH final 492+002 | 655+005 | 647+002 | 659+004 | 471+0,01
e [cP] a 1s? 2960,5 2222,0 2230,3 2686,4 885,0
K (Kg.m™.s™) 2,960 2,222 2,230 2,686 0,885
n 0,309 0,380 0,365 0,288 0,342
R’ 0,998 0,998 0,998 0,997 0,998

e — Viscosidade absoluta do meio fermentativo para a taxa de cisalhamento de 1 s*; K — indice de consisténcia;
n — indice de comportamento; R® — coeficiente de correlagdo; Substrato inicial — 40,0 g/L, exceto meio A — 166,6
g/L); pH inicial — 7,5; concentragdo celular média do indculo - 0,43 g/L; tempo de fermentacéo — 48 h.



Capitulo 4 - Resultados e Discussdes 38

Tabela 4.2 - Resultados obtidos das fermentacGes usando caldo de cana da variedade de cana
de acucar SP 791011, em diferentes meios de producéo.

Variaveis Meio A Meio B Meio C Meio D Meio E
experimentais

sacarose 144.8 10,6 11,5 14,0 31,9
residual (g/L)

sacarose 34,9 29,4 28,5 26,0 8,1

consumida (g/L)

% utilizada 19,41+2,0 73,43+1,0 71,30 £3,5 64,99+ 2,0 20,30+15
de substrato

pH final 561+0,02 | 7,44+0,01 7,39+0,01 6,19+0,02 | 522+0,04
ume [cP]a 1s™ 3435,8 3152,9 4491,7 5675,5 1290,3
K (Kg.m™.s™ 3,436 3,153 4,492 5,675 1,290
n 0,309 0,361 0,319 0,244 0,288
R 0,998 0,998 0,999 0,999 0,996

uwr — Viscosidade absoluta do meio fermentativo para a taxa de cisalhnamento de 1 s K - indice de consisténcia;
n — indice de comportamento; R? — coeficiente de correlacdo; Substrato inicial — 40,0 g/L, exceto meio A —
179,7 g/L); pH inicial — 7,5; concentracdo celular média do in6culo — 0,43 g/L; tempo de fermentacdo — 48 h.

Na seqliéncia, através da Tabela4.2 os Meios C e D (6 e 4 componentes
respectivamente) foram selecionados para a realizacdo do planejamento experimental por
apresentarem menor nimero de componentes, possuirem maiores valores de K e menores de n
e, sobretudo, maior percentual de utilizagdo de substrato.

Com respeito aos valores dos pHs finais encontrados nas Tabelas 4.1 e 4.2,
observou-se um abaixamento consideravel explicado em decorréncia destes ndo terem sido
controlados ao longo do processo e provavelmente devido a presenca de acidos organicos e
radicais acidos na estrutura da goma produzida. Segundo Esgalhado et al. (1995), o pH ideal
para o0 crescimento de Xanthomonas campestris pv. campestris situa-se entre 6,0-7,5,
enguanto que, para a producdo da goma, estes valores ficam entre 7,0-8,0.

As Figuras 4.1 e 4.2 mostram os graficos da viscosidade absoluta do mosto
fermentado em fungdo da taxa de deformacdo das varias situacdes pesquisadas. Observa-se
que nos processos conduzidos com caldo de cana in natura as viscosidades dos mostos foram
menores que aquelas obtidas usando caldo fortificado, mostrando que uma melhor
polimerizacdo de glicose requer a presenca de alguns nutrientes, tais como, sulfato, vitaminas,
fosfatos e nitrogénio. Nos meios fortificados com fosfato de sodio dibésico, fosfato de
potassio monobasico, extrato de levedura e nitrato de amonio, maiores viscosidades foram
obtidas, provavelmente, devido as necessidades dos microrganismos por essas fontes de

nutrientes.
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Figura 4.1 - Viscosidade absoluta do mosto fermentado em funcéo da taxa de deformacéo
para diferentes meios de producédo quando se utilizou caldo de cana proveniente da variedade
RB 835486.
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Figura 4.2 - Viscosidade absoluta do mosto fermentado em funcéo da taxa de deformacéo
para diferentes meios de producédo quando se utilizou caldo de cana proveniente da variedade
SP 791011.
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4.3 — Anélise do Primeiro Planejamento Experimental 2°

Posteriormente, procedeu-se a interpretacdo dos resultados do 1° planejamento
fatorial apresentado na Tabela 4.3. O maior fator de conversao de substrato em produto Yps, a
maior concentracdo de goma produzida (Cg) e a maior viscosidade absoluta da solucdo
polimérica a 1% (uciy) foram, respectivamente, 0,43 g.g™, 8,35 g/L e 11663,3 cP quando a
concentracdo de sacarose, 0 tempo de fermentacdo e a composi¢do do meio assumiram nesta
ordem valores de 20 g/L, 48 h e 4 componentes (experimento 7).

Torrestiana et al. (1990), usando um meio com 24 g/L de sacarose e
trabalhando com a mesma linhagem, obtiveram uma concentracdo de xantana de 7,8 g/L. O
resultado sensivelmente mais alto encontrado no 1° planejamento, pode estar relacionado com
as diferencas na forma de conduzir o experimento e em razdo da matéria-prima utilizada.

Comparando os pares experimentais 1 e 5; 2 e 6; 3 e7 e 4 e 8, verifica-se que
para as mesmas condicdes de concentracdo de sacarose e de tempo de processo, 0S
experimentos conduzidos em meio fermentativo suplementado com 4 componentes
apresentaram maiores conversdes de substrato em produto Ypss, maiores concentrages de

gomas produzidas e maiores viscosidades absolutas da solucdo de xantana a 1%.

Tabela 4.3 - Valores obtidos para as respostas relativas ao 1° planejamento experimental 2°.
N° | Numerode | Concentracdo | Tempo | sacarose | Viscosidade | Yqs | Concentragdo | Viscosidade
exp. | componentes | de sacarose (h) residual | domeioa |(g.g")| degoma(g/L) | dagomaa
no meio (X)) | (g/L) (X,) (Xa) (g/L) | 0,755 (cP) 0,755 (cP)
1 6 40 48 16,908 1730,1 0,25 5,760 1207,8
2 6 40 24 25,870 111,7 0,18 2,575 1463,2
3 6 20 48 0,579 1145,0 0,31 6,170 29314
4 6 20 24 9,631 196,2 0,19 1,970 5345,5
5 4 40 48 16,907 12869,3 0,32 7,480 4355,5
6 4 40 24 26,134 2641,1 0,30 4,205 7583,9
7 4 20 48 0,632 5821,0 0,43 8,350 11663,3
8 4 20 24 11,675 163,5 0,24 2,030 8036,0

Concentracdo inicial do indculo — 0,43 g/L.
Foi adotado o nivel +1 para a varidvel de maior concentracdo e tempo, e -1 para a variavel de menor
concentracdo e tempo.

Neste 1° planejamento fatorial para a analise de todas as respostas, os parametros
com nivel de significancia maior que 10 %, em um teste de hipétese utilizando t de Student,
foram considerados ndo relevantes. As Tabelas 4.4 a 4.8 mostram os valores dos niveis de
significancia menores que 10% para as variaveis e suas interacdes e o coeficiente de regressdo
para a variavel qualitativa X;, para as varidveis quantitativas X, e Xs, e para as interacoes,

para as seguintes repostas: concentragdo de sacarose residual, viscosidade absoluta do meio
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fermentado, conversdo de substrato a produto, concentracdo de goma e viscosidade da solucéo
1% da goma. Conforme analise estatistica as interagcdes X; X, e X1 X3 ndo foram significativas
para todas as respostas estudadas.

As Figuras 4.3, 4.4, 45, 4.6 e 4.7 mostram os diagramas de Pareto para a
concentragdo de sacarose residual, viscosidade absoluta do meio fermentado, converséo de
substrato a produto, concentracdo de goma e viscosidade da solucdo 1% da goma,
respectivamente. Os diagramas de Pareto representados nas Figuras 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7 revelam
0 sentido negativo da variavel qualitativa X;, indicando que ao passar do numero de
componentes no meio igual a 6 (X; = +1) para o nimero de componentes igual a 4 (X; = -1),
ocorreu um aumento nas respostas viscosidade do meio fermentado, Yps , concentracdo de
goma e viscosidade da goma a 1%. Comparando os ensaios de 1 a 4 com 0s ensaios de 5 a 8
nota-se que os melhores resultados obtidos foram para as situagfes nas quais 0 meio de
producgéo foi suplementado com quatro componentes. Assim, esse meio de producdo foi o
selecionado para o préximo planejamento.

Os valores para os coeficientes de correlacdo (R?) apresentados nas Tabelas 4.4 a 4.8
indicam a variabilidade dos dados expressos em bases percentuais.

As Equacgdes de 4.1 a 4.5 provém de modelos empiricos e foram geradas
através de multipla regresséo.

Como a variavel X; é uma variavel qualitativa e a Equacdo do modelo
empirico deve ser em funcdo das varidveis quantitativas, fez-se necessario a correcdo das
equacOes substituindo a varidvel X; pelo valor =1 de forma a maximizar as respostas
estudadas, pois a analise estatistica apresentou coeficiente de regressdo negativo para essa
variavel.

Observa-se pelas Tabelas 4.5 a 4.8 que X; influenciou a viscosidade do mosto
fermentado, o rendimento Yps, a concentracdo de goma e a viscosidade absoluta da solucédo
polimérica a 1%. Consequentemente, a variavel X; foi substituida por -1 nas Equacdes 4.2,
4.3, 4.4 e 4.5 ajustadas.

As variaveis quantitativas X, (concentracdo de sacarose) e Xs (tempo)
contribuiram, em quaisquer das equacdes que apareceram exercendo significancia, nos seus
niveis =1 (20,0 g/L) e +1 (48 h) para a maximizacdo de umr, Y pis, Cc € Heiw € para a
minimizagao da concentracdo de sacarose residual Csg. Isto indica que neste planejamento as
melhores respostas foram obtidas no sentido de menores concentragdes de sacarose e maiores

tempos de fermentacéo dentro do intervalo estudado para estas variaveis.
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Tabela 4.4 - Regressédo multipla para a Csg quando o numero de componentes no meio de
producdo é igual a 4 e 6.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacoes regressao
: 13,542 0,254 53,328 0,00000004
X2 (Cs) 7,913 0,254 31,160 0,00000064
X3 (1) -4,786 0,254 -18,845 0,00000775
R = 0,996 |

(4.1)

Csr=13,542 + 7,913 X, - 4,786 X3

p=1

-------

55555555

3333333

1,070294

5 0 g

Figura 4.3 - Diagrama de Pareto para a concentracdo de sacarose residual quando o nimero de
componentes no meio de produgdo é igual a 4 e 6.

Tabela 4.5 - Regressdo multipla para a pume quando o nimero de componentes no meio de
producdo é igual a 4 e 6.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacdes regressao
3084,738 1120,893 2,752 0,040213
X1 (N%) -2288,988 1120,893 -2,042 0,096609
X3 (1) 2306,613 1120,893 2,058 0,094694
R” = 0,627
(4.2)

L = 5373,726 + 2306,613 Xs
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Figura 4.4 - Diagrama de Pareto para a viscosidade do meio fermentado quando o nimero de
componentes no meio de produgdo é igual a 4 e 6.

Tabela 4.6 - Regressdo multipla para Yp/s quando o numero de componentes no meio de

producdo é igual a 4 e 6.
svi

Variaveis e Coeficiente Desvio t(4) p
interacOe regressao
0,278 0,0108 25,807 0,000013
X1 (N°) -0,045 0,0108 -4,185 0,013863
X3 (1) 0,050 0,0108 4,650 0,009662
X2X3 (Cslt) -0,028 0,0108 -2,557 0,062808
R*=0,919
Y pis = 0,323 + 0,050 X3 — 0,028 X,X3 (4.3)

Figura 4.5 - Diagrama de Pareto para a conversdo de substrato a produto quando o nimero de
componentes no meio de producdo € igual a4 e 6.
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Tabela 4.7 - Regressdo multipla para Cg quando o numero de componentes no meio de

producdo é igual a 4 e 6.

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 4.6 - Diagrama de Pareto para a concentracdo da goma quando o nimero de
componentes no meio de producao é igual a 4 e 6.

Tabela 4.8 - Regressdo multipla para pci9% quando o nimero de componentes no meio de
producdo é igual a 4 e 6.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacoes regressao
5323,325 618,798 8,602 0,000350
X1 (N°) -2586,350 618,798 -4,179 0,008658
X2 (Cs) -1670,725 618,798 -2,700 0,042787
R*=0,832

Ha1s = 7909,675 — 1670,725 X, (4.5)
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Figura 4.7 - Diagrama de Pareto para a viscosidade da solucdo 1% da goma quando o nimero
de componentes no meio de producdo € igual a 4 e 6.

4.4 — Anélise do Segundo Planejamento Experimental 2°

O 2° planejamento consistiu na realizagdo de ensaios mantendo constantes as
variaveis quantitativas, concentracao de sacarose (20,0 e 40,0 g/L) e tempo de processo (24 e
48 h), em relagdo ao 1° planejamento. Dessa forma, a diferenca basica entre o 1° e 2° projeto
experimental fatorial foi a composi¢éo dos meios de producdo. Este planejamento compde-se
também de uma varidvel qualitativa X; relacionada ao numero de componentes adicionados
ao meio fermentativo. Nesse caso, 0s meios de producdo foram suplementados com quatro
componentes (nivel +1) e sem adi¢do de componentes (nivel -1), isto € caldo de cana, diluido
com &gua destilada.

A Tabela 4.9 mostra os valores encontrados para as respostas analisadas ao
longo da execucgédo dos experimentos.

Os parametros com nivel de significancia maior que 10 %, em um teste de hipotese
utilizando t de Student, foram considerados ndo relevantes. As Tabelas 4.10 a 4.14 mostram
os valores dos niveis de significancia menores que 10% para as variaveis e suas interacdes e 0
coeficiente de regressdo para a variavel qualitativa X;, para as variaveis quantitativas X e Xs,
e para as interacdes. Conforme analise estatistica a interacdo X,X3 nao foi significativa para

as respostas Csg, ume, Cc € Lc1%.
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Tabela 4.9 - Valores obtidos para as respostas relativas ao 2° planejamento experimental 2°.
N° Ndmero de | Concentragdo | Tempo | sacarose | Viscosidade | Yps | Concentragdo | Viscosidade
exp. | componentes | de sacarose (h) residual | domeioa |(g.g™?) |degoma (g/L)| dagomaa
no meio (Xy) | (g/L) (Xy) (Xa) (g/L) |0,75s™ (cP) 0,755 (cP)
1 4 40 48 16,907 12869,3 | 0,32 7,480 4355,5
2 4 40 24 26,134 2641,1 0,30 4,205 7583,9
3 4 20 48 0,632 5821,0 0,43 8,350 11663,3
4 4 20 24 11,675 163,5 0,24 2,030 8036,0
5 0 40 48 28,252 1582,0 0,27 3,005 2050,0
6 0 40 24 31,092 681,9 0,36 3,120 1406,0
7 0 20 48 11,978 484,7 0,30 2,445 3100,0
8 0 20 24 15,381 4227 0,37 1,440 3564,0

Concentracao inicial do inéculo — 0,43 g/L.
Foi adotado o nivel +1 para a varidvel de maior concentracdo e tempo, e -1 para a variavel de menor
concentragéo e tempo.

As Figuras 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12 mostram os diagramas de Pareto para a
concentragdo de sacarose residual, viscosidade absoluta do meio fermentado, converséo de
substrato a produto, concentracdo de goma e viscosidade da solugcdo a 1% de goma,
respectivamente. Os diagramas de Pareto representados nas Figuras 4.8, 4.9, 4.11 e 4.12
revelam o sentido positivo da variavel qualitativa X3, indicando que ao passar de um meio
sem suplementacdo (X; = -1) para um meio em que se adicionou quatro componentes (X; =
+1), ocorreu um aumento nas respostas: viscosidade do meio fermentado, concentracdo de
goma, viscosidade da solucdo de goma a 1% e uma reducdo na concentracdo de sacarose
residual. Comparando os ensaios de 1 a 4 com 0s ensaios de 5 a 8 nota-se que os melhores
resultados obtidos foram para as situacdes onde o meio de produgdo era suplementado com
quatro componentes, principalmente com relacdo a resposta viscosidade da goma xantana em
solucdo a 1%. Assim, selecionou-se para as proximas etapas do estudo, 0 meio de producéo
suplementado com 4 componentes.

Os valores para os coeficientes de correlacdo (R?) apresentados nas Tabelas 4.10 a
4.14 indicam a porcentagem da variabilidade dos dados experimentais que estdo descritos no
modelo ajustado.

As Equacdes de 4.6 a 4.10 provém de modelos empiricos e foram geradas atraves de
maultipla regressao.

Como a varidvel X; é uma variavel qualitativa e a Equacdo do modelo empirico deve
ser em fungdo das variaveis quantitativas, fez-se necessario a correcdo das equacles
substituindo a variavel X; pelo valor +1 de forma a maximizar as respostas estudadas, com
excecdo da sacarose residual cujo interesse era minimizar.

Observa-se pelas Tabelas 4.10, 4.11, 4.13 e 4.14 que X; influenciou a concentracédo
de sacarose residual, a viscosidade do mosto fermentado, a concentracdo de goma e a
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viscosidade absoluta da solucdo polimeérica a 1%. Conseqlentemente, a variavel X; foi
substituida por +1 nas Equacdes 4.6, 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10 ajustadas.

As variaveis quantitativas X, (concentracdo de sacarose) e Xs (tempo) em
quaisquer das equacdes que apareceram, exercendo significancia contribuiram nos seus niveis
-1 (20,0 g/L) e +1 (48 h) para a maximizacao de wwr, Ypss, Cc € Heiw € para a minimizagao
da concentragdo de sacarose residual Csg. Estes resultados indicam que neste planejamento
experimental as melhores respostas foram obtidas no sentido de menores concentracfes de
sacarose e maiores tempos de fermentacdo dentro do intervalo estudado para estas variaveis.
Resultados semelhantes foram obtidos no planejamento experimental anterior, e estas
tendéncias apontam para a necessidade de estudar a faixa que compreendesse o intervalo entre
20 e 40 g/L na concentracdo de sacarose e ampliar o de tempo de fermentacéo, objetivando a
otimizacdo das respostas. Assim, o planejamento adotado na préxima etapa deste estudo
utilizou-se as concentragdes de sacarose iguais a 20, 30 e 40 g/L e os tempos de processo de
24,48 e 72 horas.

Comparando os experimentos 5 a 8 da Tabela 4.9 com os ensaios 1 a 4 da Tabela 4.3,
verifica-se que para 0s experimentos em que se empregou a mesma concentracdo de sacarose
e 0 mesmo tempo de fermentacdo, os resultados de iy € de Ypis foram maiores ou proximos
para 0s ensaios em que se utilizou caldo de cana diluido, sem suplementacdo de sais minerais
e vitaminas. Estes resultados mostram que a adigdo de &cido citrico e sulfato de s6dio ndo
favoreceram os resultados para as duas respostas analisadas.

Vale ressaltar que as concentracfes de sacarose residual nos experimentos em
que se utilizou caldo de cana diluido em relacdo aos suplementados com seis e quatro
componentes foram superiores.

Tabela 4.10 - Regressdao multipla para a Csg quando o nimero de componentes no meio de
producdo é igual a4 e 0.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(3) p
interacoes regressao
17,756 0,214 82,965 0,0000039
X1 (Nc) -3,919 0,214 -18,313 0,0003553
X2 (Cs) 7,840 0,214 36,631 0,0000447
X3 () -3,314 0,214 -15,485 0,0005851
X1X3 (N° /t) -1,753 0,214 -8,192 0,0038054
R*=0,998

Csgr = 13,837+ 7,840 X, — 5,067 X3 (4.6)
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Figura 4.8 - Diagrama de Pareto para a concentracdo de sacarose residual quando o nimero de
componentes no meio de producdo é igual a4 e 0.

Tabela 4.11 - Regressao mdaltipla para a wvr quando o nimero de componentes no meio de
producdo é igual a4 e 0.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(3) p
interacOe regressao
3083,275 756,659 4,075 0,02668
X1 (N°) 2290,450 756,659 3,027 0,05644
X3 (1) 2105,975 756,659 2,783 0,06880
X1X3 (N° /t) 1865,450 756,659 2,465 0,09043
R =0,897
ume = 5373,725 + 3971,425 X3 4.7)

Y

11111111

55555555

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 4.9 - Diagrama de Pareto para a viscosidade do meio fermentado quando o nimero de
componentes no meio de producdo é igual a4 e 0.
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Tabela 4.12 - Regressdo multipla para Yp;s quando o nimero de componentes no meio de

producdo é igual a4 e 0.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacoes regressao
0,324 0,0102 31,736 0,0000006
X1X3 (N°c/t) 0,046 0,0102 4,534 0,0062037
X2X3 (Cslt) -0,024 0,0102 -2,328 0,0673638
R*=0,838
Ypis =0,324 + 0,046 X3 — 0,024 X5X3 (48)
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Figura 4.10 - Diagrama de Pareto para a conversao de substrato a produto quando o niumero
de componentes no meio de producdo € igual a 4 e 0.

Tabela 4.13 - Regressdo mdltipla para Cg quando o nimero de componentes no meio de
producdo é igual a4 e 0.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(4) p
interacOes regressao
4,009 0,367 10,922 0,00040
X1 (N°) 1,507 0,367 4,105 0,01479
X3 (1) 1,311 0,367 3,570 0,02337
X1X3 (N° /t) 1,088 0,367 2,964 0,04138
R” = 0,906

Ce = 5,516 + 2,399 X3 (4.9)
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Figura 4.11 - Diagrama de Pareto para a concentragdo da goma quando o numero de
componentes no meio de producao é igual a4 e 0.

Tabela 4.14 - Regressdo multipla para pci% quando o0 nimero de componentes no meio de
producéo é igual a4 e 0.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacOe regressao
5219,838 606,113 8,612 0,00035
X1 (N°) 2689,838 606,113 4,438 0,00678
X2 (Cs) -1370,988 606,113 -2,262 0,07317
R*=0,832
Ueiw = 7909,676 — 1370,988 X, (4.10)

Figura 4.12 - Diagrama de Pareto para a viscosidade da solugéo 1% da goma quando o
namero de componentes no meio de producéo é igual a 4 e 0.
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4.5 — Anélise do Terceiro Planejamento Experimental 32

Com base nos resultados relativos aos 1° e 2° planejamentos, o meio de
producéo que apresentou melhores respostas na producgdo de goma xantana foi caldo de cana
suplementado com quatro componentes, sendo eles em g/L: extrato de levedura 3,0; NH4NO3
0,86; Na;HPO, 2,5 e KH,PO4 2,5. Os ensaios subseqiientes relacionados aos 3° e 4°
planejamento foram efetuados fixando o meio de producao descrito anteriormente.

A Tabela 4.15 refere-se aos resultados avaliados quando a concentracdo de sacarose
empregada foi em g/L, 20,0; 30,0 e 40,0 e o tempo de processo foi 24, 48 e 72 h.

Tabela 4.15 - Valores obtidos para as respostas relativas ao 3° planejamento experimental 32.

N° Concentragdo | Tempo sacarose |Viscosidade| Yps Concentragdo | Viscosidade
exp. de sacarose (h) residual | do meioa (9.91 de goma da goma a
(g/L) (Xy) (Xy) (g/L) ]0,755s™ (cP) (g/L) 0,755 (cP)
1 20 24 11,675 163,5 0,244 2,030 8036,0
2 20 48 0,632 5821,0 0,431 8,350 11663,3
3 20 72 0,146 4409,8 0,296 5,869 10330,0
4 30 24 16,155 689,8 0,276 3,820 1285,9
5 30 48 3,885 8440,4 0,372 9,710 2101,7
6 30 72 2,120 10517,4 0,281 7,834 2007,8
7 40 24 26,134 26411 0,303 4,205 7583,9
8 40 48 16,907 12869,3 0,324 7,480 4355,5
9 40 72 12,827 17247,6 0,205 5,560 2465,4

Concentracdo inicial do in6culo — 0,43 g/L.
Foi adotado o nivel +1 para a variavel de maior concentracdo e tempo, —1 para a variavel de menor concentracéo
e tempo, e 0 para o ponto central.

Por se tratar de um projeto experimental fatorial envolvendo trés niveis (-1, 0,
+1) e duas varidveis (Xi, X,), as equagOes geradas pelo modelo completo consideram termos
quadraticos (X;% X,?) em sua estrutura. Tal como nos planejamentos anteriores, 0s parametros
com nivel de significancia maior que 10 %, em um teste de hipotese utilizando t de Student,
foram considerados ndo relevantes. As Tabelas 4.16 a 4.20 mostram as varidveis que
apresentaram valores de niveis de significAncia menores que 10% e o coeficiente de regressao
para as variaveis Xj, X, e para as interacdes para as seguintes respostas: concentracdo de
sacarose residual, viscosidade absoluta do meio fermentado, fator de conversdo de substrato
em produto Ypss, concentragdo de goma produzida e viscosidade da solucdo de goma a
concentracdo de 1% (p/v), respectivamente. As Equacbes 4.11, 4.13, 4.15, 4.17 e 4.19
apresentam os modelos ajustados para as respostas na ordem enumerada anteriormente. Esta
ferramenta estatistica permite a partir do modelo ajustado plotar superficies de respostas e
identificar sob projecéo rotacional da figura 0 ponto que maximiza ou minimiza a resposta

analisada. Outro método, oriundo de programacao em Software Maple V Release 4, determina
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as raizes caracteristicas da equacdo quadratica (11 e A,) proveniente da superficie de 2% ordem
ajustada por minimos quadrados e o ponto estacionario.

Para visualizar com maior facilidade os efeitos das variaveis independentes
(concentracdo de sacarose e tempo de fermentacdo) sobre a concentracdo de sacarose residual,
viscosidade absoluta do meio fermentado, fator de conversdo de substrato em produto Yeys,
concentracdo de goma produzida e viscosidade da solucdo de goma a 1%, foram feitas as
superficies de resposta apresentadas nas Figuras 4.13, 4.14, 4.15, 4.16 e 4.17,

respectivamente.

Tabela 4.16 — Regressdo multipla para a Csg quando avaliados os tempos de processo iguais a

24,48 e 72 h.
Variaveis e Coeficiente Desvio t(4) p
interacdes regressao
Mean/Interc. 4,475 0,823 5,433 0,00557
X1 7,236 0,451 16,042 0,00009
X4 4,000 0,781 5,120 0,00689
X -6,479 0,451 -14,363 0,00014
X 4,368 0,781 5,591 0,00502
R? = 0,992
Cer = 4,475 + 7,236 X1 — 6,479 X, + 4,000 X;° + 4,368 X,? (4.11)

Os sinais dos coeficientes das variaveis isoladas X; e X, mostram que para menores
concentracOes de sacarose e maiores tempos de fermentacdo, menores sdo as concentragdes de
sacarose residual. Esta andlise esta de acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.15,
na qual verifica-se que os menores valores para a sacarose residual foram obtidos nos 3
primeiros experimentos (concentracdo de sacarose de 20 g/L) e esta concentracdo diminui
com o tempo de fermentagdo para todos os ensaios do planejamento.

A Equacdo 4.12 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Ysr = -0,917 + 3,896 W + 4,473 W, (4.12)

Os sinais positivos das raizes Ay e A,, mostraram que a Csg apresenta um ponto de
minimo, o que foi confirmado pela superficie de resposta apresentado na Figura 4.13. O ponto
de otimizacdo encontrado para a minimizacdo da concentracdo de sacarose residual foi de
—0,865 (21,35 g/L) para a concentracdo de sacarose e 0,697 (64,7h) para o tempo. Este

resultado estda de acordo com os mostrados na Tabela4.15 em que obteve-se menor
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concentracdo de sacarose residual para o experimento 3, no qual utilizou-se 20 g/L de
sacarose e 72 h de fermentacao.

[ REES
B 3857
B 5,379
[ 5501

1 11,424
113246
[ 16 468
I 1559

B 21513
Il 24035
Bl zhove

Lo R AEORTRS A iR R

Figura 4.13 - Superficie de resposta para a concentragdo de sacarose residual quando
avaliados os tempos de processo iguais a 24, 48 e 72 h.

A superficie de resposta mostra que o ponto de minimo para a concentracao de
sacarose residual encontra-se entre -0,6 e -1,0 (24 e 20 g/L) para a concentracdo de sacarose e

entre 0,2 e 1,0 (52,8 e 72 h) para o tempo de fermentacdo na forma codificada das variaveis.

Tabela 4.17 - Regressdo mdltipla para a uwr quando avaliados os tempos de processo iguais a

24,48 e 72 h.
Variaveis e Coeficiente Desvio t(3) p
interacoes regressao
Mean/Interc. 8615,000 213,452 40,360 0,00003
X1 3727,283 116,913 31,881 0,00007
X4 642,850 202,499 3,174 0,05030
X 4780,067 116,913 40,886 0,00003
Xy -3098,700 202,499 -15,302 0,00061
X1 X5 2590,050 143,188 18,088 0,00037
R” = 0,999

wmr = 8615,000 + 3727,283 X, + 4780,067 X, + 642,850 X42 -3098,700 X, + 2590,050 X1 X, (4.13)

Os sinais dos coeficientes das varidveis isoladas X; e X, mostram que para maiores
concentragOes de sacarose e maiores tempos de fermentacdo maiores séo as viscosidades do
meio fermentado. Este comportamento pode ser observado nos resultados apresentados na

Tabela 4.15, em que a viscosidade do meio foi aumentando com o tempo de fermentacéo para
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todas as concentragdes de sacarose utilizadas e que aumentando esta concentracdo, a pme

também aumenta. Além disso, a Equacdo 4.13 mostra que o efeito do tempo na resposta foi
mais significativo do que o da concentracdo de sacarose.

A Equacdo 4.14 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Ywur = 3538,042 — 3503,221 W2 + 1047,321 W, (4.14)

Os sinais diferentes das raizes caracteristicas A1 e A, mostraram que a v apresenta
um ponto de sela, o que foi confirmado observando a superficie de resposta apresentada na
Figura 4.14. O ponto de otimizacdo encontrado para a maximizacdo da viscosidade do meio
fermentado foi de 0,999 (40 g/L) para a concentracdo de sacarose e 0,828 (67,8h) para o
tempo. Este resultado estd de acordo com os mostrados na Tabela 4.15 em que obteve-se

maior viscosidade do meio fermentado no experimento 9, no qual utilizou-se 40 g/L de
sacarose e 72 h de fermentacao.
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Figura 4.14 - Superficie de resposta para a viscosidade do meio fermentado quando avaliados
0s tempos de processo iguais a 24, 48 e 72 h.

A superficie de resposta mostra que o ponto de méxima viscosidade do meio

fermentado encontra-se no ponto 1,0 (40 g/L) para a concentracdo de sacarose e entre 0,6 e
1,0 (62,4 e 72 h) para o tempo de fermentacao na forma codificada das variaveis.



Capitulo 4 - Resultados e Discussdes 55

Tabela 4.18 - Regressdo multipla para Yp;s quando avaliados os tempos de processo iguais a

24,4872 h.
Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacoes regressao
Mean/Interc. 0,376 0,0158 23,798 0,0000024
X1 -0,023 0,0112 -2,073 0,0929035
Xy -0,108 0,0193 -5,600 0,0025080
X1 X5 -0,038 0,0137 -2,751 0,0402687
R =0,896
Ypis = 0,376 — 0,023 X1 — 0,108 X,° — 0,038 X1 X (4.15)

A Equacdo 4.15 do modelo ajustado mostra que apenas a variavel isolada X;
(concentracdo de sacarose) foi significativa para o fator de conversdo de substrato em
produto. Conforme o modelo ajustado, aumentando-se a concentracdo de sacarose, ocorre
uma reducdo em Yps, porém este efeito € pequeno. Analisando os resultados na Tabela 4.15,
verifica-se que o0s experimentos realizados a 48 h foram os que proporcionaram melhores
resultado de Yp;s € que para esse tempo de fermentacdo a concentracdo de 20 g/L foi a que
conduziu a melhores resultados dos fatores de conversdo de substrato em produto.

A Equacdo 4.16 apresenta a superficie ajustada na forma candénica.

Y = 0,402 - 0,112 W;* - 0,00575 W, (4.16)

Os sinais negativos das raizes caracteristicas A; e A,, mostraram que a superficie de
resposta do modelo ajustado para Yps apresenta um ponto de maximo, como pode ser visto na
Figura 4.15. O ponto de otimizagédo encontrado para a maximizagdo do fator de converséo de
substrato em produto foi de -1,0 (20 g/L) para a concentracdo de sacarose e 0,289 (54,9h) para
0 tempo. Este resultado estd de acordo com os mostrados na Tabela 4.15 em que se obteve

maior Yp/s para o experimento 2, utilizando-se 20 g/L de sacarose e 48 h de fermentacdo.
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Figura 4.15 - Superficie de resposta para a conversao de substrato a produto quando avaliados

0s tempos de processo iguais a 24, 48 e 72 h.

A superficie de resposta mostra que o ponto de maximo Yp;s encontra-se no ponto

—1,0 (20 g/L) para a concentragdo de sacarose e entre -0,2 e 0,6 (43,2 e 62,4h) para o tempo
de fermentacdo na forma codificada das variaveis.

Tabela 4.19 - Regressdo mdltipla para Cg quando avaliados os tempos de processo iguais a

24,48 e 72 h,
Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacOes regressao
Mean/Interc. 9,539 0,626 15,240 0,0000221
X,° -1,539 0,594 -2,591 0,0487392
Xo 1,535 0,343 4,476 0,0065414
X,° -3,627 0,594 -6,108 0,0017045
R*=0,928
Ce = 9,539 + 1,535 X, — 1,539 X;2 — 3,627 X,° (4.17)

A Equacdo 4.17 do modelo ajustado mostra que apenas a variavel isolada X, (tempo

de fermentacdo) foi significativa para a concentragdo de goma produzida. O sinal do

coeficiente desta variavel indica que para maiores tempos de fermentacdo, maiores os valores

de Cg. Os resultados da Tabela 4.15 mostram que os experimentos realizados a 48 h foram os

que proporcionaram melhores resultados de Cg e para esse tempo de fermentacdo a

concentracdo de 30 g/L foi a que conduziu ao melhor resultado.

A Equacdo 4.18 apresenta a superficie ajustada na forma canonica.
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Y = 9,702 — 3,672 W2 — 1,494 W,? (4.18)

Os sinais negativos das raizes caracteristicas A; e A,, mostraram que a superficie de
resposta do modelo ajustado para Cg apresenta um ponto maximo conforme a Figura 4.16. O
ponto de otimizacdo encontrado para a maximizacdo da concentragdo de goma produzida foi
de 0,0114 (30,114 g/L) para a concentragdo de sacarose e 0,21 (53,0 h) para o tempo. Este
resultado esta de acordo com o mostrado na Tabela 4.15 em que obteve-se maior Cg para o

experimento 5, no qual utilizou-se 30 g/L de sacarose € 48 h de fermentacéo.
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Figura 4.16 - Superficie de resposta para a concentracdo da goma quando avaliados os tempos
de processo iguais a 24, 48 e 72 h.

A superficie de resposta mostra que o ponto de maximo para a concentracao de goma
produzida encontra-se entre os pontos -0,4 e 0,4 (26 e 34 g/L) para a concentracdo de sacarose
e entre -0,2 e 0,6 (43,2 e 62,4 h) para o tempo de fermentacdo na forma codificada das
variaveis.

Tabela 4.20 - Regressdo multipla para pci9% quando avaliados os tempos de processo iguais a

24,48 e 72 h.
Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interagOes regressao
Mean/Interc. 1798,467 672,939 2,673 0,044213
X1 -2604,083 475,840 -5,473 0,002775
X4 5607,217 824,179 6,803 0,001045
X1 X2 -1853,125 582,783 -3,180 0,024544
R =0,945

He1% = 1798,467 — 2604,083 X; + 5607,217 X% — 1853,125 X1 X, (4.19)
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A Equacdo 4.19 do modelo ajustado mostra que apenas a variavel isolada X;
(concentracdo de sacarose) foi significativa para a viscosidade da solucdo de goma a 1% (p/v).
O sinal negativo desta variavel mostra que maiores concentracdes de sacarose proporcionam
menores ugio. OS resultados na Tabela 4.15 mostram que 0s experimentos conduzidos em
menor concentracdo de sacarose (ensaios 1, 2 e 3) resultaram em maiores pcio, € para esses
ensaios o melhor resultado foi no tempo de 48 h de fermentacéo.

A Equacéo 4.20 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Y10 = 2167,424 — 887,517 W, % + 5739,407 W,° (4.20)

Os sinais diferentes das raizes caracteristicas A, € A, mostraram que a superficie de
resposta do modelo ajustado para pciw apresenta ponto de sela, como pode ser visto na
Figura 4.17. O ponto de otimizagdo encontrado para a maximizagdo da concentracdo de goma
produzida foi de —0,997 (20,0 g/L) para a concentracdo de sacarose e —0,264 (41,7 h) para o
tempo. Este resultado esta de acordo com o mostrado na Tabela 4.15 em que se obteve maior

Lc1o para o experimento 2, utilizando-se 20 g/L de sacarose e 48 h de fermentacéo.
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Figura 4.17 - Superficie de resposta para a viscosidade da solu¢do 1% da goma quando
avaliados os tempos de processo iguais a 24, 48 e 72 h.

A superficie de resposta mostra que o ponto de maximo para a viscosidade da

solugéo de goma a 1% (p/v) encontra-se na menor concentragdo de sacarose -1,0 (20 g/L) na
forma codificada da variavel.
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Comparando os resultados da Tabela 4.15 em termos de viscosidade absoluta do
meio fermentado com os de viscosidade da solucdo de goma a 1%, verifica-se que maiores
uwvr ndo significa maiores pugio.

A Tabela 4.21 apresenta um resumo dos pontos de otimizacdo obtidos para 0s
valores da concentracdo de sacarose e do tempo de fermentacdo em relagcéo a cada resposta
estudada, assim como a especificacdo de cada ponto obtido na faixa experimental adotada.

Tabela 4.21 - Pontos de otimizacdo para a concentracdo de sacarose e 0 tempo de processo em

erlenmeyer.
Respostas monitoradas Especificacdo do Concentracéo Tempo (h)
N0 Processo ponto obtido de sacarose (g/L)

Csr ponto de minimo 21,350 64,7
LMF ponto de sela 39,990 67,8
Yess ponto de maximo 20,000 54,9
Co ponto de maximo 30,114 53,0
UG1% ponto de sela 20,030 41,7

Concentracdo de sacarose em g/L — (20, 30, 40); Tempo de fermentacdo em horas — (24, 48, 72)

Analisando a Tabela 4.21 verifica-se que para a maioria das respostas a concentragao
de sacarose entre 20 e 30 g/L e o tempo em torno de 48 h favoreceram as respostas estudadas.
O maior interesse na otimizacdo seria obter maiores valores para Yp;s Cg € teio. ASSim, para
0 proximo planejamento adotou como ponto central 25 g/L de sacarose e 24 horas para 0
tempo de fermentacdo. A realizagio de testes preliminares em fermentador, uma vez fixadas
as condicOes de temperatura em 28° C, de aeracdo em 0,5 vvm e de agitacdo mecénica em
800 rpm indicam total consumo de substrato decorridas 24 h de processo, razéo pela qual o

definiu como ponto central.

4.6 — Andlise do Quarto Planejamento Experimental 3* em Reator

As Figuras 4.18, 4.19 e 4.20 apresentam as curvas obtidas para o crescimento celular,
consumo de substrato e formacgdo de produto durante o processo de producdo de goma
xantana para as diferentes concentracGes de sacarose por Xanthomonas campestris pv.
campestris em 30 h de fermentacéo.

Os experimentos foram conduzidos em reator nas seguintes concentracdes de
sacarose 15,0, 25,0 e 35,0 g/L. Os niveis de agitacdo, aeracdo e temperatura foram 800 rpm,

0,5vvm e 28° + 1° C, respectivamente (LIMA, 1999). Foi realizado controle de pH do meio
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com solucdo de NaOH 1 N. Com relagdo aos valores referentes a biomassa, atingiram
concentracdo celular maxima de 2,345 g/L para 15,0 g/L de sacarose no meio de fermentacéo
e 2,740 g/L para 25,0 g/L de sacarose com 12 h de processo. J& para a concentracdo de
sacarose de 35,0 g/L, o crescimento celular maximo foi de 2,295 g/L em 15 h de processo. O
fator de conversdo de substrato em massa celular alcancado nesse estudo para as
concentraces de sacarose de 15,0, 25,0 e 35,0 g/L foi nesta ordem, 0,188 g.g™*; 0,242 g.g" e
0,075 g.g. Lima (1999), trabalhando com trés linhagens de Xanthomonas campestris pv.
campestris obteve o maior fator de conversdo de substrato em massa celular para LFR-4 de
0,08 ., sequidos de LFR-3 (Y = 0,05 g.g™%) e NRRL B-1459 (Y, = 0,03 g.g™).

Vale salientar que as condicdes para crescimento celular e formagdo da goma
xantana possuem diferentes requerimentos nutricionais, bem como condi¢6es fisico-quimicas
distintas (TAIT et al., 1986). Com a finalidade de alcangar uma elevada velocidade de
producdo e rendimento de xantana, € necessario regular o crescimento celular e a producdo de
goma xantana. Foi proposto um processo em dois estagios: um, para otimizar o crescimento
celular, e outro, para otimizar a producdo de xantana (SHU & YANG, 1990; LO et al., 1997).
Este conceito do processo baseia-se no fato da necessidade de temperaturas e valores de pH
diferentes para cada estadgio. Uma fermentacdo otimizada em dois estdgios resultaria em

tempos menores de processo e maiores rendimentos em goma (LO et al., 1997).
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Figura 4.18 - Cinética da producédo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv.
campestris em meio de cultura a base de caldo de cana e 15g/L de sacarose inicial.
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Figura 4.19 - Cinética da producédo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv.
campestris em meio de cultura a base de caldo de cana e 25g/L de sacarose inicial.
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Figura 4.20 - Cinética da producéo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv.
campestris em meio de cultura a base de caldo de cana e 35g/L de sacarose inicial.

Segundo Rajeshwari et al. (1995), é vantajoso comecar a producdo de xantana com
uma concentracdo de substrato definida, separando assim, os estagios de crescimento celular e
producdo usando carbono limitado e em excesso, respectivamente. Os pesquisadores

acrescentam, ainda, que uma fermentacdo em varios estagios, mantendo uma concentracdo
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inicial de acUcar de 15 g/L, durante a fase de crescimento, resulta em melhoramento de
rendimento e produtividade.

As Figuras 4.18, 4.19 e 4.20 mostram que entre 12 e 15 horas o crescimento celular
atinge o méximo, mantendo-se constante até 30 horas de fermentacdo. Verifica-se também
que apos 24 h de fermentacdo nao existe mais substrato para ser consumido.

De acordo com os dados experimentais expostos na Tabela 4.22, verifica-se que o
maior fator de conversdo de substrato em produto Ypss foi atingido para a concentracdo de
sacarose de 25,0 g/L (Ypis = 0,57 g.g™), valor este superior aqueles obtidos nas concentragdes
de 15,0 e 35,0 g/L de sacarose.

Independente das concentracfes iniciais de sacarose no meio de producdo, o
consumo de substrato foi total e a maior concentracdo de goma alcancada, 15,100 g/L pode
ser verificada no experimento n° 8 da Tabela 4.22. Comparando os experimentos 5 e 8 para as
respostas de formacéo de produto (g/L) e Yris em termos de utilizagdo de substrato tem-se que
a maior concentracdo de goma ndo culmina com o maior Ypss, l0ogo, pode-se dizer que, 0s
melhores resultados encontrados nesse estudo referem-se ao experimento n° 5, onde para uma
menor concentracdo de sacarose obteve-se concentracdo de goma (14,180 g/L) proxima a do
experimento n° 8 (15,100 g/L). Lima (1999) atingiu 0 maximo de 15 g/L de biopolimero
quando o processo foi conduzido com Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4. J4 para
as linhagens NRRL B-1459 e LFR-3, a concentragdo de goma foi 125 e 8 gL,
respectivamente. Para a mesma linhagem de Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL
B-1459, o valor da concentracdo de goma encontrado nesse trabalho foi significativamente
maior do que o encontrado por LIMA (1999), para condi¢Ges de processo similares, com
excecdo da matéria-prima empregada, no caso este autor utilizou glicose.

Analisando as viscosidades dos meios fermentados, inicialmente, 0 mosto apresenta
comportamento Newtoniano. Apds um periodo de 12 h de fermentacéo, o caldo fermentado ja
apresenta caracteristicas pseudoplasticas tipicas de solugdes de polissacarideos pelo aumento
expressivo da concentracdo de goma no meio. Nos experimentos, as viscosidades dos meios
foram medidas apenas a partir de 12 h, a fim de evitar varia¢des significativas do volume do
meio fermentativo. As medidas viscosimétricas revelaram que os mais altos valores de
viscosidade absoluta do meio fermentado foram obtidos para a concentragdo de sacarose igual
a 35,0 g/L conforme Tabela 4.22 seguida das concentracGes de 25,0 e 15,0 g/L.

Com o objetivo de estudar o comportamento reoldgico da solucdo polimérica de

xantana a 1% proveniente dos mostos fermentados a diferentes concentracGes de sacarose,
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foram realizadas medidas de viscosidades absolutas em funcéo do tempo de fermentacéo e da
taxa de deformacéo resultando nas respostas monitoradas no processo segundo Tabela 4.22.
Observa-se que para tempos de fermentacdo menores que 18 h, a viscosidade da solucdo 1% é
maior e a solugdo apresentou-se limpida, transparente, ao passo que, para tempos maiores, a
viscosidade diminuiu e a solucdo adquiriu aspecto mais translicido. Tal fato pode ser
explicado pela propria complexidade do meio fermentado imprimindo diferencas na
configuracdo estrutural do biopolimero, e até mesmo, reduzindo seu peso molecular. Vale
ressaltar os maiores valores de viscosidade da solugdo 1% de goma para os ensaios 4 e 5 da
Tabela 4.22. Ainda com relagdo aos ensaios 4 e 5, verifica-se que as solugdes 1% do polimero
provém de meios fermentados de viscosidades intermediarias aquelas onde a concentracédo
inicial de sacarose foi 15,0 e 35,0 g/L, sugerindo que a polimerizacdo foi mais efetiva na
condigéo de 25,0 g/L de sacarose no meio.

Lopes (1989) observou a diminuigdo da viscosidade entre duas amostras da goma
xantana (X-RPI e X-RPII) e atribuiu esta variacdo a diminuicdo do peso molecular do
polimero em virtude da presenca, no mosto fermentado, de enzimas promotoras de
degradacdo. A ocorréncia de celulase seria responséavel pela lise de liga¢fes glicosidicas da
cadeia principal da goma e, consequentemente, pela reducdo do peso molecular e da

viscosidade da xantana.

Tabela 4.22 - Valores obtidos para as respostas relativas ao 4° planejamento experimental 3°.

N° |Concentracdo| Tempo | sacarose | Viscosidade Yqs | Concentragdo | Viscosidade P
exp. | de sacarose (h) residual do meio a (9.9 de goma dagomaa |(g/Lh)
(g/L) (X1) (Xy) (g/L) 0,755 (cP) (g/L) 0,755 (cP)

1 15 18 0 438,9 0,264 3,970 7748,1 0,221
2 15 24 0 565,4 0,285 4,270 8813,6 0,178
3 15 30 0 426,9 0,287 4,300 2601,5 0,143
4 25 18 5,200 49739 0,440 8,710 21509,9 0,484
5 25 24 0,520 6526,6 0,579 14,180 20493,7 0,591
6 25 30 0 6055,4 0,559 13,980 10657,6 0,466
7 35 18 7,774 10688,6 0,332 9,040 7544,0 0,502
8 35 24 0 21909,9 0,431 15,100 7356,3 0,629
9 35 30 0 27115,8 0,414 14,500 5010,8 0,483

As Tabelas 4.23 a 4.27 mostram as variaveis que apresentaram valores de niveis de
significancia menores que 10%, o coeficiente de regressdo para as variaveis Xi, X, € suas
interacOes para as seguintes respostas: viscosidade absoluta do meio fermentado, fator de
conversdo de substrato em produto Yps, concentracdo de goma produzida, viscosidade da

solugé@o de goma a concentracdo de 1% (p/v) e produtividade, respectivamente. As Equacdes
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4.21, 4.23, 4.25, 4.27 e 4.29 apresentam 0s modelos ajustados para as respostas na ordem
enumerada anteriormente.

Como forma de ilustrar os efeitos das variaveis concentracdo de sacarose e tempo de
fermentacdo nas respostas estudadas estdo apresentados nas Figuras 4.21, 4.22, 4.23, 4.24 e

4.25 as superficies de resposta.

Tabela 4.23 - Regressdo mdaltipla para a pvr quando o processo foi avaliado no reator nos
tempos iguais a 18, 24 e 30 h.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(4) p
interacOes regressao
Mean/Interc. 5851,967 1403,933 4,168 0,01405
X1 9713,850 992,730 9,785 0,00061
X4 4338,950 1719,460 2,523 0,06512
X2 2916,117 992,730 2,937 0,04250
X1 X2 4109,800 1215,842 3,380 0,02778
R*=0,968
e = 5851,967 + 9713,850 X; + 2916,117 X, + 4338,950 X2 + 4109,800 X1 X (4.21)

Os sinais dos coeficientes das variaveis isoladas X; e X, mostram que para maiores
concentracOes de sacarose e maiores tempos de fermentacdo maiores sdo as viscosidades dos
meios fermentados. Este comportamento pode ser observado nos resultados apresentados na
Tabela 4.15 e 4.22, em que a viscosidade do meio foi aumentando com o tempo de
fermentacdo para todas as concentrages de sacarose utilizadas e que aumentando esta
concentracdo, wvr também aumenta. A Equacgdo 4.21 mostra que o efeito da concentracdo de
sacarose foi mais significativo do que o do tempo de fermentacgéo, ao contrario do que ocorreu
no experimento realizado nos erlenmeyers.

A Equacéo 4.22 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Y = 1638,803 — 2045,446 W, + 5000,346 W2 (4.22)

Os sinais diferentes das raizes caracteristicas A; e A, mostraram que a pur apresenta
um ponto de sela, o que foi confirmado observando a superficie de resposta apresentada na
Figura 4.21. O ponto de otimizacdo encontrado para a maximizacdo da viscosidade do meio
fermentado foi de 0,992 (34,92 g/L) para a concentracdo de sacarose e 0,268 (25,6h) para o
tempo. Este resultado estd de acordo com os mostrados na Tabela 4.22 em que obteve-se
maiores viscosidades do meio fermentado nos experimentos 8 e 9, no qual utilizou-se 35 g/L

de sacarose e 24 e 30 h de fermentagdo, respectivamente.
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Figura 4.21 - Superficie de resposta para a viscosidade do meio fermentado quando o
processo foi avaliado no reator.

A superficie de resposta mostra que o ponto de maxima viscosidade do meio

fermentado encontra-se no ponto 1,0 (35 g/L) para a concentragdo de sacarose na forma
codificada das variaveis.

Tabela 4.24 - Regressdao multipla para Yp/s quando o processo foi avaliado no reator nos

tempos iguais a 18, 24 e 30 h.
Variaveis e Coeficiente Desvio t(4) p
interacdes regressao
Mean/Interc. 0,559 0,024 23,530 0,0000193
X1 0,057 0,013 4,370 0,0119647
X4 -0,191 0,023 -8,458 0,0010709
X2 0,037 0,013 2,871 0,0454296
X, -0,049 0,023 -2,175 0,0952276
R*=0,963
Ypss = 0,559 + 0,057 X3 — 0,191 X42 + 0,037 X, — 0,049 X,° (4.23)

Os sinais dos coeficientes das variaveis isoladas X; e X, na Equagdo 4.23 mostram
que para maiores concentragdes de sacarose e maiores tempos de fermentagdo maiores séo 0s
fatores de conversdo de substrato em produto. Este comportamento pode ser observado nos
resultados apresentados na Tabela 4.22, em que 0s Yp;s foram maiores para 0s experimentos
realizados na concentracdo de 25 g/L e nesta concentragcdo para o tempo de 24 h. A

Equacdo 4.23 mostra que os efeitos das duas variaveis de processo sao préximos em relacao a
resposta analisada.
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A Equacdo 4.24 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Y = 0,571 - 0,191 W,* — 0,0486 W, (4.24)

Os sinais negativos das raizes caracteristicas A; e A,, mostraram que a superficie de
resposta do modelo ajustado para Yps apresenta um ponto maximo, como mostra a
Figura 4.22. O ponto de otimizagdo encontrado para a maximizagdo do fator de converséo de
substrato em produto foi de 0,165 (26,65 g/L) para a concentracdo de sacarose e 0,406
(26,4 h) para o tempo. Este resultado esta de acordo com os mostrados na Tabela 4.22 em que

obteve-se maior Yps para 0 experimento 5, no qual utilizou-se 25 g/L de sacarose e 24 h de
fermentacao.
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Figura 4.22 - Superficie de resposta para a conversdo de substrato a produto quando o
processo foi avaliado no reator.

A superficie de resposta mostra que o ponto de maximo Yp;s encontra-se entre -0,4 e

0,4 (20 e 28 g/L) para a concentracdo de sacarose e para o valor do tempo préximo ao ponto
central.

El-Salam et al. (1994) pesquisaram a producdo de goma xantana por Xanthomonas
campestris E-NRC-3 a partir de xarope de caldo de cana e alcancaram para 3,0% de acucar
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total no meio fermentado 15,5 g/L de xantana e uma conversdo de substrato a produto de

0,58 g.g™, resultados que estéo bastante proximos aos obtidos nesta pesquisa.

Tabela 4.25 - Regressdo multipla para Cg quando o processo foi avaliado no reator nos
tempos iguais a 18, 24 e 30 h.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacOes regressao
Mean/Interc. 12,290 1,189 10,332 0,0001461
X1 4,350 0,841 5,172 0,0035491
X4 -3,760 1,457 -2,581 0,0493711
X 1,843 0,841 2,192 0,0799319
R” = 0,884
Ce = 12,290 + 4,350 X; — 3,760 X;% + 1,843 X, (4.25)

A Equacédo 4.25 mostra que para maiores concentracdes de sacarose e maiores
tempos de fermentacdo maiores sdo as concentracdes de goma. Os resultados apresentados na
Tabela 4.22 mostram que as maiores concentragcfes de goma foram obtidas para a
concentracdo de 35 g/L e tempos de 24 e 30 h. Nesta equacéo verifica-se que o efeito da
concentracdo de sacarose foi mais significativo na resposta do que o do tempo.

A Equacdo 4.26 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Y¢ = 15,787 — 3,979 W,% — 1,881 W, (4.26)

Os sinais negativos das raizes caracteristicas A; e A, na Equagdo acima, mostraram
que a superficie de resposta do modelo ajustado para Cg apresenta um ponto maximo, como
mostra a Figura 4.23. O ponto de otimizag¢do encontrado para a maximizacgao da concentracao
de goma produzida foi de 0,689 (31,89 g/L) para a concentragdo de sacarose e 0,649 (27,9 h)
para o tempo. Este resultado esta de acordo com os mostrados na Tabela 4.22, conforme ja

discutido anteriormente.
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Figura 4.23 - Superficie de resposta para a concentragdo da goma quando o processo foi
avaliado no reator.

A superficie de resposta mostra que 0 maximo obtido para concentracdo de goma foi
para concentracdo de sacarose acima do ponto central e para maior tempo de fermentacéo.

Skaracis et al. (2003) em seus estudos visando otimizar a produc¢do de goma xantana
por Xanthomonas campestris ATCC 1395 empregando planejamento Plackett-Burman, num
meio onde o substrato adotado foi xarope de beterraba fortificado, conseguiram para um
tempo de processo de 24 h uma faixa de producdo de xantana de 11,9 a 47,5 g/L.
Comprovaram ainda o efeito positivo da adicdo de K;HPO, na producdo de biomassa e de
goma.

Bilanovic et al. (1994) utilizando residuos citricos e um meio padrdo a base de
glicose obtiveram para 24 h de processo de 2,0 a 4,0 g/L de xantana em média, resultados

estes bastante inferiores aos alcangados nesta pesquisa.

Tabela 4.26 - Regressdo mdltipla para uci9% quando o processo foi avaliado no reator nos
tempos iguais a 18, 24 e 30 h.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacoes regressao
Mean/Interc. 19582,100 1572,192 12,455 0,0000592
X4 -11041,350 1491,512 -7,403 0,0007079
X2 -3088,683 861,125 -3,587 0,0157612
X -3042,550 1491,512 -2,040 0,0968799
R*=0,935

He1 = 19582,100 — 11041,350 X, — 3088,683 X, — 3042,550 X, (4.27)
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A Equacao 4.27 do modelo ajustado mostra que apenas a variavel isolada X, (tempo

de fermentacdo) foi significativa para a viscosidade da solucdo de goma a 1% (p/v). O sinal
negativo desta varidvel mostra que menores tempos de processo proporcionam maiores pci.
Os resultados na Tabela 4.22 mostram que 0s experimentos conduzidos em concentracdo de

sacarose de 25 g/L (ensaios 4, 5 e 6) resultaram em maiores iy, € para esses ensaios 0s
resultados de 18 e 24 h foram bastante semelhantes.

A Equacéo 4.28 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Y10 = 20366,973 — 11054,721 W2 — 3029,178 W,? (4.28)

Os sinais negativos das raizes caracteristicas A; e A, na Equacdo 4.28, mostraram que
a superficie de resposta do modelo ajustado para pgio apresenta um ponto maximo, como
mostra a Figura 4.24. O ponto de otimizacdo encontrado para a maximizacao da concentracao
de goma produzida foi de -0,0094 (24,91 g/L) para a concentracdo de sacarose e -0,508

(20,95h) para o tempo. Este resultado esta de acordo com os mostrados na Tabela 4.22,
conforme ja discutido anteriormente.
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Figura 4.24 - Superficie de resposta para a viscosidade da solucdo 1% da goma quando o
processo foi avaliado no reator.

A superficie de resposta mostra que o ponto de maxima pciy foi obtido para

concentracédo de sacarose entre -0,4 e 0,2 (21 e 27 g/L) e para o tempo entre -1 e 0 (18 e 24 h).
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Tabela 4.27 - Regressdo mdltipla para a produtividade quando o processo foi avaliado no
reator nos tempos iguais a 18, 24 e 30 h.

Variaveis e Coeficiente Desvio t(5) p
interacoes regressao
Mean/Interc. 0,569 0,035 16,277 0,0000160
X1 0,179 0,019 9,344 0,0002365
X4 -0,154 0,033 -4,651 0,0055786
X, -0,083 0,033 -2,497 0,0547039
R*=0,958
P =0,569 + 0,179 X; — 0,154 X% — 0,083 X, (4.29)

A Equacdo 4.29 do modelo ajustado mostra que apenas a variavel isolada X;
(concentracdo de sacarose) foi significativa para a produtividade. O sinal positivo desta
varidvel mostra que maiores concentracfes de sacarose proporcionam maiores P. Os
resultados na Tabela 4.22 mostram que o0s experimentos conduzidos em concentracdo de
sacarose de 25 g/L e 35 g/L no tempo de 24 h (ensaios 5 e 8) resultaram em maiores P.

A Equacéo 4.30 apresenta a superficie ajustada na forma candnica.

Yp = 0,621 — 0,155 W;% — 0,082 W52 (4.30)

Os sinais negativos das raizes caracteristicas A; e A, ha Equacdo 4.30, mostraram que
a superficie de resposta do modelo ajustado para P apresenta um ponto maximo, como mostra
a Figura 4.25. O ponto de otimizacdo encontrado para a maximizacdo da produtividade foi de
0,577 (30,77 g/L) para a concentracdo de sacarose e -0,0639 (23,6 h) para o tempo na forma
codificada. Substituindo este ponto de maximizacdo no modelo ajustado (Equacéo 4.29)
obtém-se uma produtividade 0,621 g/Lh. Este resultado esta bem proximo do valor obtido no

ensaio 8, conforme mostra a Tabela 4.22.
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Figura 4.25 - Superficie de resposta para a produtividade quando o processo foi avaliado no
reator.

A superficie de resposta mostra que o ponto de maxima produtividade foi obtido para
concentracdo de sacarose entre 0,2 e 0,8 (27 e 33 g/L) e para o tempo entre 0,4 e 0,4 (21,6 €
26,4 h).

Amanullah et al. (1998) trabalharam diferentes estratégias de alimentacdo de glicose
em biorreator e para um sistema batelada atingiram 33,1 g/L de xantana e 0,44 g/Lh de
produtividade. Com relacdo as produtividades apresentadas na Tabela 4.22, merece destaque
0 ensaio 8 (0,629 g/Lh), resultado este superior ao encontrado pelos autores desse artigo.

A Tabela 4.28 apresenta um resumo dos pontos de otimizacdo obtidos para 0s
valores da concentracdo de sacarose e do tempo de fermentacdo em relacdo a cada resposta

estudada, assim como a especificacdo de cada ponto obtido na faixa experimental adotada.

Tabela 4.28 - Pontos de otimizacao para a concentragdo de sacarose e 0 tempo de processo em

reator.
Respostas monitoradas Especificacdo do Concentracéo Tempo (h)
NO Processo ponto obtido de sacarose (g/L)
LMF ponto de sela 34,920 25,6
Yess ponto de maximo 26,650 26,4
Co ponto de maximo 31,890 27,9
LG19% ponto de maximo 24,906 20,9
P ponto de maximo 30,770 23,6

Concentracéo de sacarose em g/L — (15, 25, 35); Tempo em (h) — (18, 24, 30)
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Substituindo o ponto de otimizacdo na Equacdo 4.27 obtém-se a viscosidade da
solucéo polimérica a 1% igual a 20366 cP, valor bastante proximo da condi¢cdo de 24 h de
fermentacdo a 25 g/L de concentracdo de sacarose. Avaliando os resultados obtidos na
Tabela 4.22 e os pontos de otimizagdo da Tabela 4.28, pode-se concluir que os melhores
resultados em termos de viscosidade da solugcdo de goma a 1% seria a concentragdo de
sacarose de 25 g/L e tempo de fermentacdo entorno de 21 horas.

Substituindo este ponto de otimizacdo (25 g/L e tempo de 21 h) nos modelos
ajustados das Equacbes 4.29, 4.25 e 4.23, obtém-se uma produtividade de 0,548 g/Lh,
concentracdo de goma de 11,37 g/L e Yps de 0,528. Porém estudos visando otimizar o
processo em relacdo outras variaveis, tais como: concentracdo de nitrogénio, fonte de
nitrogénio, nivel de agitacdo e aeracdo e outras, devem ser realizados, visando melhorar o
fator de converséo de substrato a produto e a concentracdo de goma produzida.

Os gréficos dos valores preditos x residuos para as respostas analisadas no quarto
planejamento experimental constam no Apéndice C.

A Figura 4.26 representa a viscosidade absoluta da solucdo 1% das amostras de
xantana em funcdo da taxa de deformacéo e do tempo de fermentacdo (24 h) em diferentes
concentracOes de sacarose comparada a xantana comercial. Vale ressaltar o resultado superior

de viscosidade obtido pela goma produzida neste estudo em relagdo a xantana comercial.
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Figura 4.26 - Representa a viscosidade absoluta da solugdo 1% das amostras de xantana em
funcdo da taxa de deformacao comparada a xantana comercial.
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A Figura 4.26 foi plotada a partir dos valores da viscosidade absoluta e da taxa de
deformacdo, uma vez conhecidos K (indice de consisténcia), n (indice de comportamento)
para cada solucdo 1% de goma xantana produzida em laboratorio e de xantana comercial. A
Tabela 4.29 mostra os valores de K e n para as diferentes concentragdes de sacarose para um
tempo de fermentacédo de 24 h.

Tabela 4.29 - Valores de K e n para xantana produzida a partir de caldo de cana e para
xantana comercial.

15 g/L 25 g/L 35¢/L Xantana comercial
n (adm.) 0,28 0,18 0,27 0,20
K (Pa.s) 7,138 16,175 5,967 7,161

Lépez et al. (2003) investigando propriedades da xantana-AHW empregando
hidrolisado de residuos &cidos da agricultura e comparando com xantana padrdo, ambas as
solucbes a 1%, obtiveram para xantana-AHW, K e n iguais a 0,99 Pas e 0,23,
respectivamente. Ja para a xantana padréo obtiveram K e n nesta ordem iguais a 13,66 Pa.s e
0,14. Os resultados encontrados para K nesse estudo quando utilizou-se concentracdo de
sacarose 25 g/L foi superior aos de LOpez et al. provavelmente em razdo da matéria-prima e
do meio de producdo peculiares desta pesquisa. Em relagcdo aos valores obtidos para n, foram

ligeiramente maiores do que os encontrados por estes pesquisadores.

4.7 — Espectroscopia na Regido do Infravermelho

O espectro de infravermelho (IV) consiste huma metodologia adotada para detectar
similaridades ou diferencgas na estrutura quimica das gomas produzidas.

Analisando cuidadosamente os espectros de IV das gomas obtidas nas concentracfes
de sacarose de 15, 25 e 35 g/L nas Figuras 27, 28 e 29, e comparando com a xantana
comercial na Figura 30 pode-se observar que a banda caracteristica da deformacdo axial de
grupos hidroxila (-OH) participantes de interac6es do tipo ligacGes de H ocorreu em torno de
3400 cm™. A banda em torno de 2500 a 3000 cm™ é atribuida & deformacdo axial da ligacdo
C-H (SILVERSTEIN et al., 1979).

As bandas caracteristicas da deformacdo axial da carbonila de ésteres (C=0)
apareceram nitidamente em 1750 cm™ e 1625 cm™ tanto para a goma de origem comercial

quanto para os ensaios realizados neste estudo.
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Na regido entre 400 e 750 cm™ ficou notavelmente evidenciada uma ligeira diferenca
entre as gomas obtidas nas diferentes concentracfes de sacarose em relacdo a xantana
comercial. A banda de absorcdo correspondente a 1038,0 cm™ para a goma comercial e para
os demais experimentos representa a absorcdo das ligacbes glicosidicas nas cadeias do
biopolimero.

Logo, verificou-se que o espectro de IV da goma comercial é bastante similar
aqueles obtidos para as situacdes de diferentes concentracBes de sacarose no meio de

producéo pela linhagem de Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459.
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Figura 4.27 - Espectro na regido do infravermelho da amostra de xantana produzida quando a
concentracdo de sacarose € igual a 15 g/L.
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Figura 4.28 - Espectro na regido do infravermelho da amostra de xantana produzida quando a
concentracdo de sacarose é igual a 25 g/L.
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Figura 4.29 - Espectro na regido do infravermelho da amostra de xantana produzida quando a
concentracdo de sacarose € igual a 35 g/L.
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Figura 4.30 - Espectro na regido do infravermelho de uma amostra de xantana comercial.

Comparando os espectros obtidos nesse estudo com aqueles realizados por Su et al.
(2003), trabalhando com goma xantana e goma xantana modificada quimicamente visando
elevar a taxa de dissolugcdo das mesmas, conclui-se que o formato dos picos apresenta
similaridade, comprovando assim a semelhanca entre as gomas produzidas neste trabalho e as

gomas comerciais utilizadas pelos autores.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 — Conclusoes

A partir dos resultados obtidos e discutidos, pode-se enunciar as seguintes conclusoes:

e Para todos os meios fermentativos estudados, os valores de indice de consisténcia (K)
e indice de comportamento (n) mostraram que as duas variedades de cana-de-acUcar
apresentaram-se proprias para serem utilizadas como matéria-prima para producéo de
goma xantana.

e Entre as duas variedades de cana estudadas a SP 791011 apresentou-se como a mais
adequada, proporcionando maior viscosidade do meio fermentado e maior
aproveitamento de substrato.

e O caldo de cana diluido e fortificado com fosfato de sodio dibéasico, fosfato de
potassio monobasico, extrato de levedura e nitrato de amoénio (4 componentes)
apresentou maiores conversdes de substrato em produto Yepss, maiores concentragdes
de goma produzidas e maiores viscosidades absolutas da solucdo de xantana a 1%.

e Os resultados do primeiro e segundo planejamentos apontaram para a necessidade de
estudar a faixa que compreendesse o intervalo entre 20 e 40 g/L na concentracdo de
sacarose e ampliar o tempo de fermentacdo, objetivando a otimizagédo das respostas.
Assim, no terceiro planejamento adotou-se as concentragdes de sacarose iguais a 20,
30 e 40 g/L e os tempos de processo de 24, 48 e 72 horas.

e O fator de conversdo de substrato em massa celular alcancado nesse estudo para as
concentracdes de sacarose de 15,0, 25,0 e 35,0 g/L foi nesta ordem, 0,188 g.g™*; 0,242
g.90e 0,075 g.g™.

e O crescimento celular em reator atingiu 0 maximo entre 12 e 15 horas, mantendo-se
constante até 30 horas de fermentagdo. Apds 24 h de fermentacdo ndo existia mais
substrato para ser consumido.

e Os melhores resultados obtidos em fermentador foram com concentragdo de sacarose
25 g/L e tempo de 24 h. Neste ensaio obteve-se a concentragdo de goma de 14,180
g/L, a conversdo de substrato a produto de 0,579 g.g™, a produtividade de 0,591 g/Lh e

a viscosidade da solucdo de goma a 1% de 20.493,7 cP.
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e Os pontos de otimizagdo em termos de viscosidade da solucdo de goma a 1% foram na
concentracdo de sacarose de 25 g/L e no tempo de fermentagdo de 21 horas. Neste
ponto obteve-se uma produtividade de 0,548 g/Lh, concentracdo de goma de 11,37
g/L, Ypisde 0,528 g.g™* e viscosidade da solucdo polimérica 1% de 20366 cP.

e A goma produzida neste estudo na concentracdo de sacarose de 25¢g/L e no tempo de
fermentacdo de 24 h comparada a xantana comercial apresentou resultado superior de
viscosidade absoluta da solugéo a 1%.

e Os espectros de Infravermelho IV da goma comercial foram bastante similares aqueles
obtidos para as situagdes de diferentes concentracGes de sacarose no meio de produgéo
pela linhagem de Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459.

5.2 — Sugestoes

e Verificar a possibilidade de retirada de um dos quatros componentes utilizados para
fortificar o caldo de cana e determinar as melhores concentracfes desses componentes.

e Avaliar a natureza da melhor fonte de nitrogénio a ser adotada na suplementagéo do
caldo de cana.

e Otimizar as condicbes de aeracdo e de agitacdo, empregando planejamento
experimental em biorreator.

e Estudar a influéncia do pH e da temperatura durante o processo de producdo da goma.

e Estudar o processo de producdo de goma utilizando batelada alimentada.

e Estudar mais detalhadamente o comportamento reoldgico da goma produzida.

e Avaliar o potencial de contaminacdo do meio empregando caldo de cana como
matéria-prima.

e Determinar a melhor concentracdo de indculo a ser utilizada no fermentador.
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Apéndice B

METODOLOGIA DA DETERMINAGCAO DO FOSFORO TOTAL

(Método Colorimétrico por Reducdo com Acido Ascérbico)

a) Reagente

Persulfato de amonio cristalino (NH;)2S;0g

b) Reagente Combinado

Dissolvia-se 0,13 g de tartarato de potassio e antiménio (K(SbO)C4H406.1/2H,0) em
baldo volumétrico de 1L contendo cerca de 700 mL de &gua. Adicionava-se 5,6 g de
molibdato de aménio (NH4)sM0;024.4H,0) e agitava-se até dissolver. Adicionava-se com
cuidado 70 mL de &cido sulfurico concentrado (d = 1,84) e agitava-se lentamente o
contetido do baldo. Esfriava-se a solucdo e avolumava-se para a marca de 1 L com &gua.
A solucdo era estavel por pelo menos um ano, se estocada em frasco de polietileno e
protegida do calor (solu¢do-mistura).

Dissolvia-se 0,50 g de &cido ascorbico em 100 mL da solugdo-mistura descrita acima. Este
reagente era estavel por uma semana, se estocado a 4°C.

Solucéo indicadora de fenolftaleina (5g/L)

Dissolvia-se 0,5 g de fenolftaleina em uma mistura de 50 mL de alcool etilico ou
isopropilico e 50 mL de agua.

Solucéao-estoque padréo de fésforo (ImL = 0,05 mg de fosforo)

Dissolvia-se em agua 0,297 g de fosfato didcido de potéssio (KH,PQOy,), seco por 1 h em
estufa a 105 °C, e avolumava-se para 1 L de &gua.

Solucédo-padréo de fosforo (ImL = 0,025 mg de fosforo)

Diluia-se 500 mL da solugdo-estoque para exatamente 1 L com &gua.

Solugéo-padrdo de fosforo (ImL = 0,0025 mg de fosforo)

Diluia-se 50 mL da solucdo-estoque para exatamente 1 L com agua.

Solucéo de hidroxido de sodio (40 g/L)
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Dissolvia-se 20 g de hidréxido de s6dio (NaOH) em cerca de 400 mL de &gua. Esfriava-se
a solucdo para a temperatura ambiente e diluia-se a 500 mL com agua.

Acido sulfurico (31% v/v)
Lentamente adicionava-se 310 mL de acido sulfurico concentrado (d = 1,84) a cerca de
600 mL de agua. Esfriava-se a solucdo e avolumava-se a 1 L com agua. A adicdo de acido

sulfurico devia ser sob refrigeracao.

¢) Ensaio

Calibracao

Pipetava-se 0 mL, 1 mL, 2 mL, 4 mL, 7 mL, 10 mL e 15 mL de solugdo-padréo de fosforo
(ImL =0,0025 mg de fosforo) em uma série de frascos erlenmeyer de 125 mL;
completava-se para 50 mL com &gua a fim de preparar padrdes contendo 0O mg/L,
0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,2 mg/L, 0,35 mg/L, 0,5 mg/L e 0,75 mg/L de fosforo.
Adicionava-se 10 mL do reagente combinado em cada padréo e agitava-se para misturar.
Ap6s um tempo minimo de 10 minutos e maximo de 30 minutos, media-se a absorbancia
de cada solucdo a 880 nm em células de 20 mm no espectrofotdmetro usando a solugéo-
padrdo zero para ajustar o instrumento no zero de absorbancia.

Tracava-se a curva de calibragdo construindo a curva concentracdo de fésforo mg/L (ppm)
em ordenadas e absorbancia em abscissas. A curva devia passar no ponto de origem (Lei
de Beer).

d) Fosforo Total

Pipetava-se um volume de amostra com teor estimado de no méximo 25 ug de fosforo
hidrossoltvel + fosforo ortofosfato, em um frasco erlenmeyer de 125 mL. Adicionava-se,
em seguida, 0,4 g de persulfato de aménio.

Adicionava-se a amostra 1 mL de H,SO, (31% v/v), algumas pérolas de vidro e aquecia-
se em chapa por, no minimo de 30 minutos. Adicionava-se 4gua durante a ebuli¢do, a fim
de manter o volume entre 10 mL e 50 mL. Permitia-se o decréscimo de volume para
10 mL ate o fim da ebulicdo, mas ndo a secura completa, ou que a amostra ficasse densa

com fumos brancos de SOs.
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o Adicionava-se gotas de solucdo indicadora de fenolftaleina a amostra fria, ajustando a

coloracédo levemente rosea, por adicdo de solucdo de NaOH. Usualmente é requerido um

volume de 11,2 mL. Esta retornava a incolor com uma gota de H,SO4 (31% V/v).

o Esfriava-se a amostra a temperatura de aproximadamente 30°C. Transferia-se

quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL e avolumava-se com agua.

com agitacdo moderada.

Adicionava-se 10 mL de reagente combinado a amostra e misturava-se completamente

e Ap6s um tempo minimo de 10 minutos e maximo de 30 minutos, media-se a absorbancia

da cor azul a 880 nm com um espectrofotdmetro, usando como branco 50 mL de agua

reagente, tratada similarmente ao procedimento para a amostra.

o Determinava-se a concentracao de fosforo através da curva de calibragéo.

A Tabela B.1 ilustra os resultados de uma curva de calibracdo da analise de fosforo

realizada durante este trabalho.

Tabela B.1 - Resultados da curva de calibrardo da analise de fésforo.

C (mg/L)

0

0,05

0,1

0,2

0,35

0,5

0,75

ABS (hm)

0,000

0,028

0,059

0,115

0,212

0,298

0,449

Os valores de fosforo total foram calculados a partir da equacdo da reta exposta na

Figura B.1. A equacdo é a seguinte:

C =(0,00246 + 1,6648*ABS)*D

Onde: C = Fosforo total (mg/L);

ABS = Valor da absorbancia lida no espectrofotémetro (nm);

D = Diluicdo da amostra.

(B.1)
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Figura B.1 - Curva de calibracdo para o fosforo total.
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Apéndice C
Valores preditos x Residuos das Respostas
analisadas para ensaios no fermentador



Apéndice C C1

Apéndice C
As Figuras C.1 a C.5 mostram os valores preditos x residuos para as respostas

analisadas no quarto planejamento experimental.
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Figura C.1 — Representa valores preditos x residuos para a viscosidade absoluta do mosto

fermentado quando os experimentos foram realizados no reator.
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Figura C.2 — Representa valores preditos x residuos para a conversdo de substrato a produto

guando os experimentos foram realizados no reator.
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Figura C.3 — Representa valores preditos x residuos para a concentracdo de goma quando 0s

experimentos foram realizados no reator.
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Figura C.4 — Representa valores preditos x residuos para a viscosidade da solucdo 1% da

goma quando os experimentos foram realizados no reator.
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Figura C.5 — Representa valores preditos x residuos para a produtividade quando os

experimentos foram realizados no reator.
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