UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA er
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA }

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Otimizagdo da Produgao e Caracterizagdo de
Goma Xantana Empregando Caldo de Cana

Doutoranda: Sandra Faria
Orientadoras: Profd. Drd, Vicelma Luiz Cardoso (UFU)
Profd. Dr2, Francisca Pessoa de Franca (UFRJ)

Uberlandia, Setembro de 2009.



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA er
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA }

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Otimizagdo da Produgdo e Caracterizagdo de
Goma Xantana Empregando Caldo de Cana

Autora: Sandra Faria

Engenheira Quimica

Tese de doutorado apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em
Engenharia Quimica, area de concentracdo em Pesquisa e

Desenvolvimento de Processos Quimicos.

Uberlandia, 2009



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)

F2240  Faria, Sandra, 1971-
Otimizagdo da producdo e caracterizagdo de goma xantana empregando
caldo de cana [manuscrito] / Sandra Faria. - 2009.
144 1. il

Orientadoras: Vicelma Luiz Cardoso e Francisca Pessoa de Franca.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Uberlandia, Programa de
Pds-Graduacao em Engenharia Quimica.
Inclui bibliografia.
1. Biopolimeros - Teses. 2. Cana-de-agucar - Teses. |. Cardoso, Vicelma
Luiz. Il. Franga, Francisca Pessoa de. Ill. Universidade Federal de Uber-
landia. Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Quimica. IV. Titulo.

CDU: 577.11

Elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da UFU / Setor de Catalogagéo e Classificagéo



TESE DE DOUTORADO SUBMETIDA AO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA COMO
PARTE DOS REQUISITOS PARA OBTENCAO DO TITULO DE DOUTOR EM
ENGENHARIA QUIMICA, EM 18/09/2009,

BANCA EXAMINADORA:

7N
Naiddeo
[/
Prof®. Dr®. Vicelma Luiz Cardoso
Orientadora (PPG-EQ/FEQ-UFU)

Prof®. Dr®. Francisca Pessoa de Franca
Co-Orientadora (Escola de Quimica/UFRJT)

V}%}HM %(L :é;t&_@)f,
e 7

Prof®. Dr®. Carmen Licia de Oliveira Pé&tkowicz
Depto de Bioquimica e Biologia Molecular
(PPG - Centro Politécnico/UFPR)

Sy

Prof. [}r/ﬁanuel Gonzalo Herndndez Terrones
(PPG-IQ/UFU)

ﬁ(ﬁmmﬂf
L
Prof®. Dr®. Miriam Maria de Resende

(PPG-EQ/FEQ-UFU)



De tudo ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre a comegar...

A certeza de que € preciso continuar...

A certeza que seremos interrompidos antes de terminar...
Portanto, devemos fazer da interrupgdo um caminho novo...
Fazer da queda um passo de danga...

Do medo uma escada...

Do sonho uma ponte...

Da procura um encontro...

E assim terd valido a pena”.

Fernando Sabino

Aprendi com as primaveras a deixar-me cortar e a voltar sempre inteira...

Cecilia Meireles



CADA UM QUE PASSA

Antoine de Saint-Exupéry

Cada um que passa em nossa vida,
passa sozinho

pois cada pessoa é Unica

e nenhuma substitui a outra.

Cada um que passa em nossa vida,
passa sozinho,

mas ndo vai s6 hem hos deixa sés.

Leva um pouco de nds,

deixa um pouco de si mesmo.

Ha os que levam muito,

mas ha os que ndo levam nhada.

Essa € a maior responsabilidade de nossa vida
e a prova de que duas almas

ndo se encontram por acaso.



Agradecimentos

A conquista do titulo de Doutor em Engenharia vem acompanhada de sentimentos
bastante distintos e incomuns, préprios aqueles que percorrem tal trajetéria. Portanto, para
vencer essa jornada a qual somos impulsionados pela senda cientifica, buscamos respostas,
explicagbes, hum contexto regado de certezas e dividas, é importante o reconhecimento
sincero a quem contribuiu solidariamente na execugdo e elaboragdo deste trabalho.

Primeiramente agradego a Deus por conceder-me a vida e a oportunidade de
desenvolvimento intelectual e pessoal. Aos meus pais, pela compreensdo e afeto dedicados
incondicionalmente. A minha irmd Beatriz, pelo apoio e incentivo. Aos meus tios Berenice e
Jodo Rogério por acolher-me tdo prontamente durante muitos anos. Aos meus avos
Francelino José de Faria (/n memorian) e Euripedes Faria (in memorian), pelo incentivo
permanente a minha carreira.

A Prof® Vicelma Luiz Cardoso, pela perseveranca demonstrada ao longo dos anos,
suavizando as dificuldades com equilibrio para que nosso encerramento fosse .... sublime.

A Prof® Francisca Pessoa de Franca, pelas diretrizes necessdrias e fundamentais a
condugdo experimental.

A Prof® Carmen Licia de Oliveira Petkowicz, do Depto de Bioquitmica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Parand, agradego pela execugdo de andlises
fundamentais para elucidar as caracteristicas da goma produzida. Sua participagdo permitiu
uma conclusdo diferenciada para o tema desenvolvido.

A Prof® Miriam Maria Resende, compartilho a concretizagdo da tese.

A Prof® Mdrcia Gongalves Coelho, pela sabedoria e intelectualidade partilhada nos
momentos de reflexdo interna rumo ao crescimento pessoal.

Ao Prof. Eloizio Julio Ribeiro, pelo crédito e incentivo essenciais no dia-a-dia.

Ao Prof. Ubirajara, pelas valiosas corregoes e sugestdes no Exame de Qualificagdo.

Ao Prof. Euclides, pelas sugestdes ponderadas nas bancas das quais fez parte.

Ao Engenheiro Edio José Alves pelas contribuigdes e dicas preciosas quando o
problema era Informdtica.

Aos professores Cldudio, Daniel, Carlos e Marcos Barrozo, pela ajuda indispensavel

em diferentes momentos da realizagdo desta pesquisa.



Ao Prof. Ricardo Reis Soares e seu aluno de doutorado Leandro Gustavo da Silva, pela
liberagdo do equipamento e pela execugdo dos espectros FTIR das amostras de xantana.

A todos os professores da FEQUI (Faculdade de Engenharia Quimica - UFU) que
muito contribuiram para minha formagdo académica.

Aos funciondrios da FEQUI: Zuleide, Cleo, Roberta, Anisio, Cleide, José Maria Tiago,
Silvino e José Henrique, sempre dispostos a ajudar de forma cordial.

Ao Engenheiro Civil Edio Rosa de Andrade, por ndo subjugar minha capacidade quando
eu era apenas uma engenheira recém-formada.

Aos Srs. Artur Lourengo Borges e Ronaldo Sandre, pela gentileza da doagdo da
matéria-prima utilizada nesta pesquisa.

Ao Sr. Osvaldo Ferreira de Assis (/in memorian), por permitir o uso da moenda na
extragdo do caldo de cana.

Aos professores do Instituto de Quimica da UFU, especialmente: Manuel Gonzalo
Herndndez Terrones, Sérgio Antonio L. de Morais, Daniel Alves Cerqueira, Silvana Guilardi,
Guimes Rodrigues Filho, Reinaldo Ruggiero, pela realizagdo e interpretacdo de andlises
quimicas importantes para este trabalho.

Aos companheiros de laboratdrio: Elizdngela, Fldvia, Paula, Christiane, Thdlita, Carla,
Maurielem, Marcelo, Rafael, Patricia, pela convivéncia sauddvel e surpreendente. Cada um de
vocés abrandou a rotina tornando-a mais leve.

A Central Andlitica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas,
pela obtengdo de espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio.

Ao CNPq pela concessdo da bolsa de mestrado.

A CAPES, pelo apoio financeiro através do Projeto Procad.

A FAPEMIG pela concessdo da bolsa de doutorado.

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia, pela oportunidade concedida.

Ao meu namorado, Marcelo Oliveira Aradjo, pela dedicagdo e compreensdo, “meu

porto seguro”.



Indice
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
RESUMO
ABSTRACT

CAPITULO 1 - INTRODUCAO
CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Introdug&o a Biopolimeros
2.2 — Cana-de-agucar
2.3 — Gomas oriundas de algas e de plantas
2.3.1 — Gomas oriundas de algas
2.3.2 — Gomas oriundas de plantas
2.4 — Gomas de origem microbiana
2.4.1 — Goma Xantana
2.5 — Microrganismos Produtores de Goma Xantana
2.6 — Classificacdo e caracteristicas dos mostos
2.7 — Processo Fermentativo
2.7.1 — Cinética do processo fermentativo
2.7.1.1 — Modelagem matematica de processos fermentativos
2.7.1.2 — Modelos fenomenoldgicos
2.7.2 — Condigdes de producdo da Goma Xantana
2.7.3 — Recuperacdo e Purificagcdo da Goma Xantana
2.8 — Reologia de Compostos Poliméricos
2.9 — Termogravimetria
2.9.1 — Introducéo: Origens e Fundamentos
2.9.2 — Termobalangas Modernas

2.9.3 — Fatores que afetam as Curvas TG

Vi

Vil

10
16
20
23
23
23
24
25
27
34
35
38
38
39
40



2.9.4 — Termogravimetria Derivada
2.9.4.1 — Vantagens da Termogravimetria Derivada
2.9.4.2 — AplicagOes da termogravimetria

2.9.5 — Anélise Termica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC)

2.9.5.1 — Introducdo

2.9.5.2 — Fatores que afetam as curvas DTA

2.9.5.3 — Aplicacao da Andlise Termica Diferencial

2.9.5.4 — Aplicacdes da Analise Térmica em Quimica
2.9.6 — Diferencas entre DTA e DSC

2.10 — Caracterizacdo Estrutural por Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR), **C-RMN
e Analise Quimiométrica

CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Microrganismo e Meios de Manutengéo
3.2 — Materia-Prima
3.3 — Composicao dos Meios de Producao para os testes preliminares
3.4 — Planejamentos Experimentais
3.5 — Determinagdo Quantitativa de Nitrogénio e Fosforo no Caldo de Cana Bruto
3.6 — Producdo de Goma Xantana em Fermentador
3.6.1 — Determinacdo dos Parametros Cinéticos

3.6.1.1 — Modelagem da Producéo de Goma Xantana: Identificagdo de
Pardmetros e Constantes

3.7 — Determinagdo do Coeficiente de Transferéncia de Oxigénio - K.a
3.8 — Determinacéo da Biomassa Por Massa Seca
3.9 — Determinacdo Quantitativa da Sacarose
3.10 — Recuperagéo e Purificagdo da Goma
3.11 - Avaliacao do Comportamento Reoldgico
3.11.1 — Preparo das Solugdes de Goma Xantana para Analise Reologica

3.11.2 — Determinacdo da viscosidade intrinseca das amostras de goma xantana

40
41

41

42
42

43
43
45

45

46
o1
51
52
52
52
55
56
58

59

59
60
60
60
61
62
62



3.12 — Determinacdo do contetdo de acUcar total do produto
3.12.1 — Determinacdo da composicdo de aclcares neutros
3.12.2 — Determinacéo de acucares acidos

3.13 — Anadlise por cromatografia de exclusao estérica de alta pressdo e determinacdo da
massa molecular

3.14 — Analises Térmicas (TGA/DTA)
3.15 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
3.16 — Determinacao por RMN *H
CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 — Testes Preliminares
4.2 — Andlise do 1° Planejamento Experimental
4.3 — Anélise do 2° Planejamento Experimental
4.4 — Andlise Cinética da Condicdo Otimizada
4.4.1 — Determinacao dos Parametros Cinéticos via Modelagem Matematica
4.5 — Caracterizacdo do Produto na Condicdo Otimizada
4.5.1 — Determinacdo da Composicdo Monossacaridica

4.5.1.1 — Anélise por Cromatografia de Exclusdo Estérica de Alta Pressao e
Determinacdo da Massa Molecular

4.5.2 — Anélise Espectroscopica (FT-IR)
4.5.3 — Comportamento Reoldgico das Solugdes de Xantana a 0,75% (m/v)
4.5.3.1 — Determinacdo da viscosidade intrinseca da goma xantana

4.5.4 — Avaliacdo Térmica da Xantana Comercial e da Xantana Obtida em
Condig6es Otimizadas (TGA-DTA)

4.5.5 — Caracterizacdo Espectroscépica por Ressonancia Magnética
Nuclear de Préton
4.6 — Producéo de Goma Xantana Utilizando Caldo de Cana Hidrolisado por Invertase

CAPITULO 5 - CONCLUSOES
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

63
63

64

64
65

65
65
67
67
68
80
88
89
91
91

93
95
101
105

108

111
114

117
119
121



Figura 1.1 -
Figura 2.1 -
Figura 2.2 -
Figura 2.3 -
Figura 2.4 -
Figura 2.5 -
Figura 2.6 -
Figura 2.7 -

Figura 2.8 -
Figura 2.9 -

Figura 2.10 -

Figura 2.11 -

Figura 2.12 -

Figura 2.13 -

Figura 2.14 -

Figura 2.15 -

Figura 3.1 -

Figura 3.2 -

Figura 3.3 -

Figura 3.4 -

Figura 4.1 -

Figura 4.2 -

LISTA DE FIGURAS

Unidade estrutural repetitiva da goma Xantana............ccecceeeeeeeneeneeneeneeneennne. 2

Estrutura quimica da dextrana...........cccccueeeeieeeiiieciieecie e 11
Estrutura quimica da gelana............cccoevieriieiiienieeieeieeeee e 12
Estrutura quimica da curdlana..............cccoeeeieeiiiieniiieecee e 12
Estrutura quimica da pululana.............c.coocveeiiiniienieniieiieceeeeee e 13
Estrutura quimica da escleroglucana.............ccocceeviieiiiniiiinienieee e 14
(A) Via Entner-Doudoroff; (B) Ciclo do acido tricarboxilico...........ccceeueeee. 17

Reconstrugdo metabolica descrita para elucidar a assimilagdo do carboidrato
por Xanthomonas campestris, incluindo intermediarios fosforilados,
precursores da xantana, polimerizacao das unidades repetitivas, secrecao do

P Steeteeeeteaebeeeeeeeeteaeaeas 18
Modelo para a biossintese da goma xantana por Xanthomonas campestris.... 19
Aspecto da cultura de Xanthomonas campestris pv. campestris..................... 20

Lesdo causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em folhas de
1070 | 17/ T 21

Podridao negra causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em
10530101 1 10 TSSO SOPRR 22

Classificacdo dos fluidos de acordo com o seu comportamento reolédgico...... 36
Espectro FTIR de: (1) Xantana; (2) Xantana esterificada com AC — Acryloyl
chloride (condi¢des da reacdo: T=2—4°C; t; =24 h).cccoeeriiiiineieiiieiieee 48

Perfil da resolugio do espectro 'H-RMN da xantana em diferentes
temperaturas (Cp = 2,92 g.L"" em D,0 — acetato de sodio 3x10” M)............. 49

Espectro RMN comparativo da performance da xantana em D2O: (a) 'H-
RMN liquido (Cp=2,92 g.L"', T = 85°C, D; = 30 s); (b) '"H HRMAS (T = 25°C,
D1 =30 )t eeeeeee et e e e et e s e ee e et et ee s e s e et e e es e eerereneene 50

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459..........ccccocvevvvevennnnne. 51

Forma apresentada pela ldmina quando visualizada por meio de observacdo

TNICTOSCOPICA 1euuvveeeurreeeireeerteeeareeessseeessseeassseeessseeasseesssseessseeessseeessseeensseesnsseens 57
Esquema simplificado do procedimento analitico para monitoramento das

amostras apos retiradas do fermentador............ccoeevveeiiieriiieiiieniieieee e 57
Formato apresentado pela goma momentos apds sua precipitagao.................. 61

Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentragdo de Goma
€M fUNGCAO A€ X € Xoiiiuiiiiiiieiiie ettt ettt e e e e eare e etaeeeaaeeeas 71

Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentragdo de Goma
€M fUNCAO A€ X1 € X3 iiiiiiiiiieiiiie e e e 72



Figura 4.3 -

Figura4.4 -
Figura 4.5 -
Figura 4.6 -

Figura 4.7 -

Figura 4.8 -

Figura 4.9 -

Figura 4.10 -

Figura 4.11 -

Figura 4.12 -

Figura 4.13 -

Figura 4.14 -

Figura 4.15 -

Figura 4.16 -

Figura 4.17 -

Figura 4.18 -

Figura 4.19 -

Figura 4.20 -

Figura4.21 -

Figura 4.22 -

Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentragdo de Goma
€M FUNCAO A€ X5 € X3iiuiiiiiiieeiie ettt et e e e eeaae e e eaneeens

Superficie de resposta e curva de contorno para Yp;s em fungdo de X; e X,..
Superficie de resposta e curva de contorno para Yp;s em fungdo de X; e Xs..
Superficie de resposta e curva de contorno para Yp;s em fungdo de X; e Xs..

Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosidade da Goma
(solugdo 1%) em funcdo de X; e Xo.

Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosidade da Goma
(solugao 1%) em fungao de X € X3..ooveeviieeiiieciie et

Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosidade da Goma
(solugao 1%) em fungao de X5 € X3.oovieeeiieriieeriie et

Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentracdo de Goma
€M FUNCAO A€ X4 € X5.uuiiiiiiiiiiie ettt ettt et ete e e e et e eeaaeeeeaneeens

Superficie de resposta e curva de contorno para Yp;s em fungao de X4 e Xo...

Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosidade da Goma
(solugao 1%) em fungao de Xy € Xs..ooueeeviieeiiieeciie et

Superficie de resposta e curva de contorno para o Coeficiente de
Transferéncia de Oxigénio (Kpa) em fungdo de Xs e Xs.oooovveeienvieiienienienee,

Transferéncia de Oxigénio em fun¢do do tempo para diferentes taxas de
aeragdo (0,25; 0,50 e 0,75 vvm) e velocidades de agitagao (500; 750 e 1000

Perfil das concentragdes celular (m), sacarose (A) e goma xantana (%) na
condi¢do otimizada. Simbolos representam dados experimentais; linhas
representam o modelo de Weiss & Ollis (1980)......cccevvveviieniieiieniieieeieenee,

Estrutura quimica da Xantana.............ccceeeeveeeiienieerieenieenieeeieeeee e e esne e e

Cromatograma dos produtos de hidrolise da amostra de xantana analisados
por cromatografia liquido-gasosa na forma de acetatos de alditol...................

Perfil de eluicdo por HPSEC utilizando detectores de indice de refragdo (RI)
e espalhamento de luz (MALLS - mostrado o angulo de 90°)...........ccc..c........

Perfil de eluigdo por HPSEC para (EPS) produzido por Klebsiella oxytoca....

Espectro FT-IR das amostras de xantana em pellets KBr: comercial,
condigdo otimizada, obtida a partir do caldo de cana hidrolisado....................

Efeito do tamanho do anel sobre a freqiiéncia de absor¢do da ligagdo C=0
em COMPOSLOS CICIICOS. .. .ieuiiiiiiiiiiieiiee e

Curvas de Viscosidade Aparente, Tensdo Cisalhante em funcdo da Taxa de
Deformagao considerando a xantana comercial (solu¢ao 0,75%)....................

72
74

74

75

71

78

78

82
83

85

86

87

89
91

93

94
95

96

99

i



Figura 4.23 -

Figura 4.24 -

Figura 4.25 -

Figura 4.26 -

Figura 4.27 -

Figura 4.28 -

Figura 4.29 -

Figura 4.30 -

Figura 4.31 -

Figura 4.32 -

Curvas de Viscosidade Aparente, Tensdo Cisalhante em func¢do da Taxa de
Deformagao considerando a xantana em condigdes otimizadas (solucao

Viscosidade da solucdo de goma xantana em agua (H: 0,1 %;A: 0,3 %; e:
0,5 %) em fungdo da taxa de deformagdo apH 7 ¢ T =20°C......c.ccveevrennennee.

Curvas de Viscosidade Aparente em fungdo da Taxa de Deformagao para a
xantana em diferentes TemMPEraturas...........ccceeveeeieerieeiiienieeieesee e

Representa a regressdo linear dos dados My/C x C para obtencdo da
viscosidade intrinseca da goma xantana: comercial e nas condi¢des
OTIMIZAAAS. ...ttt ettt et ettt e bt et ene e beenteeneas

Curvas TGA-DTA simultaneas para xantana comercial; razdo de
aquecimento igual a 20°C.min"'; atmosfera de nitrogénio 30 mL.min".
(TGA — curva azul; dTGA — curva vermelha; DTA — curva preta)............

Curvas TGA-DTA simultaneas para xantana nas condi¢des otimizadas;
razio de aquecimento igual a 20°C.min”'; atmosfera de nitrogénio 30
mL.min". (TGA — curva azul; dTGA — curva vermelha; DTA — curva

Curvas Termogravimétricas: (A) xantana/amido de milho, e (B)
xantana/amido de trigo medidos a uma razio de aquecimento 10°C.min"
sob atmosfera inerte de NIrOZENI0. ......cc.eereieiiierieeiieeie et

Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (‘H-RMN) para a
amostra de xantana (EPS) nas condi¢des otimizadas, obtido em dagua
deuterada (D,0) a 70°C. 1- Prétons a-anoméricos de hexoses ou pentoses
(4,9 ppm); (2,3)- Prétons de carbonos B de hexoses ou pentoses (4,6; 4,7
ppm); 4- Protons de carbonos conectados a oxigénio (4,3 ppm); (5,6,7)-
Proétons de acidos glucurdnicos e urdnicos (1,8; 2,3; 2,5 ppm); 8- Préton de
H6 de ramnose (1,3 ppm); (7,8)- Pode representar protons pertencentes ao
grupamento acetila (1,35 1,8 PPM)...ciciiiiiiiiiiiiieiieeieeie e

Detalhe da estrutura quimica do constituinte basico da acemanana isolada da
FP de Aloe barbadensis, com as indicagcdes dos respectivos valores de
deslocamentos quimicos (PC-RMN, 9,4 TeS1).......oooeeeeereeeeeereeeeeeeeereeens

Perfil das concentragdes celular (m), sacarose (A) e goma xantana (%) na
condi¢do hidrolisada. Simbolos representam dados experimentais; linhas
representam o modelo de Weiss & Ollis (1980). Os parametros para ajuste
dos dados experimentais: (Xmax= 7,638 [g/L]; o = 1,984 [gS/gX]; p = 0,183
[2S(gX.h)']; m=1,092*%10" [gP/gX]; A= 9,697*107 [gS(gX.h)"]). Figuras
A e B obtidas a partir da velocidade especifica de crescimento maxima (A
= Umix. = 0,473 h™); (B = Hexp. = 0,824 0™

102

103

104

107

108

109

111

112

113

il



Tabela 2.1 -
Tabela 2.2 -
Tabela 2.3 -
Tabela 2.4 -
Tabela 2.5 -
Tabela 2.6 -

Tabela 2.7 -
Tabela 2.8 -
Tabela 2.9 -
Tabela 3.1 -
Tabela 3.2 -

Tabela 3.3 -
Tabela 3.4 -

Tabela 4.1 -

Tabela 4.2 -

Tabela 4.3 -
Tabela 4.4 -

Tabela 4.5 -

Tabela 4.6 -

Tabela 4.7 -

Tabela 4.8 -
Tabela 4.9 -

LISTA DE TABELAS

Classificacdo das gomas industriais em fungao da origem............cccccveervvennenn.
Producdo nacional de cana-de-actcar nas Safras 98/99 a 2003/04..................
Composicao Quimica da Cana-de-agUucCar..........ccceevvveeervieenieeeeiee e
Gomas microbianas e suas aplicagdes Industriais...........cceerveeeeeeneeerieenneennen.
Fungdes da goma xantana e aplicagdes tipicas em alimentos............cccceeunee.e.
Composicao percentual média de polissacarideos produzidos pela bactéria
Xanthomonas (adaptado de Kennedy & Bradshaw, 1984)............ccccveeueenneeee.
Caracteristicas quimicas das amostras® de xantana................cccocooeeveveereerennene.
Variacdo de entalpia para fendmenos fisicos € qUIMICOS..........cccevceeerueernenne.
Tipos de estudos, substancias empregadas na Analise Térmica.......................
Variaveis estudadas e seus niveis no primeiro planejamento experimental.....

Matriz planejamento experimental para valores reais e codificados das
VATTAVEIS X1, X0 € X3t iiieiiiiiiiiiieeeeeeeeiiet ittt e e e e e e s et et e eeeeessssssaatseeesessssssaaaseees

Variaveis estudadas e seus niveis no segundo planejamento experimental.....

Matriz planejamento experimental para valores reais e codificados das
VATTAVEIS X4y X 5uuttttieieiiiiiiieeieeeeeeeesesiiiateteeeesessssatatetesssssssssasseeeesesssssssnsaseees

Variaveis independentes X, X, e X3 € suas respostas Cg, Yp/s, 1% «oveerveeene

Regressdao multipla para a Concentragdo de Goma considerando o 1°
PlANEJAMENTO. ...ttt ettt ettt ettt e e

Regressdo multipla para a Conversdo Yps considerando o 1° planejamento...

Regressdao multipla para a Viscosidade da Goma (solugdo 1%) considerando
0 1% Plan@Jamento.........cueeriiiiiieiie ettt

Limites inferiores e superiores dos intervalos representativos das variaveis
Xi, X, e X3, dentro da regido de otimizacao, obtidos a partir das curvas de
contornos (X)x(X2), (X1)x(X3) e (X2)x(X3) para cada resposta...........c..ee.n.....

Variaveis independentes do 2° planejamento, X4 e Xs e suas respostas Cg,
Yp/s, 7 S PPN

Regressdao multipla para a Concentragdo de Goma considerando o 2°
PlANEJAMENTO. ...ttt ettt ettt ettt e e

Regressao multipla para a Conversao Yp/s considerando o 2° planejamento...

Regressdo multipla para a Viscosidade da Goma (solug¢do 1%) considerando
0 2° PlanJameNtO........cccveeeiieeeiiiee et e ecteeeite et e et e et e e e e e e e aaeeeaaeas

16
19

32

32
44
45
53

53
54

55
69

70
73

75

79

80

81
83

v



Tabela 4.10 -

Tabela 4.11 -

Tabela 4.12 -

Tabela 4.13 -

Tabela 4.14 -

Tabela 4.15 -

Tabela 4.16 -

Respostas estudadas na melhor condicdo experimental comparadas ao
modelo estatistico aplicado para diferentes planejamentos.............ccccecueenneeee.

Parametros cinéticos determinados na condi¢do otimizada comparados com
A JIEETATUTA. ...ttt ettt et ettt e st eebeesaeeens

Razdes molares dos principais constituintes da xantana para diferentes
linhagens de XanthomON@S............ccccveueienieniiiieieeceee e

Valores para K e n em vérias solugdes combinando goma xantana/WPI
(whey protein isolate) a pH 7 ¢ T = 20°C (Modelo de Ostwald-de-Waele).....

Efeito da concentracdo de goma xantana nos parametros do modelo “power-
law” e na viscosidade aparente (1,) a 100 s" da mistura” (5% w/w) de goma
Xantana-amido d€ AITOZ........coouuiiuiiiiiiiiieiie ettt

Valores de viscosidade intrinseca para a goma xantana, goma locust bean
(LBG), e seus blends com adicdo de trés sais em concentragdes
SCLECIONAAAS. ... ettt

Dados termogravimétricos (TGA e DTG) de polissacarideos naturais e
MOAIFICAAOS. ...ttt

88

90

92

104

106



vi
RESUMO

A producdo de goma xantana e a sua caracterizagao estrutural decorrente das condi¢des otimizadas
através de planejamentos experimentais foram os principais objetivos desse estudo. Vérios relatos
apontam o caldo de cana-de-acicar como excelente matéria-prima para a elabora¢do de meios
fermentesciveis, sob a acdo de diferentes espécies microbianas, (bactérias, leveduras, fungos) na
biossintese de produtos de interesse comercial. Nesse contexto, frente a oferta de cana nos cultivares
do Brasil, esta pesquisa foi motivada ao desenvolvimento de goma xantana por Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459 utilizando caldo de cana diluido para experimentos com
duragdo de 24 h, através de uma seqiiéncia definida por duas matrizes, construidas a partir do
Software Statistica. A primeira delas, selecionada para verificar os efeitos das concentragdes de
sacarose (12,13 a 37,87 g.L'l), extrato de levedura (maximo de 6,0 g.L'l) e nitrato de amonio
(méaximo de 1,714 g.L''") nas respostas que indicam a performance do processo (concentragio de
goma, conversdo de substrato a produto (Ypss), € viscosidade aparente da xantana em solugdo). A
segunda matriz complementar a primeira, consolidou as interacdes advindas da velocidade de
agitacdo (500 a 1000 rpm) e da taxa de aeragdo (0,25 a 0,75 vvm) no comportamento nao-
newtoniano do sistema. ApOds interpretacdo das respostas, considerando as curvas de contorno
geradas pelos modelos ajustados, os custos envolvidos na biotransformagdo, selecionou-se esse
conjunto de variaveis (27,0 g.L'1 de sacarose; 1,8 g.L'1 de extrato de levedura; 0,8 g.L'1 NH4NO;;
750 rpm e 0,35 vvm) para prosseguir a predicdo dos parametros cinéticos do modelo de Weiss &
Ollis (1980), por ajuste dos dados experimentais (crescimento celular, consumo de substrato e
formagdo de produto) e, a caracterizacdo da estrutural da goma xantana. Esse ensaio promoveu
16,40 g.L"' de goma, conversdo Ypss igual a 0,61 g.g”' e viscosidade da solugdo 1% (m/v) 23000,0
cP a 0,75 s”'. A massa molecular (My) e o teor de acucar total obtidos para a xantana, considerando
a polimerizagdo conduzida no ponto 6timo foram 4,172*10° Da e 85,3%, respectivamente, assim
distribuidos, em glucose 43%, manose 32% e acido glucurénico 24% na propor¢ao 1,79:1,33:1. O
espectro de infravermelho registrou grupos marcantes na elucidacdo do composto e, quando as
amostras, comercial e otimizada, sujeitas a comparagdo, emitiram suas bandas em regides de
comprimento de ondas equivalentes, a similaridade das xantanas se confirmou. A goma, ainda, foi
avaliada pela técnica da Ressondncia Magnética Nuclear de Proton (RMN 'H) sendo, portanto,
identificada em ultimo estagio por deslocamentos quimicos (6 ppm) comuns ao nucleo de
hidrogénio como a presenca de protons a-anoméricos e prétons de carbonos [ de hexoses ou
pentoses, protons de carbonos conectados a oxigénio, préton de H6 de ramnose e prétons de acidos
glucurdnicos e urdnicos. Adicionalmente aos principais propodsitos deste estudo, uma fermentagdo
complementar utilizando hidrolisado de caldo de cana a 40 g.L"' de sacarose, por a¢do da invertase,
teve seu desempenho voltado para a propagacio celular (7,57 g.L') em detrimento a biossintese

(13,70 g.L"") normalmente reportada.

Palavras-chaves: caldo-de-cana, biopolimeros, goma xantana, propriedades reoldgicas,

caracterizagao molecular.
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ABSTRACT

Xanthan gum production and its structural characterization under the conditions optimized by
experimental design were the main objectives of this study. Several reports point to the sugar
cane broth as an excellent raw material for the production of fermentable media, under the
microbial species different action (bacteria, yeasts, fungi) in the products biosynthesis of
commercial interest. In this context, the forward supply of sugarcane cultivars in Brazil, this
research was motivated the development of xanthan gum by Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459 using diluted sugar cane broth for experiments with during 24 h,
through a sequence defined by two design, built from the Statistica Software. The first one
selected to evaluate the effects of sucrose (12.13 to 37.87 g.L™"), yeast extract (until 6.0 g.L™")
and ammonium nitrate (until 1.714 g.L™") concentrations in the responses that indicate the
process performance (gum concentration, conversion of substrate to product (Yps), and
apparent viscosity of xanthan solution). The second design complementary to the first
consolidated the interactions due the agitation speed (500 to 1000 rpm) and aeration rate (0.25
to 0.75 vvm) in non-Newtonian behavior of the system. After interpretation of responses,
considering the contour curves generated by the adjusted models, the costs involved in the
biotransformation was selected this set of variables (27.0 g.L"' sucrose, 1.8 g.L' yeast extract,
0.8 g.L"' NH4NO;, 750 rpm and 0.35 vvm) to proceed the kinetic parameters prediction of the
Weiss & Ollis (1980) model, by adjusting the experimental data (cell growth, substrate
consumption and product formation) and, the structural characterization of xanthan gum. This
test has reached 16.40 g.L"' of gum, conversion Yp;s equal to 0.61 g.g” and viscosity of 1%
(W/v) 23000.0 cP at 0.75 s™'. The molecular weight (MW) and total sugar content obtained for
the gum, considering the polymerization carried out at the optimum point were 4.172*10° Da
and 85.3%, respectively, distributed in 43% glucose, 32% mannose and glucuronic acid 24% in
the 1.79:1.33:1 proportion. The infrared spectrum recorded remarkable groups in the
elucidation of the compound and, when the samples, commercial and optimized, subject to
comparison, sent their bands in the regions of wavelength equivalent to the gum similarity has
been confirmed. The gum also was evaluated using the Nuclear Magnetic Resonance Proton
(‘"H NMR) technique and, therefore, identified in the last stage by common chemical shifts (5
ppm) the hydrogen nucleus and the presence proton at a-anomeric and proton at B carbon of
hexoses or pentoses, proton of carbon connected to oxygen, proton H6 of rhamnose and proton
of glucuronic and uronic acid. Additionally to the main purposes of this study, an
complementary fermentation using sugarcane broth hydrolyzate at 40 g.L”' sucrose by
invertase action, had its performance to the cell growth (7.57 g.L'") over the biosynthesis
(13.70 g.L'™") usually reported.

Keywords: sugar cane broth, biopolymers, xanthan gum, rheological properties, molecular
characterization.
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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 (EPS) microbianos de valor econdmico agregado, comumente
encontrados, sdo dextrana, xantana e gelana embora outras gomas possam apresentar também
importéncia industrial (ASHTAPUTRE & SHAH, 1995; GLAZER & NIKAIDO, 1995; KHAN
et al., 2007). A principal caracteristica exibida por estes polissacarideos € a capacidade para
modificar de maneira especifica a reologia das solugdes.

A potencialidade do uso de biopolimeros na moderna industria de alimentos € um
consenso na literatura existente. Diversos autores, entre eles SANDERSON (1981 e 1990),
RINAUDO (1993), MISAKI (1993), MARIUZZO et al. (1993) e SCAMPARINI (1993)
concordam que, devido as suas propriedades funcionais versateis, os biopolimeros podem se
tornar uma ferramenta poderosa para se criarem novas texturas e, conseqlientemente, permitir a
criacdo de produtos diferenciados.

A goma xantana é um biopolimero classificado como hetero-exopolissacarideo
ramificado, aniénico, produzido por fermentagdo, empregando a bactéria Xanthomonas. 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 colOnias sdo geralmente lisas, viscosas e amarelas, resultantes da producdo de um
pigmento insoldvel em &gua conhecido como xantomonadinas (BRADBURY, 1984). Esse
pesquisador revela ainda que tais microrganismos possuem metabolismo energeético aerobio, sdo
quimiorganotroficos, sendo capazes de utilizar como fonte de carbono diversos carboidratos e
sais de acidos 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 concentrac@es, compatibilidade e
estabilidade com a maioria dos sais metalicos, excelente solubilidade e estabilidade tanto em
meio &cido 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,
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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).

Publicac®es 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 produgéo de xantana no mercado americano iniciou-se por volta de 1967 e mais tarde
na Europa, sendo entdo considerada como modelo para a fabricacdo de outros biopolimeros
(COLEGROVE, 1983; GODET, 1973; SANDFORD, 1979; SLODKI & CADMUS, 1978). Nos
Estados Unidos, a goma xantana foi aprovada para utilizagdo em alimento humano em 1969
(KENNEDY & BRADSHAW, 1984). Dois anos depois, 0 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.

CH,OH CH,OH

Coo- M* g=CH, o OH

e
c OH OH
CH{ o : M’ = Na, K, 1/2 Ca

Figura 1.1 — Unidade estrutural repetitiva da goma xantana.
Fonte: Rosalam, S. & England, R. (2006)

Como pode ser observado na Figura 1.1, a xantana é constituida por uma unidade

pentassacaridica composta por glicose, manose e acido glucurénico na proporc¢éo de 2:2:1, além
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dos grupamentos substituintes acetila e piruvato. A cadeia principal desta goma é formada por
unidades de B-D-glicose, ligadas nas posi¢des 1 e 4. A estrutura quimica do esqueleto polimérico
é, portanto, idéntica a da celulose (JANSSON et al., 1975; MARZOCCA et al., 1991; MORRIS
etal., 1993; ROSALAM & ENGLAND, 2006).

Os principais produtores de xantana sdao Merck, Kelco, e Pfizer nos Estados Unidos;
Rhoéne Poulenc, Mero-Rousselot-Santia e Sanofi-EIf na Franca; Saidy Chemical na China; e
Jungbunzlauer na Austria (Garcia-Ochoa et al., 2000; Pradella, 2006). A producdo mundial de
goma xantana é 30.000 tons/ano (Skaracis et al., 2003; Pradella, 2006), enquanto seu consumo
nos Estados Unidos tem uma taxa de crescimento anual entre 5-10% (Harcum & Yoo, 1999). A
xantana tem mercado de aproximadamente US$ 270 milhdes e as proje¢des para 2015 superam a
expectativa de US$ 400 milhGes atingindo uma produgdo de 80.000 tons/ano (Pradella, 2006).
Vorhélter et al. (2008) divulgaram que atualmente 86.000 tons/ano desta goma sao destinadas ao
abastecimento dos mais variados setores de consumo.

As fontes de carbono mais comumente empregadas na sintese da goma xantana pelos
principais paises produtores sdo os carboidratos como amido, hidrolisado de amido, xarope de
milho, glicose e sacarose. O Brasil ocupa uma posicao privilegiada como produtor de cana-de-
acucar movimentando diversos setores da economia e atraindo investimentos. O caldo de cana é,
sem dlvida, uma matéria-prima nobre, pois sua composi¢do quimica apresenta elevado teor de
sacarose, sais minerais e vitaminas, o que lhe confere um valor nutritivo excepcional. Esses
aspectos, dentre outros, certamente 0 tornam um 6timo meio de producdo de goma Xantana,
desde que pesquisas fossem empreendidas para dimensionar as inimeras variaveis de processo.
Se tal incentivo ganhasse destaque, o Brasil passaria de importador a produtor de goma com a
vantagem de operar unidades fabris a custos comparativamente mais baixos e em condic¢des de
oferecer ao mercado precos aquém dos praticados pelo mercado internacional, uma vez que, sua
matéria-prima requer minima suplementacdo e dispensa processamentos onerosos.

Nesse contexto, abordar a “Producdo e a Caracterizagdo de Goma Xantana Empregando
Caldo de Cana” é vincular caracteristicas essenciais ao produto final, desde a definicdo da
matéria-prima até a extracdo do EPS para posterior analise estrutural da biomolécula. Técnicas
de otimizacdo com base em planejamentos experimentais (Composto Central e Fatorial),
modelos matematicos fenomenoldgicos nao-estruturados, capacidade de transferéncia de massa
do meio selecionado, direcionaram a fase de producdo para indiscutivelmente qualificar o

biopolimero produzido.
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Logo, baseando-se nas consideragdes expostas, 0 objetivo geral desse estudo foi: produzir
e caracterizar goma xantana biossintetizada a partir de caldo de cana diluido. Em decorréncia, 0s
objetivos especificos foram: selecionar em condic¢des definidas de processo a melhor fonte de
nitrogénio; otimizar variaveis tais como, concentracdo de sacarose, concentracdo de extrato de
levedura, concentracdo de nitrato de amonio, velocidade de agitacdo e aeracdo, por meio de
planejamentos experimentais; determinar a cinética de formacao do biopolimero no ponto 6timo;
utilizar caldo de cana hidrolisado por acdo da invertase como teste de controle para avaliar a
performance da glicose frente a sacarose e, adicionalmente, analisar a composi¢do quimica da
goma quantificando seus monossacarideos, obter informaces do comportamento reoldgico,
conhecer 0 mecanismo de decomposicao térmica e, sobretudo, coletar dados dos espectros de

infravermelho FTIR e de ressonancia de préton *H-RMN.
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2.1 — Introducéo a Biopolimeros

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

Morfol ogicamente sdo trés os tipos de biopolimeros encontrados: intracelular, da parede
celular e extracelular. Por razbes praticas, os microrganismos que produzem polissacarideo
extracelular livre sG0 os primeiros a serem explorados, para evitar o0s procedimentos
dispendiosos de purificagdo que sd0 necessarios aos outros tipos de polissacarideos. Os
polissacarideos extracelulares tém um grande potencia industrial, porque podem ser extraidos
em grandes quantidades no meio liquido (McNEELY & KANG, 1973 apud VENDRUSCOLO,
1995). Também, por razdes Obvias, polissacarideos extracelulares provenientes de
microrganismos causadores de doengas humanas tém sido evitados. Felizmente, existem muitos
microrganismos nao-patogénicos ao homem, que produzem polissacarideos extracelulares
(SANDFORD, 1979).

Os biopolimeros extracel ulares estdo |ocalizados fora da parede celular, sendo que alguns
sd0 encontrados ligados as células, como uma verdadeira capsula. No entanto, outros sdo
excretados pelas células no meio de crescimento. Provavelmente, o polissacarideo extracelular
tenha a funcdo natural de proteger o microrganismo contra varios fatores adversos do meio
ambiente. Por exemplo: quando na forma de cépsula, serviria como protetor contra ataques de
fagécitos (WILKINSON, 1958 apud VENDRUSCOLO, 1995).

Em geral, o polissacarideo ndo aparece como fungdo de reserva de fonte de energia. A
bactéria normalmente ndo € capaz de catabolizar o préprio polissacarideo extracelular
(WILKINSON, 1958 apud VENDRUSCOLO, 1995). Outros autores, como LOPEZ &
BACKING (1968) e BEKING (1974), no entanto, mostraram que a producéo do biopolimero,
apos atingir um maximo de rendimento, diminuia drasticamente. Os autores consideraram que 0
biopolimero foi utilizado para o crescimento das células, visto que o nivel de polissacarideo
decrescia concomitantemente com o aumento do nimero de células.

Os polissacarideos  extracelulares podem  ser  homopolissacarideos  ou
heteropolissacarideos e quanto a sua estrutura podem ser lineares ou ramificados (GARRET &
GRISHAM, 1997). Para sintese de homopolissacarideo, € requerido um carboidrato especifico,
porque polissacarideos como a dextrana e levana, sdo produzidos, geralmente, por uma soO
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enzima ou por um sistema simples de enzimas. Por causa da simplicidade do sistema, séo
facilmente adaptados para producdo livre de células, ou sga, por sintese enziméticaa Em
contraste, 0s heteropolissacarideos sdo formados a partir de qualquer fonte de carbono utilizavel,
embora a eficiéncia varie consideravel mente, porque o sistema de enzimas é complexo. Para esse
tipo de sistema, a sintese por enzimas ndo esta ainda elucidada (WILKINSON, 1958 apud
VENDRUSCOLO, 1995; SANDFORD, 1982).

Os polissacarideos, as proteinas, e 0s acidos nucléicos se enguadram como
macromoléculas organicas naturais e como exemplo de macromoléculas naturais inorganicas
merece destague, o diamante, agrafite e asilica(MANO, 1985).

Segundo Walton & Blackwell (1973), a producéo de biopolimeros pela sintese biolégica
in vivo envolve macromol éculas como proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos.

Os polissacarideos ocorrem em gquase todos 0s seres vivos e desempenham varias
fungdes, muitas das quais ainda ndo esclarecidas. Estas macromoléculas so formadas pela unido
de vérias unidades monossacaridicas ou de seus derivados, como os agucares aminados, acidos
urdnicos e outros, através 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 dissolucéo destas moléculas em agua ocorre por um processo continuo de
hidratacdo, com substituicdo das ligactes polimero-polimero, por ligagdes polimero-solvente.

Uma caracteristica importante dos polissacarideos é a sua carga iénica. Sdo classificados
como aniénicos, neutros ou catidnicos. Exemplos de polissacarideos microbianos aniénicos
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 sollveis aumentando substancialmente a viscosidade do caldo em fermentacéo.
Estes séo os mais produzidos industrialmente.

Os exopolissacarideos séo produzidos largamente por bactérias e microalgas €, menos
freglientemente, 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 producéo de biopolimeros. Segundo
Sutherland (1990), os polimeros microbianos apresentam alto grau de regularidade, uma vez que,
estdo isentos de flutuagbes de ordem climdtica ou sazonais, fato raro de ocorrer nos

polissacarideos obtidos a partir de outras fontes.
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Kay et al. (1993) enfatizam que 0s biopolimeros sdo, ha sua maioria, compostos atoxicos,
biodegradavei's, 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, usuamente em solventes, mesmo a baixas
concentragOes, sdo 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 fermentagcdo, enquanto as modificadas sdo derivadas de polissacarideo, como a
celulose. A Tabela 2.1 mostra os tipos e origens destes polissacarideos.

Tabela 2.1 — Classificagdo das gomas industriais em fungdo da origem.

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

Gomas microbianas ou biossintéticas | dextrana, xantana, gelana,

pululana, dentre outras

Carboximetilcelul ose,
Celulose metilcelulose,

hidroxietilcelulose

Modificadas ou Amido Dextrina, xantato de amilose,
Semi-sintéticas hidroxietilamido
Extrato de origem animal Derivados hidrossoltveis da
quitina
Derivadas da petroquimica Alcool palivinilico,

sais do é&cido poliacrilico,
Sintéticas polivinilpirrolidona,
policarboxivinil,

polimeros de Oxido de etileno.

Fonte: (GLICKSMAN, 1979; FENTANES, 1985)
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2.2 — Cana-de-agucar

De acordo com a Monsanto, o Brasil € o maior produtor de cana-de-aglcar do mundo,
responsavel por 25% da producdo mundial, sendo que 60% saem do estado de S&o 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 producéo de cana-de-acUcar nas Ultimas safras.

Tabela 2.2 — Producdo nacional de cana-de-agUcar nas Safras 98/99 a 2003/04.

Regido Canavieira SAFRAS

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
S3o Paulo 199.313.949 | 194.234.474 | 148.256.436 | 176.574.250 | 190.627.892 | 207.572.535
Demaisdo CS 70.209.046 | 69.735.142 58.842.621 | 67.645.273 | 77.920.050 91.024.783
Norte/Nordeste 45141192 | 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

Conforme Tabela 2.3 pode-se verificar que o caldo de cana € uma matéria-prima ricaem

sais minerais e agUcares sendo um substrato qualificado para a producdo de goma xantana.

Tabela 2.3 — Composi¢ado Quimica da Cana-de-agUcar.

Componentes Variagédo % Componentes Variacdo %
Agua 65- 75 Pentosana 1,75- 2,25
Acucares 12-18 Matérias minerais 0,10- 0,80
Si, K, Ca, Mg, Na,
efc.
Sacarose 11-18 Matérias nitrogenadas | 0,20 - 0,60

Aminoacidos, 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
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2.3 — Gomas oriundas de algas e de plantas
2.3.1 — 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 popul acéo.

Hoje existem muitas regifes produtoras de algas espal hadas 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 sd0 um grupo de polissacarideos naturais que estdo presentes
na estrutura celular de algas do tipo Rodophyceae. Tém a particularidade de formar colGides e
géis em meios aquosos a concentracbes muito baixas. Esses géis sdo transparentes e
termorreversivels, conseguindo uma ampla variedade de texturas desde muito el asticas e coesas,
até géis firmes e quebradicos, dependendo da combinac&o das fragdes que se utiliza. O poder de
gelificacdo da carragena € muito maior em leite devido a sua interagdo com a caseina
(CREDIDIO, 2003 - www.corpoclinico.com. br).

Devido a estas propriedades funcionais sdo amplamente utilizadas com diversas
aplicagbes naindustria alimenticia, além daindustria farmacéutica e cosmética.

A carragena esta catalogada pela Administracdo de Medicamentos e Alimentos dos EUA
(FDA - Foods and Drugs Administration) como ndo 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 concentragdo de 1,5% e 75°C, que corresponde a um peso molecular de
100.000) demonstrou que o produto € seguro (SOLER, 1993 - www.corpoclinico.com.br).

2.3.2 — Gomas oriundas de plantas

A acemanana, extraida da babosa (Aloe vera L.), comercialmente conhecida como
Carrysin®, Hidrogel® (NI et al.,2004 apud CAMPESTRINI, 2007), foi aprovada pelo FDA para
aplicacdo em ferimentos desde a década passada e, para tratamento da osteite alveolar
(TALMADGE et al., 2004 apud CAMPESTRINI, 2007). As glucomananas sa0 0s principais
polissacarideos de Aloe, com destague para a acemanana, o congtituinte mais estudado. A
acemanana € um polimero misto de mananas acetiladas, com cadeias de tamanhos variaveis,
formadas por residuos de manose e glucose unidos por ligagfes do tipo -(1—4) e com peso
molecular de aproximadamente 1*10° Da (TURNER et al., 2004; LEE, et al., 2001 apud
CAMPESTRINI, 2007). Em média, cada manose possui um grupamento acetil em uma das trés
posi¢cdes do anel (DIEHL & TEICHMULLER, 1998 apud CAMPESTRINI, 2007), caracteristica
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esta que corrobora para a denominacéo acemanana (ZHANG & TIZARD, 1996; NI et al., 2004
apud CAMPESTRINI, 2007).

A despeito dessas indicagdes, os mecanismos de agdo desta macromolécula no organismo
humano permanecem ndo completamente elucidados, carecendo, portanto, de maiores estudos.
Existe um crescente interesse comercial relacionado ao uso da babosa, tanto no setor cosmético
como no farmacéutico. Nesse sentido, diversos estudos tém demonstrado a utilizacdo da babosa
como fonte de compostos com atividades farmacolégicas, tais como as antraguinonas,
metabdlitos secundarios encontrados principalmente no extrato do parénquima clorofiliano
foliar, tendo a aoina como constituinte majoritério, e também os polissacarideos do extrato do
parénguima, com destaque para a acemanana.

Um dos aspectos que sucita maior interesse € o fato de que, por apresentar atividade
imunomodulatéria, este composto poderia atuar como um agente antitumoral. No contexto da
investigac&o pré-clinica da acemanana, os estudos relacionados a vasculogénese e angiogénese
s80 uma importante ferramenta no que concerne a elucidacao dos efeitos desse polissacarideo e
de outros compostos isolados da babosa na geragdo ou inibicdo da formacdo de vasos
(CAMPESTRINI, 2007).

Devido a gama de aplicagdes na &rea da salide humana, os produtos derivados da babosa
vém apresentando forte expansdo nos mercados nacional e internacional. Esse fato determina
uma maior demanda por matérias-primas de qualidade e o aumento da oferta da biomassa de
babosa pressupfe o incremento na produtividade e/ou expansdo da area dos cultivos
(CAMPESTRINI, 2007).

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 ligacOes
glicosidicas do tipo o (1—6) conforme Figura 2.1 (MURPHY & WHISTLER, 1973; KHAN et
al., 2007). Sua produgdo em larga escala teve inicio na Suécia, 1942 a 1944, na Inglaterra em
1947 e nos EUA em 1949. E largamente utilizada na indGstria farmacéutica, tendo seu uso ja
consagrado com fins clinicos, porém o0 seu potencial de aplicacdo se estende as industrias
quimica, petroquimica, fotogréfica e de aimentos (QUEIROZ, 1987; VILOCHE-BAZAN,
1994). A dextrana € um polissacarideo extracelular ramificado, sintetizado principalmente por

Leuconostoc mesenteroides em processo descontinuo tendo a sacarose como substrato.
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Ouitro tipo de processo para a producéo da dextrana em meio liquido € por via enzimética,
ou sgja, utilizando enzimas purificadas (sem a acéo 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 € produzida pela enzima dextranassacarase, uma
glicosiItransferase extracelular que catalisa a clivagem da sacarose e a transferéncia de residuos
glicosil a partir dessa clivagem para a cadeia de crescimento da dextrana. O processo envolve a
utilizacdo de um aclcar difosfo nucleotideo como o aclcar doador e a liberagdo de frutose
(ARGUELLO-MORALES et al., 1999; DOLS et al., 1998; GEREMIA et al., 1996).

Figura 2.1 — Estrutura quimica da dextrana.
Fonte: Khan, T. et al. (2007)

O estudo da producéo de biopolimeros via enzimética € de grande importancia, pois aém
de diminuir os riscos de contaminacdo, reduz os custos industriais do processo e 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 glucurénico e ramnose. A gelana, ilustrada na
Figura 2.2 (KHAN et al., 2007), € um agente gelificante, produzido e comercializado com o
nome de Gelrite (LOPES & ANDRADE, 1995; NAKAMURA et al., 1996). Foi descoberta em
1977 e aprovada pelo FDA em 1990, para uso limitado a alguns tipos de alimentos, como
geléias, coberturas paratortas e frutas, congelados, “fondant” e “marshmallow” (SANDERSON,
1990). Os géis obtidos com gelana sdo firmes, transparentes e brilhantes. Nesse contexto,
conforme Khan et al. (2007), gelana polimerizada por Pseudomonas elodea concentra na fragéo

polissacaridica elevado massa molecular (maior que 7x10* com 95% acima de 5x10° Da).
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Com relagéo a welana e ransana, sabe-se gque estes exopolissacarideos ramificados néo
formam gel, produzindo solugbes atamente viscosas e termoestavels. A welana é comercializada
pela Kelco sob a marca Biozan (LOPES & ANDRADE, 1995). E empregada como agente de
suspensdo e na manutencdo de fluidos de perfuragdo na prospeccdo de pocos de petréleo e na
mineracao.

Figura 2.2 — Estrutura quimica da gelana.
Fonte: Khan, T. et al. (2007)

Os alginatos séo obtidos comerciamente por extragdo em algas Macrocystis, Laminaria,
Ecklonia, Lessonia e Ascophyllum, sendo utilizados industrialmente como agentes gelificantes.
Os aginatos 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 ¢é formada exclusivamente por unidades de pB-D-glicose
(SUTHERLAND, 1990; WHISTLER & BeMILLER, 1993). Nas indUstrias, este biopolimero
pode ser utilizado como gelificante em ragdo animal, ligante para tabaco e como agente
imobilizador de enzimas. Em dezembro de 1996, tornou-se 0 3° hidrocol6ide aprovado pelo
FDA, ap6s a xantana e a gelana, sendo extensamente usado no Japdo em diversos alimentos
processados. A unidade estrutural da curdlana esta representada na Figura 2.3 (KHAN et al.,
2007).
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Figura 2.3 — Estrutura guimica da curdlana.
Fonte: Khan, T. et al. (2007)
Dentre os polissacarideos hidrossolGveis sintetizados por fungos, chamamos atencdo para
as gomas pululana e escleroglucana. As propriedades da pululana fazem deste biopolimero um
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excelente adesivo, espessante, estabilizante e agente de revestimento para vérias aplicagdes. E
usada para a fabricacdo de filmes de resisténcia mecanica adequados para embalagens de
produtos alimenticios e farmacos (PICTON et al., 1995).

Khan et al. (2007) publicaram um estudo minucioso direcionado a alguns
exopolissacarideos microbianos de importancia no mercado, entre eles, a pululana, descrita pela
primeira vez por meados de 1960, originada por processo fermentativo, a partir do fungo
Aureobasidium pullulans (Figura 2.4). Soltvel em &gua, possui carater i6nico neutro, consiste de
unidades de maltotriose and maltotetraose, com ambas as ligagdes o (1—6) ¢ a (1—4). A massa
molecular média varia de 1x10° a 1x10° Da.
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Figura 2.4 — Estrutura quimica da pululana.
Fonte: Khan, T. et al. (2007)

Escleroglucana é um polissacarideo neutro capsular secretado por certos fungos (GRASS
et al., 1996). Foi desenvolvida e patenteada, em 1967, pela empresa americana Pillsburry
Company, sendo produzida e comercializada pela industria francesa Sanofi Bio-Industries
(YALPANI & SANDFORD, 1987; LOPES & ANDRADE, 1995). Rezzoug et al. (2000)
investiram na realizacdo de experimentos batelada com duragcdo de aproximadamente 60 h,
fermentacdo aerdbica conduzida a 28-30°C, para obter escleroglucana (Figura 2.5) a partir de
um meio elaborado a base de glicose na presenca de Sclerotium rolfsii. No final do processo, a

recuperacdo com &lcool isopropilico, seguida da secagem garantiu 20 g.L™* de goma
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Figura 2.5 — Estrutura quimica da escleroglucana.
Fonte: Rezzoug, S. A. et al. (2000)

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

Succinoglicanas € o nome gené&ico de um grupo de polissacarideos anidnicos
ramificados, formados por unidades de D-glicose e D-galactose, sendo sintetizada por
Alcaligenes faecalis var. myxogenes, Pseudomonas sp., Agrobacterium sp. e Rhizobium meliloti
(HARADA et al., 1965). Além da analogia estrutural, as propriedades fisico-quimicas e
reol6gicas das succinoglucanas sdo bastante semelhantes aguelas descritas para a xantana. Esta
goma é produzida industrialmente pela Shell Co. inglesa. Os estudos mais promissores sobre a
sua utilizagdo sdo na recuperacdo do petréleo (LOPES & ANDRADE, 1995).

Outro exemplo que pode ser citado na lista de polissacarideos é o zanflo, do tipo
extracelular, produzido por uma bactéria Gram negativa, isolada pelo programa de “screening”,
efetuado pela empresa Kelco Co., EUA. Mesmo esse polissacarideo formando solucbes de maior
viscosidade que a xantana e sendo compativel com cétions, suas aplicacfes em alimentos ainda
ndo foi permitida, tendo sido utilizado, até o momento, como espessante em tintas latex
(SANDFORD, 1982 apud VENDRUSCOL O, 1995).

O biopolimero produzido por Beljerinckia sp. 7070 é denominado clairana. Pode ser
utilizada como agente de suspensdo, 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
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0 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 extracel ulares estdo envolvidas e sd0 secretadas na superficie da célula. Ja a sintese
de EPS (hetero e homopolissacarideos) por bactérias gram-negativas € intracelular
(SUTHERLAND, 2001) e instdvel em diferentes espécies bacterianas, como Xanthomonas
campestris (MARTINS & SA-CORREIA, 1994). Estudos bioguimicos e fisiolégicos
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 termopléastico 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 producdo permite a fabricagdo de
plésticos biodegradaveis.

CHRISTENSEN et al. (1985) apud VENDRUSCOLO (1995) relataram a capacidade
biossintética da bactéria Pseudomonas sp NCMB 2021, encontrada na agua do mar,
especiamente na producéo de biopolimero extracelular em duas fases: na fase exponencia de
crescimento, produz um biopolimero que forma solugdes muito viscosas em &gua, forma gel
reversivel em concentragfes elevadas, precipita com cétions multivalentes e, no final da fase
exponencial e na fase estaciondria, produz outro biopolimero que, mesmo em altas
concentragdes, forma solugdes aquosas com baixa viscosi dade.

MANRESA et al. (1987) apud VENDRUSCOLO (1995) estudaram a producdo de um
biopolimero extracelular por Pseudomonas sp GSP-910, isolada do solo. Este biopolimero forma
solugBes altamente viscosas em baixas concentractes, estveis na faixa de temperatura de 25 a
45° C e nafaixa de pH de 2 a 12, na presenca de sais monovalentes. Na presenca de cétions
divalentes, como Ca'*?, as solugdes contendo 1% deste polissacarideo gelificaram. Os autores
sugeriram as mesmas aplicagdes da xantana para este biopolimero.

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 andlise quimica revelou a presenca de glicose, galactose, acido glucurdnico, 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. A massa

molecular encontrada para este biopolimero foi na ordem de 1,1x10° Da.
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A Tabela 2.4 apresenta resumidamente gomas de origem microbiana com grande impacto
nas areasindustriais (ASHTAPUTRE & SHAH, 1995; GLAZER & NIKAIDO, 1995).

Tabela 2.4 — Gomas microbianas e suas aplicacdes industriais.

Gomas Microrganismo Composicéo Aplicacbes Industriais
Xantana Xanthomonas campestris B-D-glicose, manose| Espessante,
e &cido glucurénico | emulsificante,
estabilizante,
agente de suspensdo
Acetobacter sp.
Dextrana Leuconostoc mesenteroides | o-D-glicose Expansor sangliineo
Streptococcus mutans
Alginato Pseudomonas aeruginosa | Acidos D-manurénico | Agente gelificante
Azotobacter vinelandii e L-gulurdnico
Curdlana Alcaligenes faecalis -D-glicose Agente gelificante
Gelana Sphingomonas elodea D-glicose, ramnose e| Agente gelificante

acido glucurénico

Escleroglucana | Sclerotium glutanicum B-D-glicose Recuperacéo de
petréleo
Pululana Aureobasidium pullulans o-D-glicose e|Material plastico
maltotriose

Fonte: ASHTAPUTRE & SHAH, 1995; GLAZER & NIKAIDO, 1995

2.4.1 — Goma Xantana

A goma xantana é um heteropolissacarideo ramificado, aniénico, extracelular, produzido

em meio adequado por bactérias fitopatdgenas do género Xanthomonas (HASSLER &
DOFERTY, 1990; VOJNQV et al., 1998). A xantana apresenta massa molecular nafaixa de 1,5-
5,0x10’ Da e polidispersio entre 1,2 e 2 (KENNEDY & BRADSHAW, 1984; WHISTLER &
BeMILLER, 1993).

As principais rotas metabdlicas envolvidas para formacdo de xantana por Xanthomonas

campestris contemplam a via de Entner-Doudoroff, que cataboliza cerca de 80% da glicose

disponivel até piruvato, o qual segue para o ciclo dos acidos tricarboxilicos e a via das pentoses-
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fosfato que metaboliza a glicose remanescente (Figura 2.6) (ZAGALLO & WANG, 1967;
ROSEIRO et al., 1993; ROSALAM & ENGLAND, 2006).
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Figura2.6 — (A) Via Entner-Doudoroff; (B) Ciclo do acido tricarboxilico.
Fonte: Rosalam, S. & England, R. (2006)

Estudos mostram que a biossintese da xantana em Xanthomonas campestris pv.
campestris € controlada por um cluster de doze genes (QUMBCDEFGHIJKLM) (VOJNOQV et al.,
1998; VORHOLTER et al., 2008). As Figuras 2.7 e 2.8 correspondem a rotas propostas para

utilizacdo de carboidratos na sintese do EPS.
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Figura 2.7 — Reconstrucdo metabdlica descrita para elucidar a assimilagdo do carboidrato por
Xanthomonas campestris, incluindo intermedidrios fosforilados, precursores da
xantana, polimerizacdo das unidades repetitivas, secrecdo do EPS.

Fonte: Vorhdlter, F-J. et al. (2008)

A xantana 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-&cido glicurdnico e GDP-manose a partir da conversédo 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) polimerizacdo e excrecdo do
polissacarideo. O local preciso do processo de polimerizagdo e o estagio final da secrecdo do
EPS a partir da membrana citoplasmética, envolvendo a passagem através do periplasma e
membrana exterior e a excregdo para 0 ambiente extracelular, ainda sdo pouco elucidados
(HARDING et al., 1994; SUTHERLAND, 1997; SUTHERLAND, 2001; VORHOLTER &t al.,

2008). Alguns autores consideram que primeiro ocorre a polimerizagdo das unidades
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pentassacaridicas no interior da célula, e na seqiiéncia a excregdo 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 sao secretadas e posteriormente polimerizadas.
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Figura 2.8 — Modelo para a bi ossintese da goma xantana por Xanthomonas campestris.
Fonte: Vorhdlter, F-J. et al. (2008)
A Tabela 25 lista diversas aplicagbes da goma xantana na &ea de alimentos
desempenhando diferentes fungdes (SUTHERLAND, 1990; KHAN et al., 2007).

Tabela 2.5 — Fungdes da goma xantana e aplicagdes tipicas em alimentos.
Funcéo Aplicacéo tipica
Adesivo Panificacdo (confeitarias)
Agente de inchamento Alimentos dietéticos
Inibidora de cristalizacéo Xaropes, alimentos congelados

Agente de suspensio Suco de frutas, leite achocolatado
Emulsificante Molho para salada
Estabilizador de espuma Cervga

Agente gelificante Pudins, sobremesas

Estabilizador Maionese, sorvete, molhos para saladas
Inibidor de sineresis Queijo, alimentos congelados
Agente espessante Geléias, molhos

Fonte: SUTHERLAND, 1990
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2.5 — Microrganismos Produtores de Goma Xantana

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

A goma xantana comercial € produzida por linhagens de Xanthomonas campestris pv.
campestris pigmentadas, cujas colonias apresentam coloragdo amarela conforme ilustra a Figura
2.9 (RAMIREZ et al., 1988; BECKER et al., 1998).

Figura 2.9 — Aspecto da cultura de Xanthomonas campestris pv. campestris

Fonte: google / imagens/ Xanthomonas campestris (01/07/2005).

Embora a presenca do pigmento sga um parametro usado para a identificagdo, 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 nimero 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 S0 essencials ao processo de
fitopatogenicidade (GOUGH et al., 1988).
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Pierce & Palent (1990) sugeriram um teste diagnostico para a diferenciacdo de
Xanthomonas de outros géneros gque formam também col6nias amarelas, baseado na viscosi dade
de suspensdes bacterianas. Estes autores concluiram que o método é eficaz: todos os isolados que
apresentaram as maiores viscos dades 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 fitopatdgenas que causam
necrose, murchamento e apodrecimento de diversas plantas. A Unica excegdo é a Xanthomonas
maltophilia que se trata de um patdgeno oportunista de humanos. As lesdes nos vegetais séo
freqlentemente de cor amarelo forte e de consisténcia viscosa (HOLT et al., 1995). A Figura

2.10 mostra alesdo causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em folhas de couve.

Figura 2.10 — Lesdo causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em folhas de couve.
Fonte: google / imagens/ Xanthomonas campestris (01/07/2005).

Xanthomonas campestris € o0 agente causal da podridado negra e, dentro da familia das
cruciferas, praticamente todas as espécies do género Brassica sao 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)
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(RAMIREZ et al., 1988; GLAZER & NIKAIDO, 1995). A Figura 2.11 mostra a lesdo causada

por Xanthomonas campestris pv. campestris em repol ho.

Figura 2.11 — Podridéo negra causada por Xanthomonas campestris pv. campestris em repol ho.
Fonte: google / imagens / Xanthomonas campestris (01/07/2005).

A infeccdo € 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 hidantédios, que sdo
estruturas da margem da folha que permitem a planta excretar &gua. Elas, entdo, migram através
do sistema vascular e, progressivamente, causam clorose, deposicéo 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 selecdo de linhagens de Xanthomonas
campestris provenientes de habitats naturais como uma importante ferramenta que conduz a
escol ha de linhagens com melhor capaci dade produtiva e/ou novas propriedades reol 6gicas.

O uso de uma linhagem microbiana particular, juntamente com as condigdes 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) relataram 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).
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2.6 — Classificacdo e caracteristicas dos mostos

Quanto a classificacdo dos mostos, podem ser sintéticos ou complexos. Os mostos
sintéticos sdo0 aqueles cuja composicdo € conhecida quantitativamente e qualitativamente e é
usado em pesguisas quando se quer controlar exatamente o curso de uma fermentacdo. O
objetivo é saber a rota de fermentacdo, quais os substratos estdo sendo preferencialmente
utilizados pel os microrganismos. Tem um alto custo. Para mostos complexos, a composi¢ao nao
€ bem definida, enquadrando nesta categoria 0s meios naturais tais como: caldo de cana, melaco,
suco de uva, entre outros (BORZANI, 2001).

Os principais requerimentos basi cos que caracterizam 0s mostos séo:

1) Proporcionar o0 méaximo rendimento de produto ou biomassa por grama de substrato usado;
2) Produzir a méxima concentracdo de biomassa ou produto;

3) Permitir o méaximo rendimento na formacéo do produto;

4) Produzir o minimo de subprodutos indesgjaveis;

5) Ser de uma qualidade permanente e estar disponivel durante o ano todo;

6) Néo sofrer degradacdo durante a esterilizacao;

7) N&o devera causar problemas em outras etapas do processo fermentativo particularmente:

aeracado, agitacdo, extracdo, purificacéo e tratamentos dos efluentes.

2.7 — Processo Fermentativo

2.7.1 — Cineética do processo fermentativo

Nos processos de fermentacdo aerdbica, 0 microrganismo desenvolvendo sua atividade
vital em meios de elevada complexidade, transforma certas substancias em outras, podendo
conduzir a resultados de interesse econdmico. A célula viva é o agente responsavel pela
transformacdo, ela assimila diversos materiais, se reproduz e produz outras substancias,
alterando a composicédo do meio em que vive. Segundo BORZANI (1986), o problema para fazer
um estudo cinético reside em reconhecer dentre as diversas substancias consumidas e produzidas
pelo microrganismo, quais devem ser objeto de estudo. Durante a fermentagdo, variam as
concentragbes de nutrientes, de produtos e de células. Partindo-se da hipétese de que a
concentracdo de células € uma medida adequada da concentracdo do sistema enzimético, é obvio
que o estudo inicial sgjafeito em relagcdo a producéo de células. BORZANI (1986) sugere ainda
que seja determinada, inicialmente, a velocidade especifica de crescimento do microrganismo, e,
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em estudos mais completos, a velocidade especifica de formacdo do produto e a velocidade
especifica de consumo do substrato para avaliacéo de um processo fermentativo.

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

Um balanco do substrato utilizado para a producéo de polissacarideos pode ser escrito
pela Equacdo 2.1, que considera a conversao do substrato a massa celular e produto, bem como o
consumo de substrato para manutencéo:

dS 1 dXx 1 dP
_E:Y_XSEJF__JF KeX (2.1)

% Y% dt

em gue o ultimo termo desta Equac&o corresponde ao substrato usado para atividades como
motilidade celular, trabalho osmatico, estocagem de nutrientes e outros processos relacionados a
fungdes de manutencdo (MULCHANDINI et al., 1988).

2.7.1.1 — Modelagem matematica de processos fermentativos

A modelagem matemética de processos fermentativos pode ser definida como a tentativa
de representar, por equagbes matematicas, os balancos de massa para cada componente no
biorreator, associados as complexas transformagdes bioquimicas que ocorrem no Processo e as
vel ocidades com que essas transformagdes se processam. Em razéo da complexidade do processo
real, somada as limitagbes mateméticas, os modelos sdo baseados, na grande maioria, na
idealidade e, em geral, fornecem uma representacdo fiel de apenas algumas das propriedades do
processo.

Do ponto de vista da engenharia bioguimica, o desenvolvimento da modelagem
matemética dos processos fermentativos permite atingir, entre outros, os seguintes objetivos:
organizar informagdes desconexas a respeito dos fendmenos biol 6gicos num conjunto coerente;
pensar (e calcular) logicamente a respeito de quais componentes e interacdes sdo importantes
num sistema complexo; descobrir novas estratégias para explicar o comportamento das células
submetidas a determinados ambientes e, finalmente, entender as caracteristicas qualitativamente

essenciais de alguns processos.
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O objetivo principa da modelagem matemética e simulagdo, como ferramenta do
desenvolvimento tecnol égico de processos fermentativos, € prever o comportamento dinamico e
estacionario do processo, inclusive em condi¢Bes ndo testadas empiricamente, possibilitando a
determinacdo das condi¢cBes operacionais economicamente Gtimas do sistema, auxiliando no
projeto e gjuste de algoritmos de controle, no qual 0 modelo matematico formulado passa a ser
parte integrante do mesmo (BORZANI, 2001).

Os processos fermentativos incorporam uma série de caracteristicas que os diferenciam
dos processos quimicos, o que pode explicar as dificuldades encontradas na formulacdo de
modelos matematicos que representem adequadamente estes processos, ao contré&rio do que
ocorre COm 0S Processos quimicos convencionais. Entre essas caracteristicas podem ser citadas
as seguintes. baixas concentracdes e baixas velocidades de reacdo, como resultado da utilizacdo
de um meio diluido; complexidade da mistura reagente e capacidade do sistema (células
microbianas) de sintetizar seu proprio catalisador; conhecimento insuficiente de varios dos
fendbmenos limitantes das velocidades de producéo e falta de sensores para automagéo on-line;
problemas de esterilidade, seguranca e eventualmente da toxicidade dos processos fermentativos
(BORZANI, 2001).

2.7.1.2 — Modelos fenomenoldgicos

Baseiam-se na formulagdo de hipdteses e correlacbes tedricas ou empiricas para explicar
os fenbmenos e 0 comportamento das variaveis do processo observadas experimentalmente. Um
modelo fenomenoldgico € constituido por um conjunto de relacdes matematicas entre as
variaveis de interesse do sistema em estudo.

E desgéavel que os modelos sgam, na medida do possivel, fundamentais, ou sgja,
baseados nas equacdes de conservacdo de massa, energia e quantidade de movimento e em
principios fisico-quimicos, uma vez que isto confere maior confiangca em interpolacbes e
extrapolacfes, quando comparado com modelos puramente empiricos. Entretanto, mesmo em
modelos fundamentais, é freqliente que o calculo de um ou mais parametros segja baseado em
equacdes empiricas (BORZANI, 2001).

Na formulagio de um modelo matematico fenomenologico convencional séo
normal mente, utilizadas equacdes que podem ser classificadas em:

v equagdes de balanco ou de conservagao;
v’ equagles de velocidade;

v" equacdes termodinamicas.
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Enquanto as equacdes de balango, de velocidade de transporte e termodindmicas sdo
passiveis de padronizacao, as equacdes de velocidade de transformacdo, ou equacdes cinéticas,
s80 especificas para 0s processos fermentativos e constituem os chamados model os cinéticos.

Os modelos cinéticos de processos fermentativos podem ser classificados, quanto ao
numero de componentes usados na representacéo celular, em dois tipos, conforme se detalha a
seguir.

v' Modelos ndo estruturados. 0 material celular é representado por uma Unica variavel, por
exemplo, a massa celular ou 0 nimero de células, sem considerar variagdes de componentes
intracelulares, ou usar tais variacfes na previsdo do comportamento cinético do processo;

v' Modelos estruturados: as células sdo descritas com maiores detalhes, considerando, por
exemplo, componentes intracelulares, permitindo descrever o estado das células e sua adaptacdo
as mudancgas do meio ambiente.

Quanto a heterogeneidade da populacdo microbiana, os modelos cinéticos também séo
classificados em duas categorias, descritas a seguir.

v' Modelos ndo segregados. a populacdo celular é considerada homogénea, isto €, todas as
células apresentam 0 mesmo comportamento;

v' Modelos segregados: as células sdo consideradas discretas, como individuos de uma
populacdo heterogénea, com distribuicdo de idade, de tamanho e de propriedades celulares.

Obviamente, os modelos segregados e estruturados oferecem uma descricdo mais
detalhada do comportamento cinético do processo fermentativo que os ndo segregados e 0s nao
estruturados, mas a custa de maior complexidade e maior esforco computaciona requerido
(BORZANI, 2001).

Um exemplo de modelo cinético do tipo ndo-estruturado é o de Weiss & Ollis (1980),
composto por equagdes de Verhulst-Pearl e Luedeking-Piret dado por:

dX X
=g X1
k(i
d_P:md_X_FﬂX
dt dt
1 (2.3)
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_E :ad_x+ﬁx
dt dt
1 (2.4),
sendo o =——

X/s

sendo que, X, S e Preferem-se acélula, substrato e produto;
Limex, — Vel oci dade especifica méxima de crescimento (h'™);
Xmax, — concentracdo celular méxima (g/L);

m — produto associado ao crescimento celular (gP/gX);

A — produto ndo-associado ao crescimento celular gP/(gX.h);
o — consumo de substrato devido ao crescimento celular (gS/gX); e
S — consumo de substrato para manutencéo celular gS/(gXx.h).

Note que, a partir das equacles 2.2, 2.3 e 2.4, torna-se fundamental conhecer dados
experimentais de (X, S e P) em fungdo do tempo, para que sgja possivel a determinacdo dos
parametros (Limax., Xmex, M, A, a € ) por meio de um agoritmo de resposta mdltipla, com auxilio
de métodos numéricos. Finalmente, o fator de conversdo de substrato a produto Y ps calculado

pelo modelo é dado pelarelacdo (m/«), conforme equagdes descritas acima.

2.7.2 — Condicdes de producgdo da Goma Xantana

O efeito das condigdes ambientais sobre a producdo de polissacarideo extracelular tem
sido estudado, e, como regra geral, para fornecer os nutrientes necessarios a0 crescimento e
producdo do biopolimero, 0 meio deve ter carboidrato, sais de amdnio ou aminoacidos e um
numero de sais inorganicos gque servem também como fonte de ions e atuam como cofatores na
sintese do polissacarideo (BRESTSCHER & KAISER, 1978; MIAN et al., 1978 apud
VENDRUSCOLO, 1995).

Desde 1961, quando Rogovin et al. publicaram o primeiro trabalho sobre producéo de
goma xantana, muitos outros se seguiram, nos quais foram estudados véarios aspectos do processo
fermentativo, por Xanthomonas campestris.

Concentragdes iniciais de glicose de 1 a 10% foram testadas por Rogovin et al. (1961),
quando observaram um decréscimo acentuado do rendimento em polimero, calculado com base
na concentracdo inicial de glicose no meio, a medida que esta era aumentada. A maior conversao
de glicose em polimero (90%) foi obtida para concentragdo inicia de 1%. Concentracfes

crescentes de polimero no meio foram observadas como consequéncia do aumento da
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concentracao 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
fermentagdo. Os autores sugeriram que a concentragcdo Otima de glicose inicial situava-se na
faixade 2,5 — 3,0%.

Os primeiros estudos nutricionais sobre a composicdo do meio de producdo 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 concentragdo inicia de 4%.
Foi também observado efeito estimulante para a formagdo 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 concentracfes 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) relataram que fermentagbes com concentragoes
iniciais de glicose acima de 2% sdo complicadas pela ata viscosidade apresentada e por
problemas de mistura, que reduzem a conversdo, aumentam o tempo de processo e 0S custos
operacionais.

SUTHERLAND (1982), em uma extensa revisdo, com mais de 150 trabalhos, mostrou a
influéncia da composicdo do meio de cultura, especialmente quanto a fonte de carbono,
nitrogénio e ions, na producdo de polissacarideo extracelular. A composicdo do biopolimero
independe da natureza ou do tipo de carboidrato selecionado como fonte de carbono (LILLY et
al., 1958; UHLINGER & WHITE, 1983; SUTHERLAND, 1982 e MANRESA et al., 1987 apud
VENDRUSCOLO, 1995). No entanto, a composicdo global do meio e as concentracfes de seus
constituintes podem influenciar o rendimento do biopolimero. A maioria dos meios de producéo
€ baseada na alta relacdo entre carbono e nitrogénio, a qual favorece a producéo de biopolimero,
segundo DUGUID & WILKINSON, 1958 e CORPE, 1964. Nutrientes limitantes, como enxofre,
magnésio, potassio e fosforo, foram empregados em substituicdo ao nitrogénio (WILKINSON,
1958). De acordo com SUTHERLAND (1983), foi observado que, em culturas continuas, o
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polissacarideo difere nas propriedades reolégicas como no grau de acilacdo, conforme o
nutriente limitante utilizado.

CADMUS et al. (1976), em estudos pesguisando meio sintético na producéo de goma
xantana, concluiram que baixos teores de nitrogénio (0,1%) e ar (0,25 litro/min) favoreceram a
formacdo de xantana com baixo teor de piruvato, enquanto que, o aumento de nitrogénio (1,5%)
e fluxo de ar (1,5 litro/min), juntamente com a adi¢éo de K;HPO,, proporcionou a formagdo da
xantana com alto teor de piruvato.

As fontes de carbono mais exploradas na producéo de biopolimero sdo a glicose e a
sacarose. Na biossintese da xantana suas concentracfes variam de 2 a 7% (CHEN et al., 1975;
CHEN & TSOU, 1976; JEANES et al., 1976 e 1977, CADMUS et al., 1976 e 1978; SOUW &
DEMAIN, 1979; GARCIA-CRUZ, 1983 e MOCHI & SCAMPARINI, 1993). Além do tipo de
substrato utilizado, a concentragéo inicial deste no meio de cultivo parece ser um fator decisivo
para 0 sucesso do processo fermentativo.

Thonart et al. (1985) concluiram que a producéo de biopolimero é altamente dependente
da concentracdo inicial de aclcar, enquanto o crescimento do microrganismo ndo. Foi relatada
uma producdo decrescente de biopolimero a medida que a concentracdo inicial de glicose foi
aumentada, caindo rapidamente a razdo biopolimero/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 parciamente
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 fermentacéo, devido a formacéo de acidos
organicos e de radicais acidos existentes na prépria 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 adicéo de base ao processo. O controle do pH permite,
assim, que a sintese do polissacarideo continue até a exaustédo do carboidrato (WHISTLER &
BeMILLER, 1993).

A temperatura é uma das mais importantes varidveis que afetam a fermentacdo 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), redlizados 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 producdo de

Xantana, as temperaturas mais apropriadas estavam compreendidas entre 30-33°C.
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Além da temperatura, outras varidveis como a aeracdo e a agitacdo sdo igualmente
importantes para a boa conducéo do processo fermentativo da xantana. Galindo et al. (1989)
relatam que o controle dessas variaveis € de extrema relevancia, pois ocorrem muitas mudancas
nas propriedades reoldgicas do mosto devido a producdo do biopolimero tornando o sistema
bastante complexo em termos de mistura.

A aeracdo, ao contrério do que se pensa, hdo tem nenhum efeito no tempo de geracdo do
microrganismo, mas aumenta consideravelmente o total da massa bacteriana. A oxigenacéo,
além de manter a cultura por mais tempo em metabolismo oxidativo, gerando, portanto, mais
ATP para a biossintese, parece promover a oxidacdo de certos produtos que se acumulam no
meio de cultura, resultantes do proprio metabolismo celular, e que séo toxicos para as bactérias
(CASTRO, 1993 apud VENDRUSCOLO, 1995).

A agitacdo e a aeragao sdo fatores fundamentais a serem considerados nas fermentagoes
gue utilizam microrganismos aerdbicos, principalmente em processos continuos, no entanto, em
producdes descontinuas, a agitacdo e o volume de ar sdo também importantes, pois 0s processos
de reproducdo dos microrganismos ocorrem em presenca de oxigénio, e em determinadas
fermentagbes a necessidade de oxigénio ndo é sO para produzir células, mas também para
aumentar o rendimento dos seus produtos (BRUNELLO & CONCONE, 1986).

Xanthomonas campestris € 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 algodédo
ou hidrolisado de caseina (ROSEIRO et al., 1993). Tradicionamente, o nitrogénio tem sido o
nutriente limitante (SUTHERLAND, 1990) e bons rendimentos em xantana requerem valores
adequados para arelagdo carbono/nitrogénio (SUTHERLAND, 1990; ROSEIRO et al., 1992).

Além das fontes de carbono e nitrogénio para 0 meio de producdo da xantana, devem ser
adicionados fosforo, potassio, magnésio, calcio 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 melago de cana-de-aclcar e a linhagem de Xanthomonas campestris E-NRC-3. Alcancaram
para a melhor condicéo experimental 70,5 g/L de xantana, partindo de 25,0% de aclcar. Varias
fontes de nitrogénio foram empregadas, mas os autores concluiram que a melhor foi o cloreto de
amonio. O fator de conversio de substrato a produto obtido foi de 0,38 g.g ™.
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A producéo de xantana em escalaindustrial conforme WHISTLER & BeMILLER (1993)
permanece sendo realizada por operacdes em batelada, apesar das vantagens apresentadas pelo
sistera continuo. O risco de contaminagdo continua inviabilizando este sistema, impedindo desta
forma sua ampla utilizacdo pela indistria. Tém sido relatados alguns desenvolvimentos para o
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 aplicacdo da xantana formada.

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

A linhagem, as condic¢des de fermentagdo e composicdo do meio sdo responsaveis pelas
variagdes na estrutura da xantana e, conseqientemente, em suas propriedades. Logo, para a
producdo industrial, as condicdes de processo escol hidas dependerdo ndo somente do rendimento
desgjado, mas também, do uso final do polimero e, por conseguinte, da qualidade do produto
(SUTHERLAND, 1990; SUTHERLAND, 1996).

Umashankar et al. (1996) realizaram fermentagdo em batelada com o intuito de alcancar
o mais ato rendimento. Os fatores que influenciaram a produc&o, principalmente os nutrientes,
foram investigados. Eles concluiram gque 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, 6,0 g/lL e MgSO, 0,2 g/L.

Um estudo nutricional realizado por Garcia-Ochoa et al. (2000) mostrou que nitrogénio,
fosforo e magnésio influenciaram o crescimento de Xanthomonas campestris pv. campestris ao
passo que nitrogénio, fosforo e enxofre influenciaram a producdo de xantana. A composicao
6tima do meio de producdo deduzida por Garcia-Ochoa et al. (2000) foi a seguinte: sacarose
(40,0 g/L), &cido citrico (2,1 g/L), NHsNO3 (1,114 g/L), KH,PO, (2,866 g/L), MgCl, (0,507
g/L), Na,SO, (0,089 g/L), H3BO3 (0,006 g/L), ZnO (0,006 g/L), FeCl3.6H,0 (0,020 g/L), CaCOs
(0,020 g/L), e HCI concentrado (0,13 mL/L); e o pH foi gjustado para 7,0 acrescentando NaOH.

Skaracis et al. (2003) investigaram xarope de beterraba como fonte de carbono para

producdo de goma xantana a partir de Xanthomonas campestris ATCC 1395 e obtiveram 53,0
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g/L de xantana partindo de 175,0 g/L de xarope. O tempo de processo fermentativo foi 24 he o
meio de producdo foi fortificado com K,HPO, atuando como agente tamponante e nutriente para
crescimento celular.

Em termos de estrutura quimica, a presenca dos &cidos acético e piravico produzem
polissacarideos do tipo anidnico (SANDFORD & BAIRD, 1983 apud GARCIA-OCHOA et al.,
2000). Pode-se observar pela Tabela 2.6 a composicdo média de varios polissacarideos
produzidos por agumas bactérias do género Xanthomonas (KENNEDY & BRADSHAW, 1984
apud GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Tabela 2.6 — Composicdo percentua média de polissacarideos produzidos pela bactéria
Xanthomonas (adaptado de Kennedy & Bradshaw, 1984).

Bactéria D-glicose | D-manose D-acido Piruvato | Acetato
glucurdnico
X. campestris 30,1 27,3 14,9 7,1 6,5
X. fragaria 1822 24,6 26,1 14,0 4,9 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 34,9 30,2 17,9 6,6 6,3

Fonte: Garcia-Ochoa et al. (2000)

Lopez et al. (2003) pesguisaram hidrolisados de residuos é&cidos provenientes da
agricultura como fonte de carbono na producéo de xantanaAHW (wastes acid hydrolysates) e
avaliaram o percentua de &cido urénico, &cido acético, &cido piravico e a razéo acetil/piruvato
em amostras de xantana padrédo e de xantanasAHW produzida. A Tabela 2.7 mostra os

percentuai s desses componentes nas duas amostras.

Tabela 2.7 — Caracteristicas quimicas das amostras® de xantana.

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

&/ alores da média de cinco determinagdes. Média + desvio padréo.
Fonte: Lopez et al. (2003).
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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
composic¢ao dos meios de producédo A, B e C empregada por estes autores foi a seguinte: (Soro
de leite A: 2% soro, 0,5% K;HPO,, 0,01% MgS0O,, 0,003% MnCl,); (Soro de leite B: 2% soro,
0,5% K,HPQO,, 0,01% MgSO,, 0,003% MnCl,, 0,2% acido citrico); e (Soro de leite C: 2% soro,
0,5% K,;HPO,4, 0,01% MgSO,, 0,003% MnCl,, 0,2% acido citrico, 0,25% extrato de levedura).

GarciaCruz & Eto (2007) realizaram estudos visando a producdo de goma xantana
empregando Xanthomonas campestris por fermentacéo submersa e em estado sdlido. Segundo os
autores, a técnica por fermentacdo em estado sdlido (FES) vem sendo explorada para a producéo
de antibidticos, alcaldides, biocombustivel, enzimas, acidos organicos, entre outros. Para a
fermentacdo em estado solido, seus experimentos foram conduzidos usando como substratos
residuos agro-industriais de casca de citrus e farelo de trigo (1%, 2%, 3%, 4% e 5% P/P),
enquanto, glicose e sacarose, ambas na concentracado de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%, foram utilizadas
em fermentac8o submersa para estabelecer critérios comparativos quando da avaliacéo dos dois
tipos de processos. Sendo assim, os resultados mostraram que a glicose promoveu 0 maior
crescimento microbiano (1,012 g/L) e a sacarose, forneceu uma maior producdo de goma (19,73
g/L). Analisando o aproveitamento dos residuos agro-industriais, observaram para o farelo de
trigo que, tanto o crescimento microbiano (10,62 g/L) quanto a producéo de goma (80,23 g/L)
foram significativamente maiores em relagdo a casca de citrus. GarciaCruz & Eto (2007)
mencionaram ainda outro aspecto importante na distin¢cdo dos processos, o formato apresentado
pela goma. Na fermentacéo submersa, a goma obtida era em forma de granul os, enquanto que, na
fermentacdo em estado sélido, esta se apresentava na forma fibrosa, sendo semelhante em todas
as concentragoes.

Mediante 0 exposto, observa-se que muitos sdo os trabalhos cientificos publicados na
literatura abordando a producdo de biopolimeros, em especial a goma xantana, investigando
desde 0 seu surgimento até os dias atuais, condicdes Otimas para se acancar elevadas
produtividades, haja vista a sua grande utilizagdo. Soma-se a esses fatores a alternativa de
explorar, de maneira estratégica, o cado de cana como matéria-prima na obtencdo deste
biopolimero, uma vez que, seu uso nos mais variados segmentos da industria € consequiéncia
direta das suas propriedades funcionais, as quais estdo intrinsecamente relacionadas a forma de

conducé&o do processo em estudo.
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2.7.3 — Recuperacao e Purificagdo 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 desgjado (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 operaces
de “downstream” (HACKING, 1986).

Um método que pode ser usado para a recuperacdo da goma xantana consiste em
concentré-la pela evaporacdo do mosto. Esta técnica € possivel e vidvel 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 por meio da precipitagdo, pela
adicdo de um solvente adequado (MARGARITIS & PACE,1985). Smith & Pace (1982)
revisaram esquemas de recuperacao para polissacarideos microbianos. A precipitagdo baseada no
carater polieletrolitico do polissacarideo tem sido realizada pela adicdo de cétions (como
eletrélito) mono e polivalentes bem como pela utilizagdo de diversos tipos de solventes (acetona,
metanol, etanol, isopropanol, 1-butanol ou 1, 1, 1 - tricloroetano) como agentes precipitantes.

Apds a precipitagcdo, a goma € removida por equipamentos tradicionais como filtros ou
centrifugas e posteriormente os solidos obtidos neste estégio de separacdo sdo lavados com
solucdo (etanol/agua), para remocdo de grande parte das impurezas (sais inorganicos e
pigmentos), sendo, entdo secos a vacuo ou pela passagem forcada de ar quente ou gés inerte
(PACE & RIGHELATO, 1981). As condi¢cOes de secagem devem ser tais que evitem a
degradacd0 quimica, coloragdo excessiva ou mudangas na solubilidade do produto
(MARGARITIS & PACE, 1985). A xantana seca é entdo moida a uma granulometria pré-
determinada, dependendo da aplicacéo do produto.

O produto final moido obtido pela precipitagdo com solvente ndo deve conter células de
Xanthomonas campestris, pois afeta diretamente a performance do produto para uma
determinada aplicacdo, sendo, portanto, a sua remocédo essencia (MARGARITIS & PACE,
1985).

A presenca de certas enzimas formadas durante a producdo da goma pode causar
problemas em seu posterior processamento ou imprimir caracteristicas indesgjaveis ao produto

final, restringindo, por exemplo, a gama de materiais com 0s quais € compativel. A presenca de
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atividade celulolitica em gomas xantana comercialmente disponiveis impossibilita sua utilizacdo
em mistura com ésteres de celulase, como a carboximetilcelulose. Um método proposto para a
inativacdo da celulase, presente na goma xantana, € o tratamento do precipitado, ainda umido,
com um agente oxidante tal como o Oxido de propileno, propiolactona, glutaraldeido ou
pivalolactona (PACE & RIGHELATO, 1981; MARGARITIS & PACE, 1985).

2.8 — Reologia de Compostos Poliméricos

O termo reologia deriva do grego rhéos, que significa corrente ou fluxo, e designa a area
da ciéncia dedicada a deformacéo 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 mecanicas dos vérios
materiais sob inimeras condi¢cdes de deformacdo, quando eles exibem a capacidade de escoar
e/ou acumular deformagdes reversiveis.

As propriedades reolégicas de compostos de natureza polimérica dependem da massa
molecular e de sua distribuicdo, da possibilidade de formagdo de ligagdes intermoleculares, da
conformacdo que a macromolécula assume quando em solucdo, de sua concentracdo, 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 0 modelo de Newton sdo chamados de fluidos newtonianos.
Nestes casos, a deformagao cresce continua e linearmente, qualquer que seja a tensao aplicada e
a resisténcia ao escoamento € proporciona a taxa de deformagdo (SEVERS, 1962,
CHEREMISINOFF, 1993).

Nos fluidos ndo-newtonianos, a tensdo de cisalhamento € uma fungdo ndo linear da taxa
de deformacéo e depende ainda da temperatura, da pressdo, da massa molecular, da conformagéo
das moléculas e do tempo.

Os fluidos pseudoplasticos podem apresentar, também para vel ocidades de cisalhamento
muito altas ou muito baixas, comportamento newtoniano (platd newtoniano). A extensdo da
regido pseudoplstica depende do polimero e das condigdes experimentais (LOPES, 1989).

A viscosidade relativa de uma solucéo polimérica € dada pela Equacdo 2.5 (MANO,
1985):

Mo = (25),

Tlo
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sendo que, M é a viscosidade aparente da solugdo do polimero em (Pas); M, a viscosidade

aparente do solvente, em (Pa.s). A 1M €, portanto, admensional.

A Figura 2.12 apresenta a classificacdo dos fluidos com seus reogramas (curvas de

escoamento) tipicos, bem como suas equacdes reol dgicas de estado.

E . Viscosidade Aparente
o3 quacao 1
Descrigao Reograma Constitutiva (Ha=2r")
i ) Constante
Newtoniano : T=uy -
:ua - lu
! // N Decresce com 0
Pseudoplastico A, r=Ky aumento da taxa de
(Lei de poténcia) e cisalhamento
\'u _ n<1 ,Ua:K]/n_l
Ko Aumenta com 0
Dilatante t=Ry aumento da taxa de
(Lei de poténcia) cisalhamento
n> 1 /Ja — K]/n_l
Decresce com 0
aumento da taxa de
- cisalhamento quando a
Plastico r=r, 4K,y tensio inicid 10 &
Binghamiano excedida
M, = I +K 0
Y
Decresce com 0
aumento da taxa de
1 - cisdlhamento quando a
Plastico : vz 12 y» | tensdo  iniciad t0 é
Cassoniano : V 7 =T K | excedida
o Ha
g \a, 12 2
e 7
' M, = (—] +K,
{ e

Figura 2.12 — Classificagéo dos fluidos de acordo com o seu comportamento reol gico.
Fonte: (Atkinson & Mavituna, 1991).
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A viscosidade especifica é definida pela Equacéo 2.6 como sendo a razéo da diferenca

das viscosidades de uma solucéo e do solvente pela viscosidade do solvente. E adimensional e

indica a variacéo relativa que o soluto provoca na viscosidade do solvente.
_ M soiuggo ~ Msolvente _ 1

775p —Ive.solugio
nsol vente

(2.6)

A viscosidade reduzida é definida como sendo a razdo entre a viscosidade especifica de
uma soluc&o e a sua concentragdo, expressa em mL/g conforme Equagéo 2.7.

s
C

sendo C é a concentracéo do polimero em solucdo (g/mL).

nred. (2.7)

A viscosidade intrinseca esta relacionada as dimensdes moleculares (volume
hidrodindmico) de cadeias poliméricas isoladas (GARGALLO et al., 1987). Esta viscosidade €
definida pela Equacédo 2.8 como o limite da viscosidade reduzida quando a concentracédo do

soluto tende para zero.
_lim| 1=
[’7]‘!3'5‘0[6] (28)

A viscosidade intrinseca de uma solucdo polimérica pode ser determinada pelas medidas

de 1n«/C, adiferentes concentragdes, em regime diluido.

Os valores de [n] para polissacarideos sdo geramente bastante elevados quando
comparados a maioria dos polimeros sintéticos de mesmo peso molecular, como conseqiiéncia da
baixa flexibilidade das cadeias de natureza glicidica. Os altos valores de [1] encontrados em

polissacarideos tém sido atribuidos a restricdo do movimento rotacional em torno da ligacéo
glicosidica em virtude do impedimento estérico entre unidades monossacaridicas adjacentes. Em
geral, aém da restricdo rotacional em torno das ligacGes covalentes no caso de polieletrdlitos, a
presenca de cargas ionicas ndo neutralizadas na cadeia polimérica resulta no aumento do volume
hidrodinamico, contribuindo para o incremento da viscosidade do polimero em solugdo (ALVES,
1998).
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2.9 — Termogravimetria

2.9.1 - Introducéo: Origens e Fundamentos

A0 se estudar o desenvolvimento dos métodos termoanaliticos, chama a atencéo o fato
desta evolucgdo ter sido lenta, embora os fundamentos tedricos j& se encontravam solidamente
estabel ecidos desde os fins do século XIX (Termodindmica Classica), sd se acelerando a partir
da segunda metade do século XX (IONASHIRO, 2004).

As técnicas termoanaliticas comegaram a ser inventadas e estudadas desde o inicio do
século passado; os trabalhos iniciais foram resultado do esforco isolado de alguns grupos de
pesquisadores que empregavam a instrumentacdo rudimentar idealizada e construida em seus
préprios laboratérios.

Nos dias atuais a instrumentacdo termoanalitica atingiu elevadissimo grau de sofisticacéo,
popularizou-se em funcdo de uma aplicacdo prética crescente e vem sendo tratada como
importante ferramenta de trabalho em todos os setores de vanguarda que se dedicam a pesquisa,
ao desenvolvimento de novos produtos e ao controle de qualidade da producéo.

A definicdo aceita de Andlise Térmica, como dada por Mackenzie (1979) e a
Confederacdo Internacional de Andlise Térmica e Calorimetria (ICTAC) & “Um grupo de
técnicas nas quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo €
medida como funcdo da temperatura, enquanto a substancia é submetida a um programa
controlado de temperatura’ (IONASHIRO & GIOLITO, 1980; GIOLITO & IONASHIRO, 1988
apud IONASHIRO, 2004). Esta definicdo implica que uma técnica térmica para que possa ser
considerada como termoanalitica, trés critérios devem ser satisfeitos. 1- Uma propriedade fisica
tem que ser medida, 2-A medida deve ser expressa (direta ou indiretamente) como funcdo da
temperatura, 3- A medidatem que ser feita sob um programa controlado de temperatura.

Dentre as técnicas difundidas e utilizadas estdo: Termogravimetria, Termogravimetria
Derivada (TG, DTG), Andlise Térmica Diferencial (DTA), Caorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC), Deteccéo de gés desprendido (EGA), Andlise termomecéanica (TMA), etc. Estas técnicas
permitem obter informagdes com respeito & variacdo de massa, estabilidade térmica, &gualivre e
ligada, pureza, ponto de fusdo, ponto de ebulicdo, calores de transicdo, calores especificos,
diagramas de fase, cinética da reagdo, estudos de catalisadores, transicbes vitreas, etc
(IONASHIRO, 2004).

Datam de muitos anos as tentativas para se chegar a um conhecimento detalhado sobre as
alteracbes que 0 aguecimento pode provocar na massa das substancias, a fim de se poder

estabel ecer a faixa de temperatura em que se comega a decompor, bem como para dar sequéncia
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as reacOes de desidratacéo, oxidacdo, decomposi¢cédo, etc. Neste sentido, desde o inicio do século
passado, inimeros pesquisadores se empenharam na laboriosa construgdo, ponto a ponto das
curvas de perda de massa em fungdo da temperatura, aquecendo as amostras até uma dada
temperatura e a seguir, apés o resfriamento, pesando-as em balancas analiticas.

A primeira termobalanca foi sem duvida o instrumento descrito pelo pesquisador japonés
Kotara Honda, em 1915, tendo sido também o criador da palavra termobalanca. Este instrumento
idealizado e construido por ele, foi empregado para estudar as curvas de decomposicéo térmica
do sulfato manganoso (M nSO4.4HZO), do gesso (CaSO4.2HZO) e do anidrido cromico (CrOg).

O trabaho de Honda direcionou as bases de todos os trabalhos futuros em
termogravimetria, pois a sua balanca permitiu pela primeira vez a pesagem continua da amostra a
medida que ia sendo aguecida. Além disso, empregava sistemas de aguecimento quase
isotérmicos, pois, dém de usar uma razdo de aquecimento bastante lenta (10-14 horas para
atingir 1000°C), t&o logo se iniciasse uma transigdo com perda de massa, mantinha a temperatura
constante até a transi¢éo se completar (cerca de 1-4 horas).

Como cita Wendlandt (1972), Honda (1915) concluiu modestamente este trabalho
escrevendo: “Todos os resultados relatados ndo sdo totalmente originais, este trabalho com a
termobalanca revelou, todavia, as posicies exatas de mudanca de estruturas, bem como a
velocidade com que se processaram nas respectivas temperaturas em gue ocorreram. Estas
investigacdes demonstram também a grande conveniéncia em se utilizar esta balanca em
investigacdes quimicas similares’. Posteriormente, outros pesguisadores japoneses modificaram
atermobalanca de Honda e desenvolveram outros instrumentos (IONASHIRO, 2004).

Dois outros marcos significativos no desenvolvimento da Termogravimetria moderna
ocorreram em 1958 e em 1964. Paulik et al. (1958) descreveram um instrumento multifuncional
capaz de registrar ssimultaneamente curvas TG, DTG e DTA gue denominaram Derivatograph.

Wiedemann (1964) descreveu o sistema termoanalisador Mettler que era capaz de
registrar simultaneamente as curvas TG, DTG, DTA e T versus t, em atmosferas estéaticas ou

dindmicas ou ainda sob vacuo.

2.9.2 — Termobalancas Modernas

As termobalancas sdo instrumentos que permitem a pesagem continua de uma amostra

em funcéo datemperatura, ou seja, a medida que ela € aquecida ou resfriada.
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As curvas de variacdo de massa (em geral perda, mais raramente ganho de massa) em
funcdo da temperatura, permitem tirar conclusdes sobre a estabilidade térmica da amostra, sobre
a composi¢ao e estabilidade dos compostos intermediérios e sobre a composi¢éo de residuo.

Com relagdo a balanca, grande parte dos aparelhos comerciais utiliza um dos modelos de
balanca elétrica da Cahn Instruments Co, por se tratar de balancas exatas, reprodutivels e de
custo relativamente baixo. Outros sistemas utilizam balancas do tipo de deflexdo de espirais ou
feixes, cujos deslocamentos sdo acusados por um transformador diferencia de tensdo linear
(LVDT) ou outros transdutores (IONASHIRO, 2004).

Os fornos via de regra, sdo construidos para operar até temperaturas de 100-1200°C,

sendo também disponivei's, fornos que podem ser utilizados até 1600°C ou mesmo 2400°C.

2.9.3 — Fatores que afetam as Curvas TG

Os fatores que podem influenciar o0 aspecto das curvas TG, pertencem a dois grandes
grupos:. Fatores instrumentais e fatores ligados as caracteristicas da amostra.

v’ Fatores instrumentais. Razdo de aquecimento do forno, atmosfera do forno, geometria do
suporte de amostras e do forno.

v’ Caracteristicas da amostra: Tamanho de particulas, quantidade de amostra, solubilidade dos
gases liberados na prépria amostra, calor de reacdo, compactacdo da amostra, natureza da
amostra, condutividade térmica da amostra.

Convém sdlientar que muitos fatores acima mencionados ainda continuam sendo
estudados, porque se de um lado boa parte deles é constante para uma dada termobalanca
(geometria do suporte de amostra, sensibilidade da balanca, empuxo do ar), por outro lado
muitos sdo variaveis e dificeis de serem controlados (tamanho de particula da amostra,
compactacao, solubilidade na amostra dos gases liberados, etc.) (IONASHIRO, 2004).

2.9.4 — Termogravimetria Derivada

Na termogravimetria, a massa da amostra (m), é continuamente registrada como funcéo
datemperatura (T) ou tempo (t).
M=f(Tout)
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Portanto, nas curvas TG, os desniveis em relacéo ao eixo das ordenadas correspondem as
variagdes de massa sofridas pela amostra e permitem obter dados que podem ser utilizados com
finalidades quantitativas.

Na termogravimetria derivada (DTG), a derivada da variagdo de massa em relagéo ao
tempo (dm/dt) é registrada em funcéo da temperatura ou tempo.

dm/dt = (T out)

Portanto, neste método sdo obtidas curvas que correspondem a derivada primeira da
curva TG e nos quais 0s degraus sdo substituidos por picos que delimitam areas proporcionais as
alteracdes de massa sofridas pela amostra (IONASHIRO, 2004).

Esta técnica foi sugerida por Keyser (1953). No sistema idealizado por ele, a balanca
suspende duas amostras idénticas sobre dois fornos idénticos, aguecidos linearmente, mas um
deles sendo mantido cerca de 5 °C mais quente gue o outro. Estabelece-se um diferencial de
massa que é proporcional arazdo de aguecimento dos fornos.

Logo em seguida Erdey et. al. (1954) descreveram o Derivatograph, sistema capaz de
registrar simultaneamente as curvas TG-DTG e DTA. Este aparelho basease,
fundamentalmente, na analise dos movimentos que um magneto permanente suspenso por um
dos pratos da balanca realiza no interior de uma bobina. As variagdes de massa sofridas pela
amostra provocam a movimentacdo do magneto e conseqlientemente, uma variacdo da corrente
gue circula pela bobina (IONASHIRO, 2004).

Posteriormente, Campbell et. al. (1959), idealizaram um circuito RC para a diferenciacéo
do sina de saida de termobalancas comerciais. Atualmente este sistema eletrbnico é 0 mais

utilizado para se obter as curvas DTG.

2.9.4.1 — Vantagens da Termogravimetria Derivada.

1- Ascurvas DTG indicam com exatiddo, as temperaturas correspondentes ao inicio e ao
instante em que a velocidade de reagcdo é maxima;

2- Os picos agudos permitem distinguir claramente uma sucessdo de reagdes que muitas
vezes ndo podem ser claramente distinguidas nas curvas TG;

3- As &reas dos picos correspondem exatamente a perda ou ganho de massa e podem ser
utilizadas em determinagdes quantitativas, etc (IONASHIRO, 2004).

2.9.4.2 — AplicagOes da termogravimetria.

As aplicagOes da termogravimetria podem ser assim descritas:
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1- Estudo da decomposi¢éo térmica de substancias organicas, inorganicas e dos mais
variados tipos de materiais como: minerais, minérios, carvao, petroleo, madeira,
polimeros, alimentos, materiais explosivos etc.

2- Estudos sobre corrosdo de metais em atmosferas controladas, em faixas muito
amplas de temperatura.

3- Estudos sobre a velocidade de destilacdo e evaporacdo de liquidos, e de
sublimacéo de solidos (IONASHIRO, 2004).

2.9.5 — Andlise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

2.9.5.1 - Introdugéo

A andlise térmica diferencia (DTA) € uma técnica térmica de medicdo continua das
temperaturas da amostra e de um material de referéncia termicamente inerte, a medida que
ambos vao sendo aguecidos ou resfriados em um forno. Estas medigdes de temperatura séo
diferenciais, pois registra-se a diferenca entre a temperatura da referéncia Tr, e a da amostra Ta,
ou sgja (Tr — Ta = AT), em fugdo da temperatura ou do tempo, dado que o agquecimento ou
resfriamento so sempre feitos em ritmo linear (dT/dt = Cte).

Caorimetria exploratéria diferencial (DSC) é umatécnica na qual mede-se a diferenca de
energia fornecida a substéncia e a um material referéncia, em funcéo da temperatura enquanto a
substéncia e o material referéncia sdo submetidos a uma programacdo controlada de temperatura.
De acordo com o método de medicdo utilizado, ha duas modalidades: calorimetria exploratoria
diferencial com compensacdo de poténcia e calorimetria exploratéria diferencial com fluxo de
calor (IONASHIRO & GIOLITO, 1980; GIOLITO & IONASHIRO, 1988 apud IONASHIRO,
2004).

Através dessas técnicas, podem-se acompanhar os efeitos de calor associados com
ateragbes fisicas ou quimicas da amostra, tais como transicdes de fase (fusdo ebulicdo,
sublimac&o, congelagdo, inversdes de estruturas cristalinas) ou reagOes de desidratacdo, de
dissociacéo, de decomposicéo, de Oxido-reducdo, etc. capazes de causar variagdes de calor. Em
geral, transicoes de fase, desidratagdes, reducdes e certas reacdes de decomposicdo produzem
efeitos endotérmicos, enquanto que cristalizaces, oxidactes, algumas reactes de decomposi¢ao
produzem efeitos exotérmicos (IONASHIRO, 2004).

Essas técnicas permitem também, estudar transi¢cdes que envolvem variages de entropia
(transicbes de segunda ordem), das quais, as mais comuns s80 transicdes vitreas que certos

polimeros podem sofrer.
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2.9.5.2 — Fatores que afetam as curvas DTA

Como o método térmico diferencial € essencialmente um método empirico que depende
de inimeros parametros experimentais relacionados com a instrumentacdo utilizada com
determinadas caracteristicas da amostra, as curvas de uma mesma amostra, obtidas em aparelhos
diferentes, podem apresentar entre si diferencas mais ou menos acentuadas.

Um dos primeiros estudos, bastante minucioso e detalhado sobre esses aspectos empiricos
da Andlise Térmica Diferencial, foi realizado por Arens (1951). Segundo esse autor, a forma das
curvas DTA, pode ser modificada pela acdo dos seguintes fatores:

1) Raz&o de aguecimento do forno;

2) Natureza do suporte de amostras;

3) Profundidade do raio do orificio de suporte no qual é colocada a amostra;

4) Localizagao, natureza e dimensdes dos termopares diferenciais;

5) Natureza da substanciainerte, utilizada como referéncia;

6) Compactacdo da amostra e referéncia nos orificios do bloco de suporte;

7) Efeito de colocagdo de tampa sobre o orificio da amostra;

8) Influéncia da atmosfera do forno (IONASHIRO, 2004).

2.9.5.3 — Aplicacdo da Andlise Térmica Diferencial

Todas as aplicagcbes da Andlise Térmica Diferencia se baseiam na interpretacdo
adequada dos picos endo e exotérmico que aparecem nas curvas DTA (Tabela 2.8). O nimero, a
forma e a posicdo destes picos permitem interpretagdes qualitativas e as areas apos a medicéo
adequada, permitem determinacdo quantitativa. Os dados experimentais, apds o tratamento
matematico, permitem também, chegar-se a importantes conclusdes sobre a cinética das
transformacdes (IONASHIRO, 2004).

A Andlise Térmica Diferencial, a semelhanca da termogravimetria, € um método afetado
por inimeros parametros experimentais, logo as curvas de uma dada amostra obtidas em
diferentes aparelhos, podem apresentar ligeiras diferengas entre si, com respeito a temperatura e
a forma dos picos. Entretanto, as curvas obtidas por meio de qualquer instrumento moderno séo
perfeitamente reprodutivels, de modo que se utilizando vérias substancias padrfes, as areas dos
picos das curvas DTA podem ser relacionadas com os calores de reacdo, transicdo, fusfo,
polimerizacdo, etc (Tabela 2.9). Reciprocamente, caso o calor da reagdo seja conhecido, pode-se
determinar a quantidade de substéancia que reagiu (IONASHIRO, 2004).
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Qualquer fendbmeno fisico ou quimico que por ocasido de sua ocorréncia provogque
variagoes de entalpia pode ser detectado por estas curvas, e a medida que a sensibilidade destes
instrumentos foi sendo aumentada, a aplicabilidade do método foi também sendo
consideravel mente ampliada.

Em primeira aproximacao, pode-se afirmar que a forma dos picos é determinada pela
cinética de reacdo, embora possa sofrer simultaneamente, as influéncias de varios pardmetros
experimentais. Fato idéntico ocorre com as éreas dos picos embora dependam fundamental mente
das variagOes de entalpia, podem ser modificadas pela acéo de vérios fatores instrumentais. A
origem dos picos endo e exotérmico sdo provocadas por fendmenos fisicos ou quimicos (Tabela
2.8).

Tabela 2.8 — Variagcdo de ental pia para fendmenos fisicos e quimicos.

Fendmeno Variagdo de Entalpia
Endotérmico | Exotérmico
Fisico
Transicdo Cristalina + +
Fuséo + -
V aporizagéo + -
Sublimacgéo + -
Adsorgéo - +
Desadsorcao + -
Absorgéo + -
Quimico
Desolvatacdo + -
Desidratacéo + -
Degradacéo Oxidativa - +
Oxidac&o em Atmosfera gasosa - +
Reducéo em atmosfera gasosa + -
Reacdes e Oxido reducio + +
Reacles no estado solido + +

Fonte: lonashiro, M. (2004)

Nas primeiras décadas que sucederam a descoberta da analise térmica diferencial, suas
aplicacbes praticamente se restringiram a solugdo de problemas relacionados com cerémica,
metalurgia, edafologia (estudo dos solos com vistas ao cultivo) e geologia. SO a partir de 1923 é
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gue esta técnica passou a ser cada vez mais utilizada na resolucéo de problemas quimicos.
Atualmente a lista de aplicaces cresceu rapidamente, de modo que hoje se pode afirmar que a
andlise térmica diferencial constitui valiosa fonte de informagdes em todos os setores da quimica
(Tabela2.9) (IONASHIRO, 2004).

2.9.5.4 — Aplicagdes da Anélise Térmica em Quimica

Tabela 2.9 — Tipos de estudos, substancias empregadas na Andlise Térmica.

Substancias Tipos de Estudo
Catalisadores Reacbes de decomposi¢céo
Polimeros Diagramade fase
Graxas Lubrificantes Cinéticade reacdo
Oleos e gorduras Reagbes em estado sdlido
Compostos de Coordenacdo Catalise
Carboidratos Calores de adsorcao
Aminoécidos e proteinas Calores de reacéo
Sais Hidratados Calores de polimerizacéo
Oxidos de metais e nd0 metais Calores de Sublimacéo
Carvéo e petréleo Calores de transicao
Fibras Téxteis naturais e artificiais Reacbes de Solvatacdo
Produtos Naturais Reacbes Géas-Solido
Substancias organicas Danos provocados por radiacéo

Fonte: lonashiro, M. (2004)

2.9.6 — Diferengas entre DTA e DSC

Na DTA, é medida a diferenca de temperatura entre a amostra e 0 materia inerte de
referéncia (AT = Ta—T)).

Na DSC com compensacdo de poténcia a amostra e o materia referéncia séo mantidas
isotermicamente pelo uso de aguecedores individuais. O Parametro medido é a diferenca na
poténcia de entrada dos aguecedores, d (AQ/dt ou dH/dt).

Watson et. al. (1964) aparentemente foram 0s primeiros a usar o termo “Differential
Scanning Calorimetry” (DSC) para descrever a técnica instrumental desenvolvido em 1963, pela
Perkin EImer Corporation. Nessa técnica a amostra e o material referéncia, ambos sdo mantidos

isotermicamente pela aplicacdo de energia elétrica quando eles sdo aquecidos ou resfriados a
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umarazéo linear. A curvaobtida é o registro do fluxo de calor dH/dt em mcal s_1 como funcéo da
temperatura.

No verdadeiro sentido termodindmico, um pico endotérmico € indicado no sentido
ascendente (aumento na entalpia), enquanto que um pico exotérmico é registrado na direcéo
oposta. Em todos os aspectos a curva DSC parece muito semelhante a curva DTA, exceto a
unidade do eixo da ordenada. Como na DTA, a &rea do pico da curva DSC é diretamente
proporciona a mudanca de entalpia.

A = AH(m/k), exceto que, k é independente da temperatura.

As principais vantagens das técnicas DTA ou DSC sobre a cal orimetria cléssica sdo:
1. Rapidez nas determinacdes,

2. Pouca massa de amostra,

3. Amostra pode ser solida ou liquida,

4. Aplicavel aprocesso de resfriamento e medidas sob ata presséo, e

5. Estudar diferentes tipos de reagcdes quimicas (IONASHIRO, 2004).

As desvantagens da técnica sdo:
1. Precisdo e exatidéo relativamente baixas (5% - 10% em muitos casos),
2. Néo permitem determinar a ental pia de reacfes sobrepostas,
3. No caso da DTA, existe a necessidade de calibragcdo em todo o intervalo de temperatura de
interesse por que K; € uma funcdo datemperatura, e
4. Inexatiddo na determinagdo da &rea do pico devido a mudanca de linha base durante a
transi¢ao ou reagao.

E importante ressaltar que nenhuma grande precisio pode ser obtida sem um rigido
controle das variaveis que afetam as curvas DTA ou DSC, dias que em muitos casos €
extremamente dificil (IONASHIRO, 2004).

2.10 — Caracterizagdo Estrutural por Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR), BC-RMN

e Analise Quimiométrica.

A chamada radiacdo infravermelha corresponde aproximadamente a regido do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. O segmento da janela
espectral de utilidade para a andlise de compostos organicos situa-se entre 4000 e 400 cm™,

sendo que as regides do infravermelho préximo (14290 — 4000 cm™) e do infravermelho distante
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(700 — 200 cm™) também tém atraido a atencdo (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000 apud
CAMPESTRINI, 2007).

A espectroscopia de infravermelho é considerada um método de andlise rapido e ndo
destrutivo da amostra, que necessita 0 minimo de preparacdo do material amostral e que encontra
as mais diversas aplicagdes, desde farmacos até a industria do petréleo, passando pela aplicacdo
na érea de alimentos e no auxilio a diagnosticos em medicina. Mais recentemente, trabalhos
publicados revelam o0 uso da espectroscopia de infravermelho na distincdo entre plantas
transgénicas e até mesmo entre plantas clonadas e ndo clonadas (PETIBOIS et al., 2001;
PURCELL et al., 2006; SMALL, 2006; VLACHOS et al., 2006; XIE et al., 2006 apud
CAMPESTRINI, 2007).

Tendo surgido na década de 30, a técnica de espectroscopia vibracional de infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR) ganhou maior interesse somente durante a Segunda Guerra
Mundial, a qual teve papel decisivo em dois grandes projetos, a sintese da penicilina e o
desenvolvimento da borracha sintética (KATON, 1996). O FT-IR tem se mostrado um método
globalmente aceito devida a sua alta reprodutibilidade fisico-quimica, permitindo a andlise
estrutural de biomoléculas em funcdo de suas caracteristicas peculiares e Unicas, que sd0
exibidas no espectro de FT-IR e que constituem a impressdo digital do composto em andlise
(DELERIS & PETIBOIS, 2003 apud CAMPESTRINI, 2007).

A Figura 2.13 ilustra exemplos de dois espectros FTIR de xantana e xantana esterificada
reportados por Hamcerencu et al. (2007), na regido compreendida de 1800 a 1200 cm™, cujas
modificagdes foram mais significativas. Naturalmente, as bandas caracteristicas de absor¢do do
éster para a xantana foram registradas (v c-o = 1715-1730 cm™) e, em particular, a 1723 cm’*
ocorrem grupos piruvato ou acetato. O deslocamento do pico correspondente a carbonila, (1736
cm®) na xantana esterificada, e as demais variacBes observadas quando se compara 0s espectros
confirmaram a mudanca estrutural promovida pelo processo de esterificagao.

Atualmente, a espectroscopia vibracional tem encontrado importantes aplicagcbes na
indastria alimenticia, principalmente no que se refere a andlise e identificacdo de propriedades
fisicas e interagOes entre carboidratos, no estudo de 6leos e gorduras comestiveis e no controle
de qualidade de produtos industrializados, como sucos e refrigerantes (FERREIRA et al., 2002;
CERNA et al., 2003; VLACHOS et al., 2006 apud CAMPESTRINI, 2007).

Com a crescente sofisticacdo das técnicas instrumentais de analise quimica, como o FT-
IR, a ressonancia magnética nuclear de *C e 'H, impulsionada pelo avanco da tecnologia
computacional, tem havido um aumento da necessidade de utilizag&o de técnicas de tratamento
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Figura 2.13 — Espectro FTIR de: (1) Xantana; (2) Xantana esterificada com AC — Acryloyl
chloride (condicBes dareacdo: T = 2—-4°C; t, = 24 h).
Fonte: Hamcerencu et al. (2007)

de dados mais complexas do ponto de vista matemdtico. Nas Ultimas décadas, a andlise
multivariada foi introduzida no tratamento de dados quimicos e vem, rapidamente, ganhando
popularidade, dando origem a uma nova disciplina denominada quimiometria, uma érea
especificamente destinada a andlise de dados quimicos de natureza multivariada. Os métodos
multivariados consideram a correlagdo entre muitas varidveis anadisadas simultaneamente,
permitindo a extracdo de uma quantidade maior de informacdes, muitas vezes impossivel de ser
obtida, quando analisadas variavel a variavel (FERREIRA et al., 1999; SENA et al., 2000;
FERREIRA et al., 2002; CHOI et al., 2004 apud CAMPESTRINI, 2007).

Recentemente tém-se enfatizado os sistemas de andlise multivariados, com destaque para
a analise de componentes principais (PCA), que consiste em uma manipulacdo de uma matriz de
dados com o objetivo de representar as variagdes presentes em diversas variave's, pelo menor
numero de “fatores’. Trata-se de um método utilizado para projetar dados n-dimensionais em um
espaco de menor dimensdo. Isso € feito pelo caculo de componentes principais e de
combinagdes lineares das variaveis originais. PCA € um método exploratdrio, porque auxilia na
elaboracdo de hiplteses gerais a partir dos dados coletados, contrastando com estudos
direcionados nos quais hipéteses prévias sio testadas. E também capaz de separar informacdes
importantes das redundantes e a eatérias (FERREIRA et al., 1999; FERREIRA et al., 2002 apud
CAMPESTRINI, 2007).
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A combinaczo de PCA e 'H-RMN ou *C-RMN, permite, por exemplo, realizar estudos
de metabolémica vegetal e andlises de misturas complexas, como em alimentos, onde existe a
possibilidade de discriminar a variedade dos frutos que dao origem a sucos e estabelecer seus
parametros de qualidade, por exemplo (BELTON et al., 1998; LE GALL et al., 2001; CHOI et
al., 2004 apud CAMPESTRINI, 2007).

A Figura 2.14 ilustra espectros de ressonancia (*H-RMN em estado liquido) reportados
por Hamcerencu et al. (2007), para uma amostra de xantana comercial, em trés temperaturas (35,
60 e 85°C). A melhor resolucdo identificada, entre os espectros, visando a determinacdo dos
grupamentos acetila e piruvato, foi para a maior temperatura (85°C) quando a xantana assume
conformag&o desordenada. As gomas em geral, devido o histérico reoldgico incomum, formam
solugBes viscosas mesmo a baixas concentracOes e, por consequéncia, tém o escoamento
facilitado em temperaturas mais elevadas. Os autores seguiram avaliando também diferentes
tempos de relaxagéo (2, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 s) entre 0s pulsos para verificar suainfluéncia na
definicdo das condicdes operacionais (Figura 2.15). Concluiram que a 85°C, 30 s, empregando
padréo externo de acetato de sodio (3x10° M) e concentracdo do polissacarideo em solucéo por

voltade 3 g.L ™ atenuariam as dificuldades inerentes ao processo de interpretacéo.

External standard

Acetate fi
|

|
J {\.M..w J .l[ Ill\_ 85°C

2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0  ppm

Figura 2.14 — Perfil da resolucéo do espectro *H-RMN da xantana em diferentes temperaturas
(Cp=2,92 g.L™* em D,O — acetato de sddio 3x10° M).
Fonte: Hamcerencu et al. (2007)
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Figura 2.15 — Espectro RMN comparativo da performance da xantana em D20: (a) *H-RMN
liquido (Cp=2,92g.L™, T=85°C, D, = 30); (b) "H HRMAS (T = 25°C, D, = 30 ).
Fonte: Hamcerencu et al. (2007)

Adicionalmente aos objetivos propostos, aos resultados acancados pelos indmeros
autores citados, acrescenta-se o resgaste essencial do conhecimento no campo da biotecnologia

pela busca das diretrizes que impulsionaram a conducéo deste trabal ho.
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Este capitulo visa, de forma sistemética e sequencia, a apresentacdo da metodologia
analitica empregada, bem como, especifica 0 microrganismo e a matéria-prima utilizados, relata
0s testes preliminares efetuados objetivando a selecdo da fonte de nitrogénio para efeito de
suplementacédo do sistema de cultivo, descreve os plangjamentos experimentais adotados e suas
variave's, relaciona os reagentes e equipamentos necessarios ao desenvolvimento experimental.
Uma vez definidas as condi¢bes de processo otimizadas, a etapa posterior foi realizar o estudo
cinético, a fim de determinar parémetros referentes ao modelo aplicado. Contudo, a finalizagéo
deste trabalho culmina com a caracterizagdo estrutural da xantana em Laboratérios internos e
externos a UFU (Universidade Federal de Uberlandia).

3.1 —Microrganismo e M eios de Manutencao

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.

As linhagens da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris foram mantidas em
meio YMA (extrato de levedura, malte e &gar) (NAKAJMA et al., 1990) com a seguinte
composicao em g/L: glicose 10,0; extrato de levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona 5,0; agar
18,0. O pH do meio foi gustado para 6,0 e a esterilizacdo foi a 110°C por 20 min. Os cultivos
eram feitos a cada quinze dias e apos crescimento a 30 + 1°C por 48 horas, a cultura era estocada

sob refrigeracéo.
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3.2—-Matéria-Prima

Os experimentos foram conduzidos empregando caldo de cana como fonte de sacarose. A
cana utilizada foi gentilmente cedida pelos proprietarios Srs. Ronaldo Sandre e Artur Lourenco
Borges, cujas fazendas situam-se no Municipio de Arapor&MG. A canafoi coletada, moida, e 0
caldo filtrado foi armazenado em baixa temperatura (—5°C) durante toda a fase experimental sob

condi¢bes assépticas.

3.3 - Composicdo dos M eios de Producao para os testes preliminares

Com base nos resultados alcancados por FARIA (2005) a partir de caldo de cana diluido
a 25,0 g/L de sacarose; extrato de levedura 3,0 g/L; NH4sNOs; 0,86 g/L; NaoHPO,4 2,5 g/L,
KH2PO4 2,5 g/L e antiespumante (0,5 mL/L), outras fontes de nitrogénio foram avaliadas
preliminarmente nesse estudo. Na situacdo relatada, FARIA (2005) realizou 0s ensaios em
fermentador Biostat-B com 2 L de capacidade, contendo 1800 mL de meio de producéo. Durante
0 processo, as condigdes de agitacdo e aeracdo foram mantidas em 800 rpm e 0,5 vvm
(AMANULLAH et al. 1998; LIMA,1999), atemperatura foi de 28 + 1°C e o tempo de 24 horas.

Os meios de producéo correspondentes aos ensaios preliminares foram constituidos por
caldo de cana (sacarose), extrato de levedura, NaoHPO,, KH,PO, e antiespumante nas
concentracGes mencionadas anteriormente (FARIA, 2005). Cada fonte de nitrogénio foi avaliada
separadamente nas seguintes concentracbes em g/L: (NH4sNO3 0,86; NaNOs 1,82; citrato de
ambnio 2,42 ou glutamato de sodio 3,62). Durante o processo, a agitacdo e a aeracdo foram
mantidas em 800 rpm e 0,5 vwm (ALVES, 1991; AMANULLAH et al., 1998; LIMA,1999;
FARIA, 2005), atemperaturafoi de 28 + 1°C e o tempo de 24 horas. Os ensaios foram realizados
em fermentador Biostat-B com 6,0 L de capacidade, contendo 4,0 L de volume Util. Para a
condicdo pesquisada por FARIA (2005), o scale-up reproduziu resultados com peguenas
variagdes consideradas desvio padréo.

3.4 — Plang amentos Experimentais

Apbs selecionar a fonte de nitrogénio mais apropriada, a etapa posterior consistiu no
delineamento de projetos experimentais visando a minimizagdo dos ensaios e proporcionando
maior confiabilidade nos resultados obtidos para que analises estatisticas fossem executadas com

sucesso. As Tabelas 3.1 e 3.3 mostram os niveis e as variavel s referentes a execucao do primeiro
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e segundo plangjamento, sendo previamente definidos como composto central e fatorial,
respectivamente. Nas Tabelas 3.2 e 3.4 pode-se conferir as matrizes plangjamento experimental
para vaores reais e codificados das varidveis sob investigagdo. Para ambos, as respostas de
interesse monitoradas durante o processo foram: concentragdo de goma (Cg) em g/L, rendimento

relativo & formac&o de produto Ypss (9.g™%), e viscosidade aparente da solucdo de xantana a 1%

(p/v) (1o1%) em cP.

Tabela 3.1 — Variaveis estudadas e seus niveis no primeiro plangjamento experimental .

Varidveis Niveisdas variaveis

-a (1,287) -1,0 0 +1,0 +o (1,287)
X1 12,13 15,0 25,0 35,0 37,87
X> 0,0 0,669 3,0 5,331 6,0
X3 0,0 0,191 0,86 1,523 1,714

X1 - Conc. sacarose [g/L]; X, - Conc. extrato de levedura[g/L]; X3 - Conc. nitrato de aménio [g/L]

Tabela 3.2 — Matriz plangjamento experimental paravalores reais e codificados das variaveis X1,

X, e Xa.
Experimentos X1 X2 X3
valor codificado valor codificado valor codificado
(valor real en g/L) (valor real em g/L) (valor real em g/L)

1 -1,0 (15,0) -1,0 (0,669) -1,0 (0,191)
2 -1,0 (15,0) -1,0 (0,669) +1,0 (1,523)
3 -1,0 (15,0) +1,0 (5,331) -1,0 (0,192)
4 -1,0 (15,0) +1,0 (5,331) +1,0 (1,523)
5 +1,0 (35,0 -1,0 (0,669) -1,0 (0,192)
6 +1,0 (35,0 -1,0 (0,669) +1,0 (1,523)
7 +1,0 (35,0 +1,0 (5,331) -1,0 (0,191)
8 +1,0 (35,0 +1,0 (5,331) +1,0 (1,523)
9 -1,287 (12,13) 0,0 (3,0) 0,0 (0,86)
10 +1,287 (37,87) 0,0 (3,0) 0,0 (0,86)
11 0,0 (25,0 -1,287 (0,0 0,0 (0,86)
12 0,0 (25,0 +1,287 (6,0) 0,0 (0,86)
13 0,0 (25,0 0,0 (3,0) -1,287 (0,0
14 0,0 (25,0 0,0 (3,0 +1,287 (1,714)
15 0,0 (25,0 0,0 (3,0 0,0 (0,86)
16 0,0 (25,0 0,0 (3,0 0,0 (0,86)

X1 - Conc. sacarose [g/L]; X; - Conc. extrato de levedura[g/L]; X3 - Conc. nitrato de aménio [g/L]
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As equacdes de codificacao abaixo representam a conversao das variaveis sob estudo, X1,

Xz e X3z, nasuaformareal e codificada, quando daidealizacdo do primeiro plangjamento.

C tracio d (X2): C g Ceac, =250
oncentracéo de sacarose (X1): adm)=—"=__
1) G BIM) =005
~ CeL ,-30
Concentraggo de Extrato de Levedura (X,): C_ (adm)=——T'¢
EL 2,331
Cna, —0,86

Concentracao de Nitrato de aménio (X3): C adm) =
acao (X3): Cy 5 (adm) 0,666

Com relacdo a faixa de valores estabelecidos para as variaveis X1, X, € X3 no primeiro
plangjamento experimental foram atribuidos intervalos de -a a +a. com base na literatura
(ALVES, 1991; DE VUYST & VERMEIRE, 1994; UMASHANKAR et al., 1996; LIMA, 1999;
GARCIA-OCHOA et al., 2000; LETISSE et al., 2003). Para o nivel -o (-1,287 codificado)
correspondente a concentracdo de extrato de levedura e nitrato de amdnio adotou-se zero como
valor rea para verificar se tal condicdo influenciaria ou ndo as respostas estudadas. Os
tratamentos estatisticos dos dados revelaram uma composi¢éo 6tima para o meio de producéo da
goma xantana e apontou para a necessidade de se investigar, por exemplo, agitacéo e aeracéo,
pois elas estdo associadas a custos consideréveis no decorrer do processo. Surgiu, entdo, o 2°
plangjamento experimental fatorial com o objetivo de estimar a reducdo nos niveis de agitacéo e

aeracdo empregados até entdo.

Tabela 3.3 — Variaveis estudadas e seus niveis no segundo planegjamento experimental .

. Niveis das variaveis
Variavels
-1 0 +1
Agitagdo (rpm) - (X4) 500 750 1000
Aeracdo (vwm) - (Xs) 0,25 0,50 0,75

Para 0 segundo plangamento, as equacOes de codificacdo abaixo representam a

conversdo das variaveis sob estudo, X4 e Xs, nasuaformareal e codificada

Agitacéo  —750
250

Agitacdo (X4): Agitacdo(adm) =

Aera(;aor el -0,5

Aeracdo (Xs): Aeracdo(adm) =
agao (Xs) cao(adm.) 0.25
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Tabela 3.4 — Matriz planejamento experimental paravalores reais e codificados das variaveis X,

X5.
Experimentos X4 Xs
valor codificado valor codificado
(valor real emrpm) | (valor real emvvm)
1 -1,0 (500) -1,0 (0,25)
2 -1,0 (500) 0,0 (0,5)
3 -1,0 (500) +1,0 (0,75)
4 0,0 (750) -1,0 (0,25)
5 0,0 (750) 0,0 (0,5)
6 0,0 (750) +1,0 (0,75)
7 +1,0 (1000) -1,0 (0,25)
8 +1,0 (1000) 0,0 (0,5)
9 +1,0 (1000) +1,0 (0,75)
10 0,0 (750) 0,0 (0,5)
11 0,0 (750) 0,0 (0,5)

X4 - Agitacdo (rpm); Xs - Aeracdo (vwm)

Tal como no primeiro plangjamento experimental, a faixa de valores estabelecida para as
variaveis X, e Xs foram com base na literatura (SERRANO-CARREON et al., 1998; LIMA,
1999; GARCIA-OCHOA et al., 2000; BORZANI, 2001; LETISSE et al., 2003). Um processo
biolégico aerdbio necessita um correto dimensionamento do sistema de transferéncia de
oxigénio, sem o qual dificilmente ser& competitivo. Por isso, houve uma particular preocupagéo
na escolha dos valores de agitacdo e aeracdo para compor 0 segundo plangjamento. Esse
tratamento especial dado na execucdo deste projeto experimental deve-se ao fato de ocorrerem
mudancas reol 6gicas significativas ao longo da fermentacdo, motivo pelo qual o sistema requer
agitacdo vigorosa.

Para a andlise estatistica das respostas, em ambos 0s plang/amentos, 0s parametros com
nivel de significancia maior que 10 %, num teste de hipétese utilizando t de Student, foram

considerados ndo relevantes.

3.5 - Determinacdo Quantitativa de Nitrogénio e Fosforo no Caldo de Cana Bruto

A determinacdo de nitrogénio e fosforo no caldo de cana bruto foi realizada, em
laboratorio terceirizado (SENAI-CETAL) empregando os métodos Kjeldahl e NBR 12772
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(1992), respectivamente. O caldo bruto da cana apresentou 270 + 20 ppm de nitrogénio total e
103,2 + 5,0 ppm de fésforo total.

3.6 — Producéo de Goma Xantana em Fer mentador

Utilizou-se como indculo, 10% (v/v) de um cultivo crescido sob agitacdo (150 rpm) em
mesa agitadora, a temperatura de 28 + 1°C, por 16 horas. O meio utilizado para preparacdo do
in6culo era constituido em g/L: sacarose 20,0; extrato de levedura 3,0; NH4NO3 0,86 ; NapHPO,
2,5 KH,PO; 2,5 (ALVES, 1991; SERRANO-CARREON et al., 1998; LIMA, 1999). A
concentracdo celular média do inéeulo foi de 0,29 + 0,05 g/L. Vale ressaltar que para qual quer
ensaio realizado, procedeu-se ao desenvolvimento do indculo conforme descrito acima.

Os ensaios foram redizados em fermentador Biostat-B com 6,0 L de capacidade,
contendo 4,0 L de meio de produgéo.

O meio de producdo correspondente ao primeiro plangamento composto central era
constituido em g/L por: sacarose (12,13; 15,0; 25,0; 35,0 e 37,87), extrato de levedura (sem
extrato; 0,669; 3,0; 5,331 e 6,0), NH4NO; (sem NH4NOs; 0,191; 0,86; 1,523 e 1,714), NapHPO,
(2,5), KH2PO, (2,5) e antiespumante (0,5 mL/L). Durante 0 processo, a agitacdo e a aeragéo
foram mantidas em 800 rpm e 0,5 vwvm (AMANULLAH et al. 1998; LIMA,1999), a temperatura
foi de 28 + 1°C e o tempo de 24 horas.

Para 0 segundo plangjamento fatorial 0 meio de produgdo era constituido em g/L por:
sacarose 27,0; extrato de levedura 1,8; NH4sNO3; 0,8, NaxHPO, (2,5 g/L), KH,PO, (2,5 g/L) e
antiespumante (0,5 mL/L). Durante o processo, a agitacdo e a aeracdo foram 500, 750 €1000 rpm
e0,25, 0,5 e0,75 vvm. A temperaturafoi de 28 + 1°C e o tempo de processo 24 horas.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e com controle de pH pela adicéo
de NaOH 1N. O set point da variavel foi mantido no decorrer da fermentacéo igual a 7,5.

A esterilizaco da fonte de carbono e da solucéo mineral foi efetuada em separado sob
condic¢oes diferenciadas de pressao e temperatura

Ao longo das fermentagdes foram feitas observaces microscopicas usando preparacdes
coradas pelo método de Gram conforme Figura 3.2 visando investigar a presenca de provaveis
contaminantes. A Figura 3.2 mostra exclusivamente a presenca de bastonetes Gram (-) com

morfologia semel hante, ndo sendo observada outros tipos de célul as.
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Figura3.2 —Forma apresentada pela lamina quando visualizada por meio de observagéo
microscopica.

Fonte: google/ imagens / Xanthomonas maltophilia (01/07/2005).

A Figura 3.3 representa a sequiéncia anal itica percorrida pel as amostras retiradas do reator

na forma de fluxograma.

Amostragem
Centrifugacdo Observacéo
(18900 g, 40 min) microscopica
Sobrenadante Sedimento
Precipitacéo da Determinacéo Determinagéo da Determinacéo
goma daviscosidade sacarose daBiomassa
(diluicéo 1:1) (sem diluicéo) (diluicdo 1:1)

Figura 3.3 — Esquema simplificado do procedimento analitico para monitoramento das amostras

apos retiradas do fermentador.

Seguindo a metodologia adotada nas fermentagfes anteriores que originaram os dois

plangjamentos, para encerrar a fase experimental, verificou-se entéo a utilizacéo de caldo de cana
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hidrolisado por acdo enzimatica. A principio, disponibilizar glicose ao invés de sacarose sugere
reducdo no tempo de fermentacdo, ou possibilita elevar a concentragdo de substrato para valores
maiores que os investigados sem, contudo, inviabilizar o sistema de producéo da goma xantana.
Inicialmente, caldo de cana diluido a 40 g/L de sacarose foi hidrolisado na presenca de invertase
(0,5 g/L) por um periodo de aproximadamente 40 minutos em banho termostatizado a 32°C. Ndo
foi necessario corregdo de pH, pois o valor medido (= 5,5) encontrava-se dentro da faixa 6tima
de atuacdo da enzima. Posterior a hidrélise, procedeu-se separadamente a esterilizacdo tanto da
fonte de carbono quanto da solucdo contendo os nutrientes em g/L: extrato de levedura 3,0;
NH4NO; 0,86; NaoHPO, 2,5; KH,PO, 2,5 e antiespumante 0,5 mL /L.

3.6.1 — Determinacdo dos Par @metr os Cinéticos.

Os parametros cinéticos foram determinados ap6s conhecer o ponto étimo estabel ecido
nos dois plangjamentos experimentais. A coleta de dados (X, S e P) necess&rios para a
construcdo das curvas de gjuste dos perfis X=X(t), S=S(t) e P=P(t) ocorreu a cada 3 h durante um
periodo de 24 h. Vae lembrar que X, S e P referem-se a concentracdo de célula, substrato e
produto.

O modelo cinético investigado nesse estudo para a formacdo de produto e consumo de
substrato foi proposto pelas equacdes de Luedeking-Piret [Egs. (2) e (3)] (LUEDEKING &
PIRET, 1959). A identificac8o dos parametros (timax., Xmax, M, 4, a € P) foi realizada com auxilio
do modelo de Weiss & Ollis (1980) composto por equacoes de Verhulst-Pearl e Luedeking-Piret

dado por:
dX X
—= X|1l-—
dt ™ ( xm] @)
d—P:md—X+/IX
d dt
1 @)
sendo m=——
X/P
_Ezad_X_FﬂX
dt dt
1 ©)
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3.6.1.1 — Modelagem da Producdo de Goma Xantana: Identificacdo de Parametros e
Constantes.

A identificagdo dos pardmetros cinéticos (tmax., Xmax, M, 4, a € p) foi readlizada a partir
dos resultados experimentais da condi¢&o otimizada nos planejamentos, por regressao nao-linear,
usando um algoritmo de resposta multipla (MARQUARDT, 1963). A integracdo do conjunto de
equacOes diferenciais para o calculo dos parametros por gjuste dos dados experimentais foi
efetuada com auxilio de um algoritmo de Runge-Kutta de quarta-ordem. Os residuos entre os
valores calculados pelo modelo e os experimentais foram determinados pela minimizagdo da
soma dos quadrados dos residuos (SRS) definida pela Equacéo (4).

N
S:QS = Z (yexp - ytheor )2 (4)
i=1

3.7 — Determinacéo do Coeficiente de Transfer éncia de Oxigénio - K. a

As medicdes de oxigénio dissolvido para determinacdo do Coeficiente de Transferéncia
de Oxigénio (K_a) foram realizadas para os experimentos pertencentes ao segundo plangjamento
experimental. O procedimento adotado para coleta de dados de oxigénio dissolvido no meio de
producdo ocorreu na auséncia do inéculo, com prévia afericéo do eletrodo seguida de medicoes
sucessivas até atingir a saturagcéo do meio (BORZANI, 2001). Os dados foram tratados por meio
de regressdo multipla usando o Software OriginPro 7.5. A Equacdo (5) abaixo descreve a
variagdo da concentracdo de oxigénio dissolvido com o tempo:

d—C:KLa(C*—C) (5)
Sendo: C" — concentragdo de oxigénio dissolvido na saturacéo (mmol/L), e
C — concentrac&o de oxigénio dissolvido no instante t (mmol/L);
A solucédo do sistema fornece:

]; J.Kadt

Rearranjando e integrando a Equacdo acima, tem-se:
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In(CC:Cj:—KLa.t

In(l—%):— K at

A Equacdo acima mostra a relagdo linear entre In(l— C’ ) e o tempo. O coeficiente

angular daretafornece o valor deK, a.

3.8 — Determinacgdo da Biomassa Por M assa Seca

O mosto foi diluido 1:1 em solucéo salina a 0,85% (De VUY ST & VERMEIRE, 1994) e
as células foram separadas por centrifugacdo em centrifuga Beckman Coulter Avanti J25 a
12500 rpm correspondendo a um campo centrifugo relativo de 18900 g por 40 minutos. Em
seguida, as células foram lavadas, por trés vezes, em solucdo salina 0,85% para completa
eliminacdo dos componentes do meio e dos metabdlitos. A quantificagdo celular foi feita por

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

3.9 — Determinacgdo Quantitativa da Sacar ose

A sacarose presente no caldo de cana e nas amostras retiradas do processo nos tempos
estipulados foi hidrolisada para obter glicose e frutose, cujas determinagOes foram feitas por
método enzimético utilizando o kit glicose-oxidase (GPO-PAP, cepa) (SHU & YANG, 1990).
Apbés a reacdo enzimética, a intensidade da cor da solucdo era medida a 500 nm em

espectrofotébmetro Thermo Spectronic modelo Genesys 10 UV.

3.10 — Recuper acao e Purificacdo da Goma

O mosto fermentado diluido em agua na razéo de 1:1, foi processado em centrifuga
Beckman Coulter Avanti J-25, para retirada das células, a um campo centrifugo relativo de
18900 g por 40 minutos. O sobrenadante foi filtrado a vécuo em sucessivas membranas de
acetato de celulose (Millipore) com porosidades de 5, 3, 1,2 e 0,8 um, tratado com solugdo de

KCI e o polimero recuperado por precipitacdo com etanol conforme Figura 3.4. Para 10 mL do
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mosto diluido centrifugado, adicionam-se 3 mL de solucéo saturada de KCl e 30 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 solucfes de etanol em
concentragfes crescentes iguais a 70%, 80%, 90% e etanol absoluto, o qual permaneceu em
contato por cerca de 10 minutos. A secagem do produto foi readizada em placas de Petri

recobertas com filme plastico perfurado e mantida em estufa a temperaturade 30 + 1°C.

Figura 3.4 — Formato apresentado pela goma momentos apds sua preci pitagao.

3.11 — Avaliacdo do Comportamento Reol égico

A caracterizagdo reoldgica de solucbes aguosas do biopolimero foi determinada com o
auxilio do Viscosimetro Brookfield LVDV-IIl Ultra Para tal, foram utilizados os dados de
tensdo cisalhante (t), medidos a partir de taxas de deformacéo (y), seguindo o modelo de
Ostwald de Waele ou power-law (CHHABRA & RICHARDSON, 1999). Com os valoresde T e
v avaliados estati sticamente por uma estimativa ndo linear obteve-se K (indice de consisténcia) e
n (indice de comportamento) para as solucdes de xantana, comercial (origem: Saporiti do Brasil)
e otimizada neste trabalho, nas concentracdes de 0,75% (m/v). Assim, a viscosidade aparente
para um fluido do tipo “power-law” foi determinada a partir da Equacéo 6.

Ha=—=K(7)
4 (6)
" A caracterizacdo reoldgica a 1% (m/v) ndo foi redizada por limitages existentes e,

n-1

previamente averiguadas, em funcdo da indisponibilidade de sensores de cisalhamento que

contemplassem ampl as faixas de viscosidade.
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3.11.1 — Prepar o das Solugdes de Goma Xantana para Anélise Reol6gica

Apds secagem em estufa a 30°C, agoma foi acondicionada sob vacuo em dessecador para
posterior preparo das suas solugdes a 0,75% (m/v). Triturada na forma de pd, a goma possui
aspecto semelhante ao amido de milho. O procedimento para hidratacdo das solucfes ocorreu
sob agitacdo magnética durante um periodo de aproximadamente 10 horas segundo Loépez et
al. (2003).

Todas as solugdes do biopolimero foram preparadas em peso, considerando a umidade
aproximadamente igual a 15%, para as gomas de origem comercial e a produzida neste trabal ho.

3.11.2 — Deter minagao da viscosidade intrinseca das amostr as de goma xantana

Solugdes do polissacarideo a 0,5; 0,25; 0,1; 0,05; 0,025 e 0,01 g.L ™ foram preparadas em
soluco aquosade KCl 10 M. A solucdo original (0,5 g.L™) foi mantida sob agitacso a 150 rpm,
a 25°C , por 18 horas. Para uma completa dissolucdo das amostras (xantana comercial e
produzida em condic¢es otimizadas), a solugdo foi ainda submetida a 60°C por 40 minutos, e
apos esta etapa, procedeu-se as demais diluicdes (LIMA, 1999).

Como a viscosimetria pode fornecer informagdes importantes a respeito da morfologia da
particula hidrodinamica, os termos viscosimétricos concernem principalmente a contribuicéo do
soluto no incremento de viscosidade do solvente.

O primeiro termo refere-se a relagdo entre a viscosidade do soluto e do solvente puro,

portanto M¢ > 1 € admensional. As medidas foram em viscosimetro capilar AV'S 350 Schott e a

Nre fOi Obtida pelarelacéo entre o tempo de fluéncia da solucéo e o tempo do solvente.

Viscosidade Relativa:

n
Tha. =
Tlo
Viscos dade especifica:
Tl ucio N solvente
o :nrd.solugéo -1
77 solvente

Viscosidade reduzida:

n
nred.:_sp

C
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Viscosidade Intrinseca:

A viscosidade intrinseca € obtida pela extrapolagdo gréfica da relagdo da viscosidade
reduzida com a concentracgo. Sua unidade é cm®/g (CGI) ou m*¥Kg (S1). [n] exprime o efeito de
uma particula isolada (sem influéncias de interagfes intermoleculares) sobre a viscosidade do
solvente. Utilizou-se o Software Satistica 7.0 para efetuar as regressdes lineares e obter os

gréficos (ns/C) em fungdo de C.
3.12 — Determinacao do contetdo de agucar total do produto

AcuUcares totais foram determinados pelo método fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al.,
1956), leitura efetuada em comprimento de onda de 490 nm, utilizando como padréo solucdo de

glucose nas concentracdes de 20-100 pug.mL ™. As dosagens foram feitas em triplicatas.

" O perfil monossacaridico e a determinacdo da massa molecular da xantana produzida em
condic¢des otimizadas foram andlises efetuadas no Centro Politécnico da Universidade Federal do

Parana pelo Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular.
3.12.1 — Deter minacao da composicao de acucar es neutr os

Amostras de goma contendo 2 mg foram submetidas a hidrdlise acida total. A hidrdlise
foi realizada com &cido trifluoracético (TFA) 2 mol.L™ em tubo hermeticamente fechado, a
100°C, durante 5 horas. Ap6s a hidrélise, 0 excesso de &cido foi removido por evaporacdo
(BIERMANN, 1989). O material hidrolisado foi lavado duas vezes com agua destilada, e esta
evaporada.

Os monossacarideos resultantes da hidrdlise &cida total foram reduzidos com boroidreto
de sodio (NaBH;) em temperatura ambiente por 16h em meio aquoso (WOLFROM;
THOMPSON, 1963b). Os ions hidreto (H) fornecidos pelo agente redutor (NaBH,4) promovem
reducdo dos grupamentos carbonila dos monossacarideos, formando alditéis.

Em seguida adicionou-se resina Lewatit S-100 (resina trocadora de céations na forma
&cida) para decompor o excesso de agente redutor e remover os cétions Na'.
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A solucdo foi filtrada em algodédo e o filtrado evaporado até a secura. Lavagens
sucessivas com 3 mL de metanol (3 vezes) foram feitas para remover o é&cido borico
remanescente por co-destilagdo, naforma de borato de trimetila.

Os alditois secos resultantes foram acetilados com piridina (agente catalisador) - anidrido
acético (agente acetilante) (1:1 v/v), em tubo de hidrélise hermeticamente fechado, por 16 h a
25° C (WOLFROM; THOMPSON, 1963a).

Este processo foi interrompido por adicdo de gelo moido ao sistema, e 0s acetatos de
alditéis foram extraidos com 1 mL de cloroférmio. A piridina residual foi complexada com
solucdo aquosa de sulfato de cobre (CuSO,) a 5%, sendo assim separada da fase cloroférmica e
eliminada por sucessivas e intercaladas lavagens com agua destilada e CuSO,.

A fase cloroformica contendo os acetatos de alditois foi coletada, e apOs secura, a
amostra foi ressolubilizada em acetona para ser analisada por cromatografia liquido-gasosa
(GLC).

As andlises por GLC foram efetuadas em cromatografo gasoso Hewlett Packard modelo
5890 A Série ll, com detector de ionizacdo de chama (FID) e injetor a temperatura de 250°C,
coluna capilar DB-210 (30 m x 0,25 mm de didmetro interno), com espessura de filme de
0,25um a 220°C, e nitrogénio como gés de arraste em um fluxo de 2,0 mL.min™.

3.12.2 — Determinacao de agUcares acidos

A dosagem de &cidos urénicos foi realizada pelo método de Filisetti-Cozzi & Carpita
(1991), tendo como solucdo padréo &cido glucurdnico nas concentracdes de 20-100 ug.mL™ e

leitura em 525 nm. As dosagens foram feitas em triplicatas.

3.13 — Analise por cromatografia de exclusdo estérica de alta pressao e determinacdo da

massa molecular

A amostra foi solubilizada em soluco de nitrito de sodio (NaNO,) 0,1 mol.L™ contendo
azida de sodio (NaNs) 200 ppm, em concentracéo de 1 a 3 mg.mL™, e filtrada em membrana de
acetato de celulose (Millipore) com porosidade de 0,2 um.

A amostra foi injetada em cromatografo de exclusdo estérica de alta presséo (HPSEC)
Waters, equipado com um detector de indice de refracéo diferencial (RI) Waters modelo 2410 e
com detector de espalhamento de luz a laser em multidngulos (MALLS) Wyatt Technology
modelo Dawn DSP com 18 canais, acoplados em série. Utilizou-se 4 colunas de gel permeacdo

Waters em série, com limites de exclusdo de 7.10°% 4.10° 8.10* e 5.10° g.mol™. As andlises
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foram efetuadas a 25°C utilizando como e uente uma solugdo de NaNO, 0,1 mol.L™ contendo
NaN3 200 ppm, com fluxo de 0,6 mL.min™, monitorado através de bomba peristéltica Waters
515.

A taxa de variac8o do indice de refragdo com a concentracdo (dn/dc) foi determinada
utilizando cinco concentragdes diferentes. Para isto, foi preparada uma solugcdo na concentracéo
de 1 mg.mL™ em NaNO, 0,1 mol.L ™ contendo NaN3 (200 ppm), filtrada en membrana de 0,22
um, sendo entéo diluida. A massa molecular foi determinada a partir do perfil de eluicéo e do
valor de dn/dc através de calcul os efetuados pelo software ASTRA.

3.14— Andlises Térmicas (TGA/DTA)

Experimentos néo-isotérmicos para obtencédo das curvas TGA/DTA foram efetuados pelo
Instituto de Quimica (UFU), em médulo termogravimétrico Shimadzu (detector 60H), acoplado
a um analisador térmico, utilizando-se razdo de aguecimento de 20°C min™, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio, com vazdo da ordem de 30 mL.min™. As massas de amostras requeridas
(xantana comercial e xantana isolada a partir de condicfes otimizadas) foram da ordem de 5,5

mg. A temperatura maximafoi de 600°C, em suporte de amostra de aluminio.

3.15 — Espectroscopia de I nfraver melho com Transformada de Fourier (FTIR)

As andlises espectroscopicas de infravermelho foram executadas na Faculdade de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. Amostras de xantana comercial,
xantana isolada a partir de condicdes otimizadas e obtida a partir do caldo de cana hidrolisado
foram analisadas em equipamento Bruker Equinox 55, operando em janela espectral de 400 a
4000 ondas.cm™, com 32 varreduras’amostra, resolucdo de 4 ondas.cm™ e velocidade de
escaneamento do detector DTGS igual a 10 KHz. Foram adquiridos sequencialmente trés
espectros para cada amostra, os quais foram processados e analisados com auxilio do Software
OriginPro 7.5.

3.16 — Determinagéo por RMN 'H

Os espectros de RMN *H da goma xantana, produzida em condices otimizadas, foram
determinados em Espectrdmetro Bruker 250 MHz no Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP. As andlises foram realizadas nas seguintes temperaturas
25°C, 50°C, 70°C e 90°C. O procedimento adotado, pela Central Analitica, na obtencdo dos
espectros disponiveis no relatdrio de resultados consta que aproximadamente 20 mg de amostra
foi solubilizada em 0,6 mL de &gua deuterada (D,0).
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4.1 —-TestesPreliminares

Como se sabe, 0s processos fermentativos, na sua grande maioria, reguerem
suplementacéo de nutrientes, principal mente nitrogénio e fosforo, além daquel es freqlientemente
adicionados em concentragbes menores, como: Na, K, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn e Co (BORZANI,
2001). Nessa direcdo, anteriormente ao estudo da otimizacdo das variaveis, concentragdo de
sacarose, concentragao de extrato de levedura, concentragao de nitrato de amonio, agitacéo e
aeracdo, optou-se pela verificagdo do desempenho de outras fontes de nitrogénio no meio de
producdo. Dentre elas, destaca-se: nitrato de amoénio, citrato de aménio, glutamato de sddio e
nitrato de sodio.

Os valores obtidos para a conversao de substrato a produto (Y ps) avaliando como fontes
de nitrogénio nitrato de amonio, citrato de amoénio, glutamato de sodio e nitrato de sodio foram
0,579; 0,461, 0,270; 0,500, respectivamente.

O nitrogénio por ser efetivamente necess&rio como fator de crescimento celular e até
mesmo importante durante a fase de producdo, tem atraido a atencdo dos pesqguisadores no que
se refere a sua origem inorganica ou organica e quanto a concentracdo Otima a ser empregada.
Alves (1991), a partir de um meio sintético utilizando 20,0 g/L de glicose como substrato, testou
como fontes nitrogenadas, nitrato de aménio, sulfato de aménio, peptona e &cido glutamico, de
forma que a concentracdo de nitrogénio no meio correspondesse a 0,7 g/L. Os melhores
resultados comparativamente alcancados por Alves (1991), em termos de produtividade e
viscosidade do meio fermentado, foram para 0 meio no qua o nitrato de aménio era a fonte
nitrogenada. Posteriormente, observou também a influéncia determinante da concentracéo inicia
de nitrogénio presente no meio de cultivo sobre a producdo de goma xantana. Testando vérias
concentragbes de nitrogénio, concluiu-se que, adotando 0,3 g/L inicialmente obter-se-ia um
efeito benéfico sobre a qualidade do produto e fator de rendimento Ypsigua a0,59 g.g™.

Souw & Demain (1979) apud Alves (1991) ao comparar diferentes aminoacidos, uréia,
sais de aménio e nitrato de sddio como fontes nitrogenadas, para a formagéo de goma xantana
por X. campestris pv. campestris NRRL B-1459, obtiveram melhores resultados, em termos de
concentracdo final de produto e viscosidade do mosto, quando nitrato de aménio e glutamato

foram avaliados. Este Ultimo, inclusive, com resultados ligeiramente superiores.
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A avaliacdo das fontes de nitrogénio revelou pela conversdo de substrato a produto que o
nitrato de aménio € realmente uma opcao vantgjosa para suplementacdo do sistema de cultivo

empregado neste trabal ho.

4.2 — Andlise do 1° Plangjamento Experimental

Acerca dos resultados apresentados na Tabela 4.1 referente ao projeto experimental
constituido de trés variaveis (concentragdo de sacarose X1, concentragdo de extrato de levedura
X2 e concentragdo de nitrato de amonio X3) totalizando dezesseis experimentos, algumas
consideracdes relacionadas a influéncia destas variaveis nas respostas (concentracdo de goma,
conversdo de substrato a produto e viscosidade da goma na concentragdo de 1% a 0,75 s*) foram
relevantes. Como pode ser observado, os experimentos 3 e 16 quando comparados, forneceram, a
menor e a maior concentragdo de goma, respectivamente, num conjunto de condicbes
operacionais adversas, onde o0 esperado seria obter maiores concentracdo de goma, Yps €
viscosidade para experimentos os quais a concentracdo da fonte de carbono, ou sga, a
concentracdo de sacarose estivesse presente no seu nivel (+o)) correspondente a 37,87 g/L. No
entanto, sabe-se que esse raciocinio linear, cartesiano ndo deve ser aplicado para processos
fermentativos complexos pois, uma série de fatores interligados determinam o comportamento
do sistema. Ainda com relacdo aos experimentos 3 e 16, X; ao passar do nivel -1,0 (15,0 g/L)
para 0,0 (25,0 g/L) produziu ganhos reais em todas as respostas, porém, esse aumento ndo foi
constatado em termos de concentragdo celular, haja visto que, 0 crescimento microbiano
alcangado foi 2,435 g/L e 2,659 g/L, respectivamente. Ao que tudo indica, parece evidente a
existéncia de um limite para 0 aumento da concentracdo inicia da fonte de carbono,
principalmente, quando analisamos e comparamos 0s ensaios 10 e 16, pois, um salto expressivo
na concentracdo de sacarose (25,0 para 37,87) ndo foi capaz de gerar respostas mais
significativas.

Os experimentos 11 e 13 possuem uma funcdo especial dentro do plangamento, pois tém
como finalidade averiguar os efeitos provocados nas respostas pela auséncia de extrato de
levedura e nitrato de amonio, respectivamente. Processos fermentativos que utilizam caldo de
cana-de-agUcar como matéria-prima, em geral, S0 MeENOS ONerosos e requerem minima
suplementagdo do meio, tendo em vista 0 niUmero de constituintes disponivels para atender as
necessidades nutricionais do microrganismo, a fim da biossintese do produto. Em relacdo ao
extrato de levedura, seu custo é dos maiores e pode tornar-se inviavel, particularmente para

instalagdes de grande porte, a menos que isto signifique um enorme ganho econdmico na
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recuperacdo do produto, ou preserve alguma caracteristica fundamental, necessariamente de alto
valor agregado (BORZANI, 2001). Quanto a presenca de nitrogénio no caldo de cana, sua
concentracdo pode oscilar e com freqliéncia sais de nitrogénio sdo adicionados ao meio de
cultura. Nesse estudo, tanto 0 ensaio 11 quanto o 13 foram realizados na auséncia de extrato de
levedura ou nitrato de aménio e, ainda assim, produziram resultados expressivos para Cg, Y prs,
Lo NO entanto, se comparados, ao ensaio 16 (ponto central), verifica-se que, a concentragéo de
extrato de levedura e a concentracéo de nitrato de aménio ao passar do nivel codificado (-1,287
para 0,0) elevaram significativamente as respostas, deixando claro o beneficio da adicdo de tais
constituintes.

A Tabela 4.1 traz ainda informagdes importantes com relagdo ao ponto central das
variave's, X1 (25,0 g/L), X2 (3,0 g/L) e X3 (0,86 g/L), representado em duplicata pel os ensaios 15
e 16, sendo, sem duvida, a melhor condicdo obtida para as respostas, Cs (15,8 g/L de
biopolimero), Yps (0,632 9.9%), s (22800 cP), no contexto definido pelo primeiro
plangjamento. As andlises estatisticas utilizando a técnica da superficie de resposta confirmaram
um ponto 6timo em torno do ponto central. Vale sdientar que todos os 16 ensaios foram
realizados em duplicata e os valores apresentados na Tabela 4.1 séo médios.

Tabela4.1 — Varidveisindependentes X1, X, e X3 e suas respostas Cg, Yprs, U19 -

Experimentos X1 Xz X3 Conc.Goma| Yps | Viscosidade

[g/L] [gg}] | [cPla0,75s"
1 15,0 0,669 0,191 31 0,218 8125
2 15,0 0,669 1,523 33 0,223 8965
3 15,0 5,331 0,191 2,7 0,180 6654
4 15,0 5,331 1,523 3,0 0,200 7296
5 35,0 0,669 0,191 14,1 0,403 7789
6 35,0 0,669 1,523 14,5 0,414 8259
7 35,0 5,331 0,191 13,1 0,374 6789
8 35,0 5,331 1,523 13,9 0,397 7245
9 12,13 3,0 0,86 30 0,247 7125
10 37,87 3,0 0,86 15,5 0,409 7896
11 25,0 0,0 0,86 13,5 0,540 19500
12 25,0 6,0 0,86 11,9 0,476 17562
13 25,0 3,0 0,0 10,5 0,420 19123
14 25,0 3,0 1,714 13,9 0,556 16587
15 25,0 3,0 0,86 15,2 0,608 22800
16 25,0 3,0 0,86 15,8 0,632 22350

X1 - Conc. sacarose [g/L]; Xz - Conc. extrato de levedura[g/L]; X3 - Conc. nitrato de aménio [g/L]
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Alves (1991) constatou a partir de seus experimentos a inexisténcia de uma relacéo
carbono/nitrogénio 6tima, aplicavel atodos os casos, visto que, para cada concentracéo inicial de
substrato utilizada, ha uma melhor relacdo, consequéncia de uma concentracdo Gtima de
nitrogénio, que favorece inclusive aformac&o do biopolimero.

As Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4 mostram os coeficientes de regresséo das variaveis e interagoes
com nivels de significancia (p) menores que 10% para as seguintes respostas. concentracdo de

goma, conversdo de substrato a produto e viscosidade da goma na concentragdo de 1% a 0,75 s™.

Tabela 4.2 — Regressao multipla para a Concentragdo de Goma considerando o 1° planejamento.

Variaveise Coseficiente de Desvio t(9) p
interacoes regressao
Termo independente 15,331 0,409 37,458 0,000000
X1 5,267 0,210 25,079 0,000000
(X 1)2 -3,594 0,301 -11,923 0,000001
X -0,385 0,210 -1,835 0,099736
(X 2)2 -1,512 0,301 -5,016 0,000723
X3 0,537 0,210 2,557 0,030819
(X 3)2 -1,814 0,301 -6,017 0,000198
R?=0,989

As Equactes 4.1, 4.2 e 4.3 representam 0s modelos gjustados para a concentracéo de
goma, conversdo de substrato a produto e viscosidade da goma na concentracdo de 1%,
respectivamente. Analisando a Equacéo 4.1 pode-se verificar que as varidveis isoladas X1, X, e
X3 compdem o modelo matematico para a concentragcdo de goma, e dentre elas, X; contribui
consideravelmente para 0 aumento desta resposta, desde que, assuma valores codificados
superiores ao nivel central (0,0). O sinal negativo atribuido ao coeficiente da variavel X, diminui
a concentracdo de goma, a menos que assuma valores codificados inferiores ao nivel (0,0). Para
X3, vaoresinferiores ao nivel central, diminuem a concentracdo de goma e val ores superiores ao
nivel central, aumentam a concentracéo de goma. A Tabela 4.1 confirma a interpretacéo dada ao
modelo deixando evidente que maiores concentracOes de sacarose (X3) produzem maiores
concentracdes de goma. E claro também que ha um limite para esse aumento de X, determinado
pelo custo/beneficio.

Cg = 15,331+5,267X1-3,504(X1)%0,385X »-1,512(X 2)*+0,537X 3-1,814(X 3)° (4.1)

O ponto de otimizac&o obtido por meio do Software Maple V Release 4 para maximizar a

concentracéo de gomafoi:
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X1=0,7370 (32,370 g/L sacar ose)
X2 =-0,1514 (2,647 g/L extrato delevedura)
X3=0,1632 (0,969 g/L NH4NO3)

Substituindo o ponto 6timo na Equacéo 4.1, a concentracdo de goma otimizada alcangou
17,324 g/L. A Figura4.l ilustra a superficie de resposta e a curva de contorno em funcéo de X, e
X, para a concentracdo de goma. Por se tratar de um plangamento que visa otimizar trés
variavels de processo, elas sero apresentadas graficamente duas a duas junto a resposta
avaliada. Sendo assim, a Figura 4.2 ilustra a superficie de resposta e a curva de contorno em
funcdo de X1 e X3, e aFigura4.3 ilustra a superficie de resposta e a curva de contorno em funcéo
de X, e X3. A regido de otimizacdo pode ser visualizada pela cor marrom tanto na superficie
quanto no contorno. Nas curvas de contorno ainda é possivel delimitar a regido que produz as
maximas respostas e explorar experimentalmente situacbes em torno do ponto étimo visando
minimizar custos. No final desta sec8o, serd apresentada a Tabela 4.5 mostrando a regido de
otimizacao por meio de intervalos obtidos a partir das curvas de contorno (X1)x(X2), (X1)x(X3) e

(X2)x(X3) para cada resposta.
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Figura4.1 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentragéo de Goma em fungdo
de X 1eXo.
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Figura 4.2 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentracdo de Goma em funcéo
de X 1eXa.
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Figura 4.3 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentracéo de Goma em funcéo
de XoeXa.




Capitulo 4 - Resultados e Discussdes 73

A Tabela 4.3 mostra os coeficientes de regresséo das variave's e interagdes com niveis de

significancia menores que 10% para a conversao de substrato a produto.

Tabela 4.3 — Regressao multipla paraa Converso Y ps considerando o 1° planejamento.

Varidveise Cosficiente de Desvio t(9) p
interacdes regressao
Termo independente 0,6181 0,01742 35,487 0,000000
X1 0,08622 0,00894 9,648 0,000005
(X1)? -0,1743 0,01283 -13,583 0,000000
X2 -0,01674 0,00894 -1,873 0,093864
(X2)* -0,06562 0,01283 -5,115 0,000632
X3 0,0207 0,00894 2,315 0,045879
(X3)? -0,07769 0,01283 -6,056 0,000189
R*=0,975

A conversdo Yps € uma resposta derivada da concentracdo de goma, sendo assim, um
raciocinio similar sera também aplicado para a Equacéo 4.2 com relacdo aos efeitos das varidveis
isoladas X, X, e X3 que compdem o modelo matemético gjustado. As variaveis X; e X3
possuem coeficientes de regressdo com sinais positivos, logo, para aumentar a resposta
conversdo, basta apenas, utilizar os seus niveis acima do ponto central conforme a faixa de
valores especificada para o plangamento. Em se tratando de X, (concentracdo de extrato de
levedura), o sinal negativo do coeficiente associado a nivels abaixo do ponto central gera
aumento na conversdo. A Tabela 4.1 confirma ainterpretacdo dada ao modelo deixando evidente

gue maiores concentragcoes de sacarose (X1) produzem maiores conversoes.
Y ps = 0,6181+0,08622X 1-0,1743(X 1)%-0,01674X 2-0,06562(X 5)*+0,0207X5-0,07769(X3)*  (4.2)

O ponto de otimizacdo obtido pelo Software Maple V Release 4 para maximizar a

conversao Ypss foi:

X1=0,2472 (27,472 g/L sacar 0se)
X2 =-0,1206 (2,720 g/L extrato delevedura)
X3=0,1323 (0,948 g/L NH4NO3)

A conversdo Ypgs otimizada a partir da Equacdo 4.2 forneceu um valor de 0,631 g.g™
quando da substituicdo do ponto 6timo. As Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 exibem as superficies de
resposta e as curvas de contorno para X e X, X1 e X3, X, € X3, que por sua vez, comprovam o

ponto encontrado.
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Figura4.4 — Superficie de resposta e curva de contorno para Y ps em funcdo de X3 e Xa.
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El-Salam et al. (1994) pesguisaram 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 total
no meio fermentado 15,5 g/L de xantana e uma conversdo de substrato a produto de 0,58 g.g %,
resultados que estdo bastante préximos aos obtidos nesta pesquisa.
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Figura 4.6 — Superficie de resposta e curva de contorno para Y ps em funcdo de X, e Xa.

A Tabela 4.4 mostra os coeficientes de regressao das variave's e interagdes com niveis de

significancia menores que 10% para a viscosidade da goma em solugdo na concentracéo de 1%.

Tabela 4.4 — Regressdo multipla para a Viscosidade da Goma (solugdo 1%) considerando o 1°

planejamento.
Variaveise Coeficiente de Desvio t(11) p
interacoes regresséo
Termo independente 22799,14 390,399 58,399 0,000000
(X1)? -9328,23 287,561 -32,439 0,000000
X2 -676,04 200,321 -3,375 0,006199
(X2)? -2676,77 287,561 -9,308 0,000002
(X3)* -3084,77 287,561 -10,727 0,000000

R?=0,991
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Os valores de viscosidade para polissacarideos séo geralmente bastante elevados quando
comparados a maioria dos polimeros sintéticos de mesma massa molecular, como consequéncia
direta da baixa flexibilidade das cadeias de natureza glicidica presentes (ALVES, 1998).

Szczesniak, (1985) apud Vendruscolo (1995) afirmou que altas viscosidades obtidas com
baixas taxas de deformacéo, e baixas viscosidades com altas taxas de deformacéo conferem a
substéncias excelentes caracteristicas de suspensdo e sensacdo bucal ndo pegajosa, como
apresenta a goma xantana.

Vendruscolo, (1990) apud Vendruscolo (1995) relatou que os resultados da viscosidade
aparente das solucbes a 1%, 3% e 6% do biopolimero B-27, em pH 7 foram 160 cP a 1%,
5700 cP a 3% e 78000 cP a 6% na taxa de deformacdo de 0,3 s*, confirmando que ha,
usualmente, uma relagdo direta e ndo-linear entre viscosidade e a concentragdo do
polissacarideo. A ndo-linearidade entre viscosidade de solucdes e concentrages do biopolimero
indica ser este um coldide linear cujas particulas interagem em solucéo.

Vendruscolo (1995) constatou a influéncia da temperatura de fermentacéo e do pH na
viscosidade aparente das solugdes dos biopolimeros produzidos. Sugeriu ainda que
provavelmente, o tipo de aclicar bem como a temperatura influi na producdo da enzima de
polimerizacdo, resultando em polimeros com diferentes massas moleculares.

Com base nesses relatos, observou-se a complexidade para tratar os aspectos reol 6gicos
de uma forma geral, especificamente, quando a propriedade envolvida € a viscosidade de fluidos
pseudopl asticos, como, no caso da goma xantana.

Frente a essas questes operacionais comuns ligadas aos bioprocessos em que variagoes
na composicdo do meio de producdo, temperatura, pH e a cepa utilizada determinam o
mecanismo envolvendo a biotransformacdo do carboidrato a produto, € certo que, esse conjunto
de fatores pode causar mudangas estruturais no biopolimero desgjado refletindo diretamente na
viscosidade de suas solucdes.

A resposta referente a viscosidade da solugdo de goma xantana na concentracéo de 1%
para este estudo esta representada pela Equacéo 4.3 e a Unica variavel isolada que faz parte do
modelo gjustado € X,. Seu coeficiente de regressio é negativo, dessa forma, para se atingir altas
viscosidades é necessario substitui-la por valores codificados negativos. Por outro lado, observa-
se na Tabela 4.1 que ensaios utilizando concentracfes de extrato de levedura menores ndo
apresentaram valores elevados de viscosidade, isto mostra a importancia do efeito conjunto das

variélveisxl, X, eXas.

L% = 22799,14-9328,23(X 1)*-676,04X 2-2676,77(X2)*-3084,77(X ) (4.3)
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O ponto de otimizacdo obtido pelo Software Maple V Release 4 para maximizar a

viscosidade da goma em solucdo 1% foi:

X1 =-0,0007458 (24,992 g/L sacar0se)

X2 =-0,1262 (2,706 g/L extrato delevedura)
X3 =-0,01172 (0,852 g/L NH4NO>)

A viscosidade da solucdo otimizada a partir da Equacdo 4.3 forneceu um vaor de
22841,40 cP quando da substituicdo do ponto 6étimo. As Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 exibem as
superficies de resposta e as curvas de contorno para X; e X, X1 € X3, Xz € X3, que por suavez,
confirmam o ponto encontrado.
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Figura 4.7 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosidade da Goma
(solucéo 1%) em funcéo de X e Xo.

As Equacbes 4.4, 4.5 e 4.6 representam a superficie gjustada na forma canbnica. Os
sinais negativos das raizes caracteristicas A1, A, € Az s80 indicativos de ponto maximo nos trés

Casos.

— 2 2 2
ch =17,324— 3,59/ W" 1,816\ —1, 508\ (4.4

_ 2 2 2
YY% =0,631- 0,174W;* -0,0779W, —0,0654W; (4.5



78

Capitulo 4 - Resultados e Discussges

2 2 2
Y,u1% =22841,40— 9329,17W,” - 3085, 03V, — 2675,5/W, (4.6)

17140
13712
1,0284

0,6856

Il 209268418
Il 19054.6074

Conc. Nitrato de amdnio [g/L] - X3

W 17182375
0,3428 [ 15310.1406
[ 13437,9063
[ 11565,6729
[ 96934385
0,0000 I 7821,2046
12,130 17,278 22,426 27,574 32,722 37,870 53488707
Z I 4076.7366
i Concentragio de sacarose [g/L] - X1
[l
%
[
7o)
2
Il 22799,1386
2, . I 20950,2793
2" I 19101418
Il 17252,5586
[ 15403,6992
[]13554,8389
[]11705,9785
[ 9857,1191
I 8008,2593
I 6159,3989
I 4310,5391

Figura 4.8 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosidade da Goma
(solugdo 1%) em funcdo de X; e Xa.
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Figura 4.9 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosdade da Goma
(solugéo 1%) em funcéo de X, e Xa.
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A Tabela 4.5 foi plangjada como recurso para facilitar o entendimento da escolha de um
ponto 6timo que atendesse as trés respostas estudadas no primeiro plangjamento. A regido de
otimizagdo visualizada pelas superficies de resposta possui concavidades diferentes e quando
projetadas no plano XY geram curvas de contorno que assumem diversas geometrias. Sendo
assim, a Tabela 4.5 mostra a regido de otimizacdo por meio de intervalos obtidos a partir das
curvas de contorno (Xp)x(X2), (X1)x(X3) e (X2)x(X3) para cada resposta. A leitura desses
intervalos se deu através da projecdo dos extremos, esguerdo/direita, na horizontal, e dos
extremos inferior/superior, na vertical, e do deslocamento interno a regido 6tima. Com isto, o
risco iminente de atingir as vizinhangas e originar respostas indesgjaveis foi eliminado.

Tabela 4.5 — Limites inferiores e superiores dos interval os representativos das variaveis X, X, e
X3, dentro da regido de otimizagdo, obtidos a partir das curvas de contornos
(Xx(X2), (X1)x(X3) e (X2)x(X3) para cadaresposta.

Respostas (variaveis dependentes)

Curvasde | Concentracdio deGoma | Conversio Yps[9.97] Viscosidade da Goma
Contorno [g/L] (solugdo 1%) [cP]

(X)x(X7) | (27.0a37,8)e(0,76a4,51) | (235a315)e(1,14a4,49) | (23,0a29,0) e(1,14 a4,16)

(X)x(X3) | (27.0a37,8)e(0,43a1,50) | (235a315)e(0,59a1,39) | (23,0a29,0) e(0,43 a1,29)

(X)x(X3) | (1,51a393)e(0,65a1,29) | (1,51a3,93)e(0,65a1,19) | (151a3,93)e(0,59a1,13)

Leituras obtidas a partir das curvas de contorno naregido de otimizagao representada pela cor marrom.

Conhecidos o ponto 6timo para cada resposta Cg (X1 = 32,370; X, = 2,647; X3 = 0,969),
Yeis (X1 = 27,472; X, = 2,720; X3 = 0,948), me (X1 = 24,992; X, = 2,706; X3 = 0,852) e 0s
intervalos que delimitam X;, X, e Xz, procedeu-se a interseccdo dos mesmos. Os valores
encontrados resultantes da intersec¢do definiram um anico intervalo representado por: X, (27,0 a
29,0 g/L de sacarose), X (1,51 a 3,93 g/L de extrato de levedura) e X3 (0,65 a 1,13 g/L de
nitrato de amodnio). Nessa etapa, a selecdo do ponto 6timo a partir da superficie de resposta no
primeiro plangamento experimental envolveu critérios técnicos e econdémicos, enfim, optou-se
por investigar duas situagdes distintas, uma delas empregando 2,70 g/L de extrato de levedura
eaoutra 1,8 g/L deextrato de levedura, ambas, utilizando X1 (27,0 g/L de sacarose) e X3 (0,8
g/L de nitrato de aménio). Esta escolha, ao que tudo indica, satisfaz plenamente o dominio de
validade da regido de otimizagdo e a alternativa de reduzir o extrato de levedura sem
comprometimento a formagao do produto e as suas propriedades € um ganho extraordinario.

Os experimentos realizados nas condi¢cdes descritas acima revelaram pequena variagao
nos valores de viscosidade como consequéncia direta da diminuicdo do extrato de levedura,

porém perfeitamente aceitével, tendo em vista, seu alto custo no mercado. Dessa forma, obteve-
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se para Cg, Ypis € pag resultados iguais a (16,0 e 15,8 g/L de goma), (0,592 e 0,585 g.g™) e
(22500,0 € 22101,0 cP) para 2,7 g/L e 1,8 g/L de extrato de levedura, respectivamente.

A execucdo do primeiro plangamento experimental comprovou a eficiéncia da técnica de
otimizacdo de variaveis de processo usando a metodologia da superficie de resposta e as curvas
de contorno correspondentes e, ainda, confirmou a reprodutibilidade dos experimentos nos
ensaios fermentativos. Nessa diregdo, um segundo projeto experimental fatorial avaliando os

efeitos da velocidade de agitacdo e aeracéo foi idealizado para encerrar o estudo de otimizagao.

4.3 - Andlise do 2° Plangjamento Experimental

No sentido de minimizar custos inerentes a biossintese da goma xantana, principamente
em relacdo a energia, 0 segundo projeto experimental considerou as variaveis agitacdo e aeracao,
designadas por X, e Xs, respectivamente. E interessante ressaltar para esse tipo de processo as
alteracOes reol6gicas significativas que ocorrem no caldo, motivo pelo qual o sistema necessita
de agitacdo continua. Os objetivos de uma operacdo de mistura podem ser tornar ou manter
homogéneo o0 meio considerado para que a transferéncia de massa, ou melhor dizendo, a
transferéncia de oxigénio no interior do reator sgja uniforme.

A Tabela 4.6 mostrou que as respostas Cg, Y pis € 19 N30 aumentaram significativamente
em relacéo ao primeiro plangiamento, mas foi possivel reduzir o nivel de X4 e X5 tornando o
processo economicamente mais viavel. Esses ensaios com agitagdo mecanica e injecdo de ar em
diferentes niveis permitiram através das medicbes de oxigénio dissolvido do meio a
determinagdo do Coeficiente de Transferéncia de Oxigénio (K. a) (Figura4.14).

Tabela 4.6 — Variaveis independentes do 2° plangjamento, X, e Xs, e suas respostas Cg, Yprs,
H1%.

Experimentos | X4 (rpm) | Xs(vwm) | Kia[h™] | Conc.Goma | Yms | Viscosidade

[gL] [gg"] | [cP1a0,75s"
1 500 0,25 24,978 14,2 0,526 19800
2 500 0,50 30,966 14,0 0,519 20100
3 500 0,75 41,034 13,1 0,485 19500
4 750 0,25 40,614 16,2 0,600 23470
5 750 0,50 58,650 17,1 0,633 24000
6 750 0,75 66,660 15,6 0,577 23400
7 1000 0,25 51,858 16,6 0,615 22900
8 1000 0,50 69,678 16,4 0,607 23100
9 1000 0,75 78,558 14,7 0,544 21680
10 750 0,50 57,921 17,2 0,637 24300
11 750 0,50 59,235 17,3 0,641 24500
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Os experimentos 1 e 9 forneceram 0 menor e o maior valor para K_a iguais a 24,978 e
78,558 h', respectivamente. Verificou-se que fixando a velocidade de agitacdo ou a taxa de
aeracao, os valores de K| a elevam-se para ambas as situagdes, porém, a contribuicdo de X4 em
relacdo a Xs, considerando os efeitos estimados (Equacdo 4.10) através do coeficiente de
regressao, foi ligeiramente pronunciada.

Chaves (2000) pesquisou a producdo e a caracterizacdo de exopolissacarideo sintetizado
por Rhizobium tropici e de acordo com os seus dados experimentais, os melhores resultados
foram obtidos utilizando temperatura de 28°C, aeracdo de 1,0 vvm e agitacdo igual a 800 rpm.
Nessas condicdes, améaxima producao de gomafoi 6,1 g/L e aconversio Yps 0,61 g.g™.

As Tabelas 4.7, 4.8 e 4.9 mostram os coeficientes de regresséo das variaveis e interagoes
com niveis de significancia menores que 10% para as seguintes respostas. concentracdo de

goma, conversdo de substrato a produto e viscosidade da goma na concentracdo de 1% a 0,75 s ™.

Tabela 4.7 — Regressdo mulltipla para a Concentragéo de Goma considerando o 2° planejamento.

Variaveise Cosficiente de Desvio t(6) p
interacOes regresséo

Termo independente 17,042 0,1940 87,820 0,000000
Xa 1,0667 0,1544 6,907 0,000455

(Xa)? -1,605 0,2377 -6,754 0,000514

Xs -0,600 0,1544 -3,885 0,008122

(Xs)? -0,905 0,2377 -3,809 0,008875

R®= 0,959

As Equacdes 4.7, 4.8 e 4.9 representam os model os gjustados em fungdo da agitacdo e da
aeracdo para a concentragdo de goma, conversdo de substrato a produto e viscosidade da goma
na concentracdo de 1%, respectivamente. Analisando a Equacéo 4.7 pode-se verificar que as
variavels isoladas X4 e X5 compdem o modelo matematico para a concentracdo de goma, e
dentre elas, X, contribui para 0 aumento desta resposta, desde que, assuma valores codificados
superiores ao nivel central (0,0). O efeito associado a X4 ao passar do nivel -1,0 para +1,0 gera
um acréscimo de goma equivalente a 2,133 g/L, a0 passo que, para Xs, 0 efeito € contrario
provocando uma queda na concentracéo de gomaigual a 1,200 g/L. O sinal negativo atribuido ao
coeficiente de regressdo da variavel Xs diminui a concentracdo de goma, a menos que assuma
valores codificados inferiores ao nivel (0,0). A Tabela 4.6 confirmou a interpretacdo dada ao
modelo deixando claro que elevada agitacdo (X;) e menor aeracdo (Xs) produziu maior
concentracao de goma. E obvio também que ha um limite para esse aumento de X4, determinado

pelarelacdo custo/beneficio.
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Cg = 17,042+1,0667X 4-1,605(X 4)>0,600X5-0,905(Xs)> (4.7)

O ponto de otimizagdo obtido no Software Maple V Release 4 para maximizar a
concentragéo de gomafoi:

X4=0,3553 (839 rpm)
X5 =-0,3706 (0,4073 vvm) = 0,41 vvm

Substituindo o ponto 6timo na Equacéo 4.7, a concentracdo de goma otimizada al cangou
17,316 g/L. A Figura 4.10 exibe a superficie de resposta e a curva de contorno em funcéo de X4
e X5 para a concentracdo de goma. A regido de otimizagéo pode ser visualizada pela cor marrom
tanto na superficie quanto no contorno. Na curva de contorno ainda € possivel delimitar a regido

gue produz as maximas respostas e explorar experimentalmente valores de X, e Xs nas

vizinhangas do ponto 6timo com o intuito de reduzir custos operacionais.
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Figura 4.10 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Concentracdo de Goma em
funcéo de X4 e Xs.

A Tabela 4.8 mostra os coeficientes de regressdo das varidveis e interacbes com niveis de
significancia menores que 10% para a conversao de substrato a produto.
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Tabela 4.8 — Regressdo mulltipla paraa Conversao Y ps considerando o 2° planejamento.

83

Variaveise Cosficiente de Desvio t(6) p
interagOes regresséo
Termo independente 0,6311 0,007165 88,075 0,000000
X4 0,03953 0,005702 6,933 0,000446
(X4)? -0,05927 0,008776 -6,754 0,000514
Xs -0,02238 0,005702 -3,925 0,007755
(X 5)2 -0,03372 0,008776 -3,843 0,008531
R® = 0,960

A conversdo Yps dada pela Equacdo 4.8 tem comportamento semelhante aguele

apresentado para a concentracdo de goma. Portanto, um raciocinio similar foi também aplicado

para correlacionar os efeitos pouco significativos das varidveis isoladas X4 e X5 que compdem o

modelo matemaético gjustado. As variaveis X, e X5 possuem coeficientes de regressdo com sinais

contrérios, logo, para aumentar a resposta conversdo, basta utilizar os seus niveis acima e abaixo

do ponto central conforme a faixa de valores especificada para o plangjamento, respectivamente.
A Tabela 4.6 comprova ainterpretacéo dada ao modelo.

A conversdo Yps otimizada a partir da Equagdo 4.8 forneceu um valor tedrico de

0,641 g.g™* quando da substituic&o do ponto étimo. A Figura 4.11 exibe a superficie de resposta e

acurvade contorno para X4 e Xs, que por suavez, comprova a existéncia do ponto encontrado.
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Figura4.11 — Superficie de resposta e curva de contorno para Y s em funcéo de X4 e Xs.
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Y pis = 0,6311+0,03953X 4-0,05927(X 4)*-0,02238X 5-0,03372(X5)° (4.8)

O ponto de otimizagdo obtido no Software Maple V Release 4 para maximizar a

conversao Y ps foi:

X4 = 0,3565 (839 rpm)
Xs = -0,3708 (0,4073) = 0,41 vvm

A Tabela 4.9 mostra os coeficientes de regresséo das variavels e interagdes com niveis de

significancia menores que 10% para a viscos dade da goma em solugdo na concentracéo de 1%.

Tabela 4.9 — Regressdo multipla para a Viscosidade da Goma (solucéo 1%) considerando o 2°

planejamento.
Varidveise Cosficiente de Desvio t(6) p
interacoes regressao
Termo independente 2422421 157,537 153,768 0,000000
X4 1380,00 125,372 11,007 0,000033
(X4)* -2560,53 192,943 -13,271 0,000011
Xs -265,00 125,372 -2,114 0,078967
(Xs)? -725,53 192,943 -3,760 0,009395

R%=0,983

O efeito das variaveis X4 e Xs foi mais pronunciado na viscosidade do que na
concentracdo de goma e na conversdo. Através da Equacéo 4.9 verificou-se, por meio dos sinais
dos coeficientes de regressdo, que a agitacdo e aeracdo tém efeitos contrérios, uma aumentou em
2760,0 cP e a outra diminuiu em 530,0 cP a viscosidade, respectivamente, ao passar do nivel -1,0

para+1,0. A Tabela4.6 comprova ainterpretacéo matemética dada ao modelo.

L% = 24224,21+1380,00X 4-2560,53(X 4)*-265,00X 5-725,53(X5) (4.9)
O ponto de otimizag&o obtido através do Software Maple V Release 4 para maximizar a
viscosidade da goma em solugdo 1% foi:
X4 =0,2797 (820 rpm)
X5 =-0,2269 (0,4433 vvm) = 0,44 vvm
A viscosidade da goma xantana em solugdo 1% otimizada a partir da Equagdo 4.9
forneceu um valor de 24432,65 cP quando da substituicdo do ponto étimo. A superficie de
resposta e a curva de contorno para X4 e Xs ilustrada pela Figura 4.12 confirmam o ponto

encontrado.
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Figura 4.12 — Superficie de resposta e curva de contorno para a Viscosidade da Goma
(solucéo 1%) em funcéo de X4 e Xs.

Determinado o ponto 6timo para cada resposta Cg (X4 = 839; X5 =0,41), Yps (X4 = 839;
Xs = 0,41), po (X4 = 820; X5 = 0,44) e os intervalos que delimitam X4 e Xs, facilmente
identificados nas curvas de contorno das Figuras 4.10, 4.11 e 4.12, procedeu-se a interseccao dos
mesmos. Os valores encontrados resultantes da interseccdo definiram um Unico intervalo
representado por: X4 (750 a 850 rpm) e X5 (0,30 a 0,55 vwm). Nessa etapa, eleger um ponto
6timo a partir da superficie de resposta no segundo plangamento experimental envolveu
novamente critérios técnicos e econdmicos, enfim, optou-se por avaliar duas situacdes distintas,
uma delas investigando (830 rpm e 0,41 vwm) e a outra explorando (750 rpm e 0,35 vvm),
ambas mantendo fixa a composi¢do do meio otimizado no primeiro plangjamento. Esta escolha,
ao gue tudo indica, atende plenamente o dominio de validade da regido de otimizacdo e a
alternativa de reduzir a agitacdo e a aeragcdo € um ganho vinculado aos custos energéticos do
processo.

Os experimentos realizados nas condi¢des descritas acima, segundo mostraa Tabela 4.10,
revelaram pequena variacdo nos valores de viscosidade como consequéncia direta da diminuicéo
da aeracdo, porém perfeitamente aceitével, tendo em vista, o alto custo da aeracdo no pProcesso.

Dessa forma, obteve-se para Cg, Ypis € L1, resultados iguais a (17,0 e 16,4 g/L. de goma), (0,630
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e 0,607 g.g™) e (23900,0 e 23002,0 cP) para (830 rpm, 0,41 vwvm) e (750 rpm, 0,35 vvm),
respectivamente.

As Figuras 4.13 e 4.14 complementam o estudo realizado pelo segundo plangjamento
experimental que avalia ponderamente as combinagdes entre agitacdo e aeracdo. A Equacdo 4.10
representa 0 modelo quadratico gjustado, para (K a), mediante multipla regresséo e a partir da
sua interpretacéo, a selecdo dos pontos (830 rpm, 0,41 vvm) e (750 rpm, 0,35 vvm) torna-se
explicativa, pois ao substitui-los obteve-se uma reducéo consideravel de aproximadamente 13%
na transferéncia de oxigénio (57,260 para 49,736 h™, respectivamente). Na curva de contorno,
uma ampla regido de maximizagéo esta definida nas areas que véo desde a cor vermelha até a
marrom, donde qualquer conjunto (X4, Xs) faz correspondéncia ha uma maxima transferéncia de
0,. A Xanthomonas campestris utilizada nesta pesquisa € um microrganismo aerébio, no
entanto, o suprimento de oxigénio no meio fermentativo ndo necessariamente deva ocorrer em

niveis extremos a faixa adotada (0,25 a 0,75 vvm).
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Figura 4.13 — Superficie de resposta e curva de contorno para o Coeficiente de Transferéncia de
Oxigénio (K_a) em funcdo de X4 e Xs.

Y kia= 56,616 + 17,186X 4 — 7,104(X4)? + 11,467Xs (R?) = 0.97 (4.10)
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Figura 4.14 — Transferéncia de Oxigénio em funcdo do tempo para diferentes taxas de aeracéo
(0,25; 0,50 e 0,75 vvm) e velocidades de agitacdo (500; 750 e 1000 rpm).

A Figura 4.14 acrescenta, de modo geral, a possibilidade de mesmo ndo conhecendo os
valores de K| a, inferir sobre o comportamento de cada situacdo experimental, pois o coeficiente
angular dareta € numericamenteigual ao K, a.

As Equagdes 4.11, 4.12 e 4.13 representam a superficie gjustada na forma canénica. Os

sinais negativos das raizes caracteristicas A1, A, € Az S80 indicativos de ponto méximo nos trés

Casos.
Yo, =17.316-1 619W; —0,89 (4.11)
¥, =0641-0, 0598W, —0,0332W (4.12)
7
_ 2 2
Y 105 = 24432, 65~ 2567, 7IW; ~ 718,35, (4.13)

A Tabela 4.10 dispbe, resumidamente, de informacdes oriundas da otimizacdo dos
plangjamentos experimentais, ressaltando os resultados obtidos e comparando aos modelos
estatisticos aplicados. O delineamento composto central e o fatorial utilizado nessa pesquisa
consistiram numa ferramenta muito interessante para avaiar as variaveis que afetaram ou
contribuiram para a producdo de goma xantana. Os modelos foram atamente significativos,
sendo possivel plotar as superficies de respostas e estabel ecer com clareza as regides estratégicas

para maximizar a concentragcao de goma, a conversao de substrato a produto e a viscosidade da
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goma na concentracdo de 1% a 0,75 s*. Em termos das respostas, a Tabela 4.10 mostra alguns
avancos alcancados tendo como referéncia Faria (2005), tornando evidente que a reducdo da
concentracdo de extrato de levedura e dos niveis de agitacdo e aeragdo promoveu uma
diminuicdo substancial nos custos do processo. Outro fator essencial, para que o pesquisador
possa interpretar 0 processo, a luz da metodologia estatistica é a escolha apropriada da faixa de
valores das variaveis independentes, pois 0 sucesso para se obter uma regido de otimizacdo esta

intrinsecamente rel acionado a selecéo da faixa de valores para compor a matriz do planejamento.

Tabela 4.10 — Respostas estudadas na melhor condicdo experimental comparadas ao modelo
estatistico aplicado para diferentes planejamentos.

Plangjamentos Condicéo Experimental | Conc.Goma | Yps[g.g'] | Viscosidade
Experimentais X [g/L] [cP] a0,75s™
Modelo
Delineamento | Faria, (2005) | experimental 14,180 0,579 204930
fatorial 3*
1°DCC 2,7g/L experimental | 16,000 0,592 22500,0
27,0 g/ sacarose; | extrato de modelo 16,202 0,627 224437
0,8 g/L NH4NO;3; levedura
%og m‘q 189l | experimental | 15,800 0,585 22101,0
' extrato de modelo 16,000 0,617 22039,6
levedura
2°DF 830rpm | experimental | 17,000 0,630 23900,0
27,0 g/L sacarose; | 0,41 vwm modelo 17,318 0,641 24405,0
0,8 g/L NH,NO3;
1,8 g/L 750 rpm | experimental 16,400 0,607 23002,0
ext. levedura 0,35 vvm modelo 17,076 0,632 24122,0

4.4 — Andlise Cinética da Condicdo Otimizada

A cinética de um processo fermentativo constitui uma etapa fundamental, pois permite
uma andlise da evoluc&o dos valores de concentracdo de um ou mais componentes do sistema de
cultivo, em funcdo do tempo de fermentagdo. O conhecimento dos valores intermediarios de
concentracao celular (X), concentracdo de sacarose (S) e concentracdo de goma (P) definem os
perfis das curvas ou a forma matematica destas para adequada compreensdo do fenémeno.

O modelo cinético de Weiss & Ollis (1980) permite aidentificacdo paramétrica em vérias
concentragBes iniciais de sacarose e prevé o nivel mais provavel de producdo de goma de
xantana. A Figura 4.15 exibe as curvas de crescimento celular, consumo de substrato e formagédo
de produto para a condicdo otimizada. A Tabela 4.10 sintetizou os resultados provenientes dos

dois plangjamentos e destacou os valores experimentais de concentragdo de goma (16,400 g/L),
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converso Yps (0,607 g.g°) e viscosidade (23002,0 cP) obtidos operacionalmente por X
(27,0 g/L de sacarose), X, (1,8 g/L de extrato de levedura), X3 (0,8 g/L de nitrato de amdnio), X4
(750 rpm) e X5 (0,35 vvm). O fator de conversdo de substrato em massa celular (Ys) foi 0,087
0.9 e aprodutividade equivalente a 0,683 g/L .h.

Lima (1999), trabalhando com trés linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris
atingiu 0 maior fator de conversdo de substrato em massa celular para LFR-4 de 0,08 g.g™,
seguidos de LFR-3 (Y s = 0,05 g.g™) e NRRL B-1459 (Y= 0,03 g.g ).

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¢/L.h de
produtividade.

Osvalores de Y s € de produtividade encontrados neste estudo se comparados com Lima

(1999) e Amanullah et al. (1998) foram superiores, conforme apresentado anteriormente.
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Figura4.15 — Perfil das concentracdes celular (m), sacarose (A ) e goma xantana (%) na condicao
otimizada. Simbolos representam dados experimentais; linhas representam o
modelo de Weiss & Ollis (1980).

4.4.1 — Determinagdo dos Par @metr os Cinéticos via M odelagem M atematica

A Tabela 4.11 do ponto de vista dos valores encontrados para 0s parametros cinéticos e
da comparacdo com outros autores forneceu informacdes que caracterizam e diferenciam os

processos fermentativos em cada caso.
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Tabela 4.11 — Parametros cinéticos determinados na condicdo otimizada comparados com a

literatura.

Parametros Ensaio na Weiss& | Pinches& | Garcia- Serrano- Letisse

condicdo Ollis Pallent | Ochoaet | Carrednet | etal.

otimizada (1980) (1986) |al.(1990)| al. (1998) | (2003)
Lmax [N 0,473 0,152 0,29 0,110 0,25 0,38
Xirex [Q/L] 2,624 2,450 2,15 1,790 4,42 3,30
a [g9gX] 3,975 2,00 1,24 14,286 3,03 3,23
BlaS(gX.h) ] 0,368 0,284 0,24 0,120 0,26 0,36
m[gP/gX] 3,894*10* 1,830 0,47 10,00 2,00 0,50
A[gP(gX.h)™] 0,346 0,155 0,13 0,003 0,25 0,23

A faixa de valores dos parametros calculados neste estudo comparada com 0s outros
trabalhos citados apresentou uma notavel variabilidade, fato este que pode estar associado as
diferencas existentes nas condi¢Bes de cultivo do microrganismo e de producdo da goma
xantana. Weiss & Ollis (1980) utilizaram os dados experimentais obtidos por Moraine &
Rogovin (1971), os quais trabalharam com a linhagem Xanthomonas campestris pv. campestris
NRRL B-1459 em meio de producéo constituido por, glicose inicial 5%, nitrogénio 0,06%, pH
7,1 + 0,1, temperatura (T) 28 £ 1°C e vazdo de ar (V4) 1 vwm. Pinches & Palent (1986)
utilizaram a mesma linhagem de Xanthomonas campestris de Moraine & Rogovin (1971) e meio
de produgdo composto de glicose 22,5 g/K g, nitrogénio (glutamato de sodio ou peptona), pH 7,0
+ 05 T 30 + 05°C e (Va) 0,4vvm. Serrano-Carredn et al. (1998) utilizaram também
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459, mas o substrato empregado foi sacarose
40,0 g/L e a fonte de nitrogénio foi NH4Cl 2,0 g/L empH 7,0 £ 0,1, T 29°C e (V&) 0,5 vvm.
Garcia-Ochoa (1990) apud Letisse et al. (2003) utilizaram sacarose como fonte de carbono e ndo
controlaram o pH, enquanto, Letisse et al. (2003) trabalharam com a linhagem Xanthomonas
campestris ATCC 13951, utilizando sacarose 42 g/L, NH;NO3 1,125 g/L, pH 7,0 e T 28°C.

Os meios de producdo aqui apresentados sucintamente sdo mais completos, mas foge ao
nosso objetivo cita-los integralmente. Considerou-se entdo, que o substrato, a fonte de nitrogénio
e as condicOes de processo sdo suficientes para distinguir cada trabalho citado do presente
estudo.

De acordo com a literatura (BORZANI, 2001), muitos fatores podem contribuir para a
diferenca encontrada nos valores dos pardmetros cinéticos. Entre eles destaca-se a cepa
selecionada, a relacdo C/N, a propria fonte de nitrogénio, o controle ou ndo do pH no meio e

principalmente a utilizagcdo de meios complexos, como o caldo de cana.
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4.5 — Caracterizagdo do Produto na Condig&o Otimizada
4.5.1 — Deter minacdo da Composicédo Monossacar idica

O teor de agucar total encontrado para a xantana em condic¢des otimizadas foi 85,3% e
sua composi¢cdo monossacaridica apresentou principalmente glucose 43%, manose 32%, acido
urénico 24% constituindo nesta ordem uma proporc¢do equivalente a 1,79:1,33:1 (Figura 4.16).
Foram detectados tracos de outros carboidratos, como por exemplo, ramnose, arabinose, xilose e
gaactose. A predominancia de mondémeros de glucose e manose no hidrolisado, bem como do
&cido glucurdnico estd de acordo com JANSSON et al., 1975, MARZOCCA et al., 1991;
MORRIS et al., 1993; HAMCERENCU et al., 2007; SILVA et al., 2009. Segundo Hamcerencu
et al. (2007) o teor de acetato e piruvato pode variar conforme condicdes empregadas no
processo fermentativo e pos-fermentativo, haja visto que algumas propriedades da goma estéo
diretamente relacionadas aos teores desses substituintes, logo, advém a importancia da sua

determinacéo.
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Figura 4.16 — Estrutura quimica da xantana.

Fonte: Hamcerencu et al. (2007)

Sutherland (2001) correlacionou as particularidades de polissacarideos microbianos,
enfocando aspectos estruturais, mecanismos biossintéticos, os efeitos da manipulacdo genética,
as propriedades fisicas associadas a composi¢cao quimica, a comercializacdo dos produtos e sua

aplicacdo, bem como a prospectiva do cenario representado pel os biopolimeros.
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A Tabela 4.12 fornece as propor¢Oes dos principais constituintes da xantana para
diferentes espécies de Xanthomonas. As maiores variagdes ocorreram nos substituintes acetato e

piruvato, como conseqiiéncia da linhagem produtora.

Tabela 4.12 — Razfes molares dos principais constituintes da xantana para diferentes linhagens

de Xanthomonas.
Razéo molar aproximada
Linhagens Glucose | Manose Acido Acetato | Piruvato
Glucurénico
X. campestris 2,0 1,8 1,0 1,0 0,7
X. phaseoli 556 2,0 1,9 1,0 0,1 0,7
X. phaseoli 1128 2,0 1,9 1,0 1,0 0,1
X. gummisudans 2182 2,0 1,9 1,0 15 0,7
X. oryzae PXO61 2,0 1,9 1,0 2,0 0
X. campestris BD9A 2,0 0,8 0,8 0,2 0,1
Mutante 2,0 1,0 1,0 1,0 0
Mutante 2,0 1,0 1,0 0 0
Mutante 2,0 1,0 1,0 1,0 0
Mutante 2,0 1,0 0 0 0

Fonte: Sutherland, 1. W. (2001).

SILVA et al. (2009) reportaram a producgéo e a caracterizagdo da goma xantana a partir
de soro de queijo para duas linhagens de X. campestris (1230 e 1182). A composi¢ao quimica,
em termos de glucose, manose e ramnose, determinada para as gomas produzidas foi comparada
auma amostra comercial e o perfil monossacaridico obtido segue descrito:

v’ xantana comercial — (glucose 2,75 g/L; manose 3,63 g/L e ramnose - ausente);

v X. campestris 1230 — (glucose 0,80 g/L; manose 1,56 g/L eramnose 1,10 g/L); e

v X. campestris 1182 — (glucose 0,52 g/L; manose 0,71 g/L e ramnose - ausente).

Os autores relataram ainda que peguenas variagfes na composicao dos carboidratos
ocorrem com frequiéncia, dependendo da linhagem empregada e, em muitos casos a proporgao
entre os monossacarideos se mantém (1:1). Esse estudo divulgado por Silva et al. (2009)
representa uma contribuicdo cientifica importante e a possibilidade de destinar o soro de queijo,
um residuo agroindustrial abundante, como matéria-prima de baixo custo para viabilizar a sintese
de produtos com alto valor agregado como € o caso da goma xantana. Além disso, outro aspecto
positivo do ponto de vista ambiental € a redugdo do impacto gerado em decorréncia do

lancamento inapropriado.
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Guo et al. (2008) divulgaram para a goma psyllium a seguinte distribuicdo de
carboidratos em porcentagem (%): ramnose (1,50 + 0,10); arabinose (21,96 + 1,29); galactose
(3,76 + 0,24); glucose (0,64 + 0,17); xilose (56,72 + 2,97) e manose (0,40 + 0,02) perfazendo um
total correspondente a (84,98 + 4,26). Os autores justificaram seus resultados com base no
conhecimento de que as informagdes estruturais explicam as propriedades funcionais e, aém
disso, centralizaram o foco do trabalho no fracionamento da goma visando estimar o tamanho
das particulas das mol éculas obtidas de diferentes fragdes em solucéo.

O cromatograma mostrado na Figura 4.17 representa os picos dos produtos de hidrélise
analisados por cromatografia liquido-gasosa da amostra de xantana em condi¢fes otimizadas

conforme metodol ogia empregada.
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Figura 4.17 — Cromatograma dos produtos de hidrélise da amostra de xantana analisados por
cromatografia liquido-gasosa na forma de acetatos de alditol.

4.5.1.1 — Analise por Cromatografia de Exclusao Estérica de Alta Pressdo e Determinacéo

da Massa M olecular

O perfil de eluicdo da amostra por HPSEC-MALLS/RI (Figura 4.18) revelou uma
distribuicdo de massas unimodal, assegurada pelo indice de polidispersdo (Mw/My) igua a
1,014, demonstrando homogeneidade no material analisado.

A massa molecular ponderal média (M) obtida para a xantana, admitindo a biossintese
conduzida no ponto &timo, foi 4,172x10° Da Este valor, comprovadamente denota
caracteristicas peculiares a goma, pois resultard solugdes atamente viscosas refletindo caréter
pseudopl astico, conforme discussdo apresentada em secdes posteriores.

Papagianni et al. (2001) realizando fermentacdes em batelada na faixa compreendida
entre 100 e 600 rpm constatou a influéncia da agitagdo na estrutura quimica da xantana, assim

como o aumento no teor de piruvato em decorréncia do aumento nos niveis de agitacdo. Os
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autores indicaram ainda uma faixa de peso molecular média tipica da goma situada entre 2x10° e

5x10" Da, contemplando inclusive o valor encontrado nesta pesquisa.
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Figura 4.18 — Perfil de eluicdo por HPSEC utilizando detectores de indice de refracdo (RI) e
espalhamento de luz (MALLS - mostrado o angulo de 90°).

Kambourova et al. (2009) investigaram a producdo e caracterizacdo da glucana
microbiana (EPS), sintetizada por Geobacillus tepidamans V264, usando maltose como fonte de
carbono. Alcancaram para um sistema batelada, a 300 rpm, 111,4 mg.L™ de glucana com alto
peso molecular (> 1x10° Da) e termicamente estavel (280°C), propriedades estas que
impulsionam sua aplicacéo em diferentes mercados. O contelido total de carboidratos foi 98% e a
analise dos agUcares presentes constatou a predominancia da glucose na composi¢éo e de outros
monossacarideos em menor proporcao (glucose/gal actose/fucose/frutose: 1/0,07/0,04/0,02).

Klebsiella oxytoca produz um tipo de exopolissacarideo (EPS), segundo Feng et al.
(2009), com peso molecular médio de 1,16x10° Da e tamanho de particulas de 260 nm. Os
componentes monossacaridicos e suas razdes de proporcionalidade foram determinados
conforme natureza dos produtos de hidrélise: ramnose (0,033)/fucose (0,0411)/arabinose
(0,0147)/xilose (0,0051)/manose (0,2393)/gaactose (0,0986)/glucose (0,1304). O perfil de
distribuicéo de massas ilustrado na Figura 4.19 pode ser comparado aguele da Figura 4.17, pois a

semelhanga das curvas indica homogenei dade das amostras.
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Figura 4.19 — Perfil de eluicdo por HPSEC para (EPS) produzido por Klebsiella oxytoca.
Fonte: Feng, L. et al. (2009).

4.5.2 — Andlise Espectroscopica (FT-IR)

O espectro de infravermelho com Transformada de Fourier consiste numa metodologia
adotada para detectar similaridades ou diferencas na estrutura quimica de diversos compostos.

As amostras de xantana comercial, xantana proveniente de caldo de cana hidrolisado e
xantana produzida a partir de condi¢cdes otimizadas foram analisadas com o objetivo de
identificar os grupamentos funcionais presentes na estrutura destes biopolimeros. A regido
estudada compreendeu as bandas localizadas na janela espectral compreendida entre 400 e 4000
ondas.cm™. A discuss3o a seguir trata o assunto de forma didética e simplificada, porém, permite
esclarecer o processo de identificagéo das bandas resultantes dos trés espectros avaliados.

A Figura 4.20 ilustra o perfil do espectro de infravermelho das trés amostras. Pode-se
observar que a banda resultante da deformacéo axial de grupos hidroxila -OH participantes de

interacdes do tipo ligacBes de H esta representada em 3450-3200 ondas.cm™. As absorcdes de
grupos hidroxilas estdo entre as primeiras a terem sido estudadas por espectroscopia no
infravermelho (BARBOSA, 2007). Na maioria das situagdes, o grupo -OH de uma molécula ndo
se encontra livre ou isolado. Ao contrario, ele sempre se apresenta na forma associada,
realizando ligacdo de hidrogénio. No caso de dlcoois e fendis, as absorgdes mais caracteristicas
S80 as relacionadas aos estiramentos das ligagdes O-H e C-O. Quando o grupo O-H se encontra
associado, a banda geralmente é observada na regido de 3590-3200 cm, no caso de dcoois, e de
3250-3000 cm™ em fendis, que participam de ligacdes intermoleculares, e de 3200-2500 cm?, no
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caso da existéncia de ligagdo intramolecular. Entre aproximadamente 1250-1000 cm™ aparece a
ligacdo relativa ao C-O (BARBOSA, 2007). Considerando ainda que ésteres, anidridos e éteres
também absorvem fortemente na regido de 1300-1000 cm™, a caracterizacdo das bandas de

estiramento das ligagBes C-O de dcoois e fendis podem se tornar um problema complexo.
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Figura 4.20 — Espectro FT-IR das amostras de xantana em pellets KBr: comercial, condicéo
otimizada, obtida a partir do caldo de cana hidrolisado.
v" Nos trés espectros adquiridos, as bandas mais importantes registradas no intervalo de
4000 a 400 cm* foram: (3200-3450 cm™: deformaco axia de —OH; 2850-2950 cm™:
deformacdo axial de C-H (pode ser devido a absorcBes de estiramento simétrico e
assimétrico de CHj3, ou ainda, de grupos CH,) e CHO; 1710-1730 cm™t: deformacéo axial
de C=0 de ésteres, 4c. carboxilicos, aldeidos e cetonas, 1530-1650 cm™: deformacio
axial de C=0 de endis (B-dicetonas); 1420-1430 cm™: deformaco angular de C-H; 1050-
1150 cm™: deformacao axial de C-O).

Quando o grupo O-H participa de ligagdo de hidrogénio, conforme discutido, a ligacdo C-
O fica um pouco mais fraca, e como conseqiiéncia se observa reducdo na sua freguéncia de
absorcdo. O modo de vibracgo da ligagdo C-O acopla-se a vibragdo da ligagdo C-C adjacente,
resultando em alteragdo no posicionamento dessa banda. Para um acool primério, por exemplo,
essa vibracdo seria mais corretamente descrita como sendo devida ao estiramento da ligacéo C-
C-O. Em raz&o desse acoplamento, & coois primérios absorvem na regido de 1085 - 1030 cm™,
0s secundarios em 1125-1085 cm™, os tercidrios em 1205-1125 cm™ e os fendis em 1260-1180

1

cm~. Essa banda geralmente é bastante intensa e relativamente larga, sendo facilmente
identificada (BARBOSA, 2007).
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O grupo O-H de alcoois resulta ainda em bandas referentes a deformagdo angular no
plano (6 OH) e deformgéo angular fora do planoy(OH ), as quais aparecem nas regides de
1460-1260 cm™* e 700-600 cm™, respectivamente. Em solucdes concentradas, o formato da banda
de deformag&o angular no plano é alargado na regido de 1500-1300 cm', enquanto em solucdes
diluidas ela é mais aguda e ocorre em torno de 1260 cm™. Essas bandas ndo sdo claramente
visivels no espectro, no entanto, o que se observa é apenas uma alteracdo na linha de base,
sobreposta com as absor¢fes de deformacéo angular de CH, e CH3; (BARBOSA, 2007).

Compostos com absorg¢des devidas a vibragdes de estiramento C-H e C-C e vibragdes de
deformacgdo angular C-C-C e H-C-H, as bandas mais rel evantes situam nas regides de 3000-2850
cm™ e de 1450-1365 cm™, respectivamente. As absorcBes de estiramento de ligagdo C-C,
denominadas genericamente vibracdes esqueletais, localizan na regido de 1260-700 cm*
(impressdo digital) e sdo geralmente fracas e sem qualquer importancia para elucidagéo
estrutural. As absorcdes de deformacdo angular de ligagdes C-C-C surgem abaixo de 600 cm™,
sendo também fracas e sem importancia. Na regido de 3000-2850 cm™, quatro bandas distintas
podem estar relacionadas a deformacdo axial da ligacdo C-H, dentre elas, podemos citar:
absorgdes de estiramento simétrico e assimétrico de CHs, absorgdes de estiramento simétrico e
assimétrico de CH,. De modo geral, o posicionamento das bandas relativas a esses estiramentos
varia pouco, sendo que grupos metila absorvem devido ao estiramento assimétrico em torno de
2975-2950 cm™, por outro lado, o estiramento assimétrico de CH, aparece em torno de 2930-
2920 cm* (Figura 4.20). Por outro lado, a banda de estiramento simétrico de CH3 se encontra em
torno de 2885-2865 cm'*, a0 passo que, a banda de estiramento simétrico de CH,, esta na faixa de
2870-2840 cm™ (BARBOSA, 2007).

O grupo CH3; em hidrocarbonetos da origem a banda de deformagdo angular assimétrica
(8as CH3) na regido de 1465-1440 cm™ e de deformagso angular simétricad s CHs) em 1390-
1370 cm™. A banda de deformacdo angular assimétricad( »s CHs) geralmente se sobrepde & de
deformac&o angular simétrica de CH, (8s CH), que ocorre em 1480-1440 cm™* (Figura 4.20). A
deformagdo angular assimétrica do grupo CH (p CHy), em que todo o grupo se move em fase, €
perceptivel na faixa de 725-720 cm'™’. Essa banda é evidente em compostos de cadeia longa e
corresponde a vibracdo do fragmento [CH_],, , sendo n> 4 (BARBOSA, 2007).

Vale destacar ainda que a presenca de grupos eletronegativos diretamente ligados ao
grupo CHz pode alterar significativamente a posicdo da banda de absor¢do de deformacéo
angular simétrica, cuja ocorréncia seria na regido de 1450-1260 cm™, enquanto a absorcdo de
deformacdo angular assimétrica € menos sensivel a essas ateragfes estruturais, surgindo entre
1470-1410 cm™* (BARBOSA, 2007).
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A banda caracteristica que se observa nos espectros de infravermelho de éteres se deve ao
sistema C-O-C, cuja absorcdo ocorre aproximadamente na faixa de 1270-1060 cm™. Como a
massa e a forga das ligagdes do grupo C-O-C sdo muito semelhantes com as do grupo C-C-C,
espera-se que ambos 0s grupos registrem bandas de absor¢éo em posi¢des equivalentes, o que de
fato ocorre. Contudo, como aligacéo C-O possui momento de dipolo maior que aligacéo C-C, a
intensidade da banda de absorcéo referente ap estiramento da ligagdo C-O € maior que a da
ligacdo C-C (BARBOSA, 2007).

No caso de éteres aliféticos, a banda de estiramento assimétrico daligacéo C-O ocorre em
torno de 1150-1060 cm™*, sendo mais comum situar entre 1140-1110 cm. Eteres ciclicos exibem
essa banda na faixa de 1270-1030 cm', sendo sua locaizacgo influenciada pelo tamanho do
anel. Os éteres de seis membros absorvem na mesma regido que os aciclicos, enquanto os de
anéis menores geralmente absorvem em niimeros de onda menores (BARBOSA, 2007).

Bandas caracteristicas do estiramento de ligacdo C=0 foram detectadas nitidamente na
regido de 1750 e 1625 ondas.cm™ e representam grupos adeidos ou grupamento acetil (Figura
4.20). S8o vérias as classes de compostos organicos onde o grupo carbonila (C=0) faz parte de
suas estruturas, dentre elas pode-se citar: cetona, aldeido, &cido carboxilico, éster, lactona,
anidrido, amida, lactama e sal de acido carboxilico. O estiramento da ligagdo C=0O ocorre em
uma ampla faixa de nimero de ondas, que vai de aproximadamente 1850 cm™ a 1610 cm'™,
dependendo da classe do composto e da estrutura da substancia em particular. De modo geral,
todo efeito resultante em aumento da forca da ligagdo C=0 tera como resposta incremento na
freqiiéncia de estiramento dessa ligagdo, enquanto efeitos que diminuem a forca da ligacéo
implicardo em decréscimo no nimero de ondas de absorcdo (BARBOSA, 2007).

A grande importancia da banda de absorcéo referente ao estiramento da ligacéo C=0
baseia-se fortemente na sua intensidade, além de caracterizar uma regido onde outros poucos
grupos ou ligagdes absorvem, ou seja, nessa regido acontecem poucas interferéncias de demais
grupos funcionais, tornando mais fécil a identificagdo da presenca da carbonila. Fatores
estruturais e 0 estado fisico da amostra afetam diretamente a frequéncia de absor¢do das
carbonilas. Apenas a titulo informativo, os fatores estruturais serdo citados, pois ndo é de
interesse detalhar a teoria envolvida no assunto. A Figura 4.21 ilustra o efeito do tamanho do
anel sobre afrequiéncia de absorcéo daligacdo C=0 em diferentes compostos ciclicos.

Dentre os fatores que afetam a freqiiéncia de estiramento da carbonila, podemos citar:
v Eletronegatividade dos a&tomos ligados ao carbono da carbonila;
v Eletronegatividade dos atomos ligados ao carbono alfa em relacéo a carbonila;

v’ Efeito de conjugacdo de ligacdo dupla;
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v’ Efeito daformacéo de ligacdo de hidrogénio;
v’ Efeito do tamanho do anel (BARBOSA, 2007).
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Figura 4.21 — Efeito do tamanho do anel sobre a frequiéncia de absor¢do da ligacdo C=0 em

As bandas correspondentes ao estiramento de ligagbes C=0 de cetonas e aldeidos

alifaticos saturados sd0 muito parecidas, todavia a banda equivalente aos aldeidos é detectada em
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valor ligeiramente superior a das cetonas, devido o efeito indutivo doador de elétrons dos grupos
alquilas ligados ao carbono da carbonila das cetonas que enfraquece a ligagdo C=0 em relacdo
aos aldeidos (BARBOSA, 2007).

O espectro da forma endlica ndo apresenta uma banda tipica de carbonila conjugada a
ligacgo dupla, mas exibe uma banda muito larga e intensa na regido de 1640 a 1580 cm™. Essa
reducéo na freqiiéncia da banda de absor¢éo em relacdo a uma carbonila de um composto a,f-
insaturado se deve a formagdo de ligacdo de hidrogénio intramolecular, que resulta também no
alargamento da banda. Nessa diregdo se observa ainda uma banda larga, e geralmente fraca, entre
3200 e 2400 cm™, em razo do estiramento da ligagdo O-H. O da forma carbonilica, por sua vez,
possui duas bandas de estiramento da ligagdo C=0, sendo normal mente centradas em torno de
1720 cm™ (BARBOSA, 2007).

As cetonas podem ainda absorver com intensidade variando de média a forte no intervalo
de 1320-1100 cm™, como resultado do estiramento e da deformacdo angular do grupo C-CO-C.
A faixa de absorcdo para as arométicas vai de 1230 a 1075 cm™. Contudo, as bandas registradas
de deformac&o angular no plano provenientes da ligagdo C-CO-C na regido de 630-620 cm™
sofrem deslocamento para 580 cm™, porém no representa valor diagndstico (BARBOSA, 2007).

Os espectros de aldeidos detectam uma banda tipica correspondente ao estiramento da
ligacdo C-H do grupo carbonila. Na realidade ocorrem duas bandas de intensidade média a fraca
nas regides 2830-2810 cm'™* e 2740-2650 cm™* devido & ressonancia de Fermi entre a vibragdo de
estiramento da ligacdo C-H e a primeira harmonica da banda de deformagdo angular da ligagéo
C(0)-H com sinal em 1390 cm™ (BARBOSA, 2007).

Nos é&cidos carboxilicos, o carbono da carbonila esta ligado a um grupo OH que exerce
efeito indutivo retirador de elétrons, aumentando aforca da ligacdo C=0 em relacéo aos aldeidos
e as cetonas. Em razdo disso, para &cidos carboxilicos que ndo estdo envolvidos em ligagdo de
hidrogénio (isso pode ocorrer quando o &cido esta na fase de vapor ou em solugdo muito diluida
em um solvente apolar), a absorcdo da carbonila é observada entre 1780-1740 cm™. Todavia,
essa situacdo ndo € muito comum. Em geral, 0 mais comum é obter espectros com a amostra em
pastilha de KBr ou como filme liquido. Nesses casos, 0s acidos geralmente se encontram
associados na forma de dimero, por meio de ligagdes de hidrogénio promovendo um
enfraquecimento daligacdo C=0 da carbonila, de modo que os espectros dos acidos carboxilicos
aliféticos saturados apresentam uma banda de absor¢do em 1725-1710 cm™>. Para os aromaéticos,
a absorcao ocorre em 1700-1680 cm™, e nos &cidos aliféticos a,B-insaturados ela é observada em
1715-1690 cm™. Outras insaturacdes estendendo a conjugacdo tém pouco efeito sobre a posicao

da banda de absorcdo. A presenca de grupos retiradores de elétrons como cloro, bromo no
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carbono a fortalece a liggo C=0, resul tando em aumento na frequéncia de absor¢cdo dessa
ligacdo (BARBOSA, 2007).

Em funcdo disto, pode-se inferir que os polissacarideos isolados seguiram o mesmo
comportamento espectral do padrdo utilizado, provavelmente em razéo da proximidade do grau
de pureza empregado pel o fabricante e pela técnica adotada nesta pesquisa.

Freitas et al. (2009) sintetizou um polissacarideo extracelular composto principal mente
por galactose e menores quantidades de manose, glucose e ramnose, a partir de Pseudomonas
oleovorans NRRL B-14682, usando glicerol como fonte de carbono. Confrontando o espectro
FT-IR obtido nas andlises quimicas com 0s espectros de outras gomas comerciais, xantana e
guar, concluiram que as bandas em torno de 3400 cm™, 2939 cm™ e 990-1200 cm™, comuns a
todos os polissacarideos representam ligacdo O-H, ligacdo C-H de grupos —CH,, e sacarideos,
respectivamente. A correspondéncia entre as bandas os levaram a afirmar forte similaridade entre
0 EPS produzido e a xantana, devido aos grupamentos acidos presentes.

No entanto, a espectroscopia de infravermelho isoladamente ndo € conclusiva na
identificacdo acerca da estrutura dos polissacarideos de interesse, logo, recomenda-se 0 uso de

técnicas complementares como a Ressonancia Magnética Nuclear de Préton e de Carbono.
4.5.3 — Comportamento Reol 6gico das Solucdes de Xantana a 0,75% (m/v)

Uma importante caracteristica associada aos biopolimeros é a sua capacidade de
espessamento numa determinada concentragdo, geralmente inferior a 1% (m/v), promovendo
altas viscosidades em taxas de deformagédo conhecidas.

Os polissacarideos provenientes de fontes ndo convencionais, assim como 0s de origem
microbiana, servem de substrato para a degradacdo enzimatica. No entanto, o numero de
polissacarases isoladas e identificadas € relativamente pegueno; somente poucas espécies
produtoras de polissacarideos, também sintetizam enzimas que o degradam reduzindo suas
viscosidades. Quase todas as enzimas capazes de atuar, nessas circunstancias, no produto final
exibem um alto grau de especificidade, raramente decompondo mais de um biopolimero, ainda
gue haja estruturas homaélogas (SUTHERLAND, 1990 apud LIMA, 1999).

As Figuras 4.22 e 4.23 representam os reogramas, gerados a partir do Software OriginPro
7.5, utilizando medicOes de taxas de deformacdo para tensbes de cisalhamento aplicadas a
solugdes 0,75% (m/v) da goma xantana, conforme resisténcia ao escoamento.

Para a goma comercial K e n assumiram valores iguais a 6,442 [Pa.s] e 0,136 (Figura
4.22), respectivamente, a0 passo que, a goma produzida neste trabalho alcangou valores paraK e
n iguais a 13,257 [Pas’ e 0,226 (Figura 4.23), respectivamente. Esses resultados merecem
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reflexdo, pois em se tratando de fluidos pseudopl ésticos, também denominados ndo-newtonianos,
a tensdo de cisalhamento € uma funcdo ndo linear da taxa de deformacéo e depende ainda da
temperatura, da pressdo, do peso molecular, da morfologia das moléculas e do tempo; contudo,
compara-los requer certa cautela, pois representam parametros reol 6gicos de gomas procedentes
de processos fermentativos distintos. Em secOes anteriores, muito se discutiu a respeito da

composicdo quimica dos polissacarideos e os fatores associados as variagdes percentuais de
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alguns grupamentos, além disso, a qualidade da goma direciona a sua aplicacéo.
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Benichou et al. (2007) averiguaram o comportamento reol 6gico de solugdes combinadas,
a partir de xantana e de proteina isolada do soro (WPI), para diferentes razfes, visando a
aplicagdo em formulagdes alimenticias e propiciando através das interagdes associativas o
aumento da estabilidade de emulsdes. Curvas de viscosidade em funcéo da taxa de deformagéo
(Figura 4.24), para concentraces 0,1%, 0,3% e 0,5% de xantana, foram construidas e os
parametros K e n estimados de acordo com a Tabela 4.13. Interessante ressaltar que a100 s ™,
as viscosidades das solugdes (0,75% m/v) da xantana comercial e otimizada calculadas pelo
model o de Ostwald de Waele correspondem a 120,5 cP e 375,3 cP, respectivamente, competindo
com um valor aproximado a 150 cP da solucéo 0,5% preparada por Benichou et al. (2007).

200 5 \
160 :
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% > 2 \_.__.
= i
§ 80 kL
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""1"::' i-ni__‘__l
0 T . )
0 &0 100 150

Shear rate (1/s)

Figura 4.24 — Viscosidade da solucdo de goma xantana em &gua (m: 0,1 %; A: 0,3 %; ®: 0,5 %)

em funcdo dataxa de deformacdo apH 7 e T = 20°C.
Fonte: Benichou, A. et al. (2007)

A Tabela 4.13 é uma fonte preciosa divulgada por Benichou et al. (2007) acerca do
comportamento reolégico da mistura em evidéncia (xantana/WPI). Um acréscimo na
concentracdo de xantana (0,1% para 0,5%) elevaK de 0,29 para 26,38 (Pa.s") e reduz n de 0,773
para 0,243 intensificando a resisténcia ao escoamento e confirmando o perfil pseudopléstico
tipico. Analisando as proporcdes entre as misturas (xantana/WP!), K (1,61 para 26,54 Pas’) en
(0,507 para 0,311) seguiram aumentando e reduzindo, respectivamente.
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Tabela 4.13 — Vaores para K e n em varias solugdes combinando goma xantana/ WPl (whey
protein isolate - proteinaisolada do soro) apH 7 e T = 20°C (Modelo de Ostwal d-

de-Waele).
Sistema K (Pas") n(-)
Goma Xantana 0,1% 0,29+ 0,09 0,773+ 0,089
Goma Xantana 0,3% 8,53+ 0,13 0,314 + 0,052
Goma Xantana 0,5% 26,38 + 0,32 0,243 £ 0,025
WPI/Xantana (4%/0,1%) 1,61+0,13 0,507 + 0,065
WHPI/Xantana (4%/0,3%) 5,93+ 0,20 0,371+ 0,042
WPI/Xantana (4%/0,5%) 26,54 + 0,36 0,311 + 0,028
WPI/Xantana (2%/0,5%) 27,49+ 0,33 0,327 + 0,036

Fonte: Benichou, A. et al. (2007)

Sciarini et al. (2009) detiveram seus estudos no isolamento de galactomananas oriundas
de sementes de Gleditsia triacanthos (Fabaceae) com proporcdo variavel de manose/gal actose
gue dependem do método de purificagcdo adotado. As propriedades funcionais do hidrocol 6ide
obtido por trés métodos de recuperacdo foram comparadas com aquelas exibidas pela xantana,
devido a sua ampla utilizagdo. O efeito da temperatura na viscosidade foi observado na Figura
4.25. A medida que aumenta a temperatura, a energia cinética das moléculas também aumenta

diminuindo consideravel mente a resisténcia ao escoamento da solucéo.
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Figura 4.25 — Curvas de Viscosidade Aparente em funcdo da Taxa de Deformacdo para a
xantana (0,5% m/v) em diferentes Temperaturas.
Fonte: Sciarini, L.S. et al. (2009)
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Yoo & Kim (2006) avaliaram as propriedades reol 6gicas da mistura goma xantana-amido
de arroz (5% wi/w) a vérias concentracdes de xantana (0; 0,2%; 0,4%; 0,6% e 0,8%) numa faixa
de temperatura de 25 a 70°C (Tabela 4.14). Pequenas diferencas para o indice de comportamento
(n) foram detectadas, enquanto a viscosidade aparente a 100 s* e K diminuiram com o aumento
da temperatura (25 a 70°C). Rao (1999a) apud Yoo & Kim (2006) correlacionou temperatura e a
viscosidade aparente numa taxa de deformacao especifica, para as misturas goma xantana-amido
de arroz, em geral presentes nos alimentos fluidos, usando arelacdo descrita por Arrhenius:

v' Na (100 s = A*exp(E4/RT)

A Tabela 4.14 mostrou ainda que os efeitos da temperatura diminuiram com o aumento
da concentragdo de xantana na mistura e, a 0,8%, os valores de 1, ndo sofreram alteragtes
significativas, principalmente a partir de 40°C até 70°C, evidenciando assim, influéncia quase
desprezivel naguela propriedade. Os autores observaram também uma reducdo da viscosidade
aparente com a temperatura mais pronunciada a menores concentragoes de xantana. As curvas
geradas de viscosidade, tensdo cisalhante em funcdo da taxa de deformacdo apresentaram

coeficientes de determinacdo superiores a 96%.

4.5.3.1 — Deter minacao da viscosidade intrinseca da goma xantana

A viscosidade intrinseca e a constante de Huggins da xantana comercial e da xantana
produzida no ponto étimo foram 3967,8 mL/g (Ky = 0,117) e 2862,6 mL/g (Ky = 0,198),
respectivamente (Figura 4.26). Essa diferenca encontrada consolidou discussdes acerca do
tamanho, da forma ou do peso molecular da estrutura, relevantes ao processo de caracterizacao.
Medidas viscosimétricas em regime diluido podem mostrar particularidades a nivel molecular e
isto constitui uma ferramenta na determinagdo da composi¢ao quimica de EPS s sintetizados por
fermentacdo (TORRES et. al., 1993 apud Lima, 1999).

Lima (1999) relatou valores de viscosidade intrinseca das amostras de xantanas,
polimerizadas num meio sintético a partir de trés linhagens de Xanthomonas, da mesma ordem
de grandeza daguel es obtidos nesta pesquisa. Nesta sequiéncia, para Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459, LFR-3 (isolada de couve — Brassica oleracea var. capitata), LFR-4
(isolada de rabanete — Raphnus sativus L.), as viscosidades intrinsecas foram 3500,71; 1125,3 e
2210,3 mL/g.
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Tabela 4.14 — Efeito da concentragdo de goma xantana nos parametros do modelo “ power-law” e
na viscosidade aparente (1),) a 100 s* da mistura’ (5% w/w) de goma xantana-

amido de arroz.

Concentragdo | Temperatura | 1, a 100 st K (Pa s") n(-) R
de Goma ®) (Pas)
Xantana (%)

0 25 0,77 + 0,02 26,0+ 0,59 0,24+ 0,01 0,97

40 0,62 + 0,03 21,3+ 0,64 0,24+ 0,01 0,98

55 0,54 + 0,02 19,0+ 0,53 0,23+0,01 0,99

70 0,44 +0,01 16,3+ 0,21 0,22+ 0,00 0,98

0,2 25 0,63+ 0,01 26,1+ 1,17 0,19+ 0,01 0,96
40 0,59 + 0,02 239+ 0,64 0,19+ 0,01 0,97

55 0,47 + 0,02 20,8+ 1,02 0,19+ 0,00 0,98

70 0,42 + 0,02 17,5+ 1,06 0,20+ 0,01 0,98

04 25 0,64 + 0,01 29,4+ 0,35 0,17+ 0,01 0,97
40 0,56 + 0,02 28,6 + 0,52 0,16 £ 0,01 0,98

55 0,56 + 0,01 26,8+ 0,03 0,16 + 0,01 0,98

70 0,52 +0,01 24,0+ 0,54 0,17 £ 0,00 0,98

0,6 25 0,66 + 0,01 33,2+0,73 0,15+ 0,01 0,97
40 0,63+ 0,01 32,2+0,83 0,15+ 0,01 0,97

55 0,61+ 0,01 32,7+0,97 0,14+ 0,01 0,97

70 0,57+ 0,02 29,7+ 1,07 0,14+0,01 0,97

0,8 25 0,71+ 0,02 37,8+ 0,47 0,14+0,01 0,96
40 0,67+ 0,01 37,0+ 0,14 0,13+ 0,00 0,96

55 0,66 + 0,01 36,8+ 0,13 0,13+ 0,01 0,96

70 0,65+ 0,01 37,0+ 0,24 0,13+0,01 0,96

K: indice de consisténcia; n: indice de comportamento; R*: coeficiente de determinacao.

"Média+ desvio padréo.

Fonte: Yoo , B. & Kim, C. (2006)

Segundo Galindo et. al. (1993), muitos motivos podem explicar a variagdo reportada na
literatura para a viscosidade intrinseca. Cita-se entre eles, diferentes linhagens e processos de
recuperacdo, tipo de pré-tratamento (filtragdo, aquecimento, centrifugacdo, etc.) a que sdo
submetidas as soluctes de xantana antes da determinagdo viscosimétrica.

Higiro et al. (2007) investigou os efeitos de trés sais (NaCl, KCl e CaCly) nas
propriedades viscoelasticas da xantana, goma locust bean (LBG) e seus blends (Tabela 4.15).
Xantana 60%-LBG 40% na auséncia de sais apresentou maiores valores de viscosidade
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intrinseca devido a forte atracdo exercida entre as moléculas. Quaisquer dos sais adicionados,
independente das solucbes analisadas, reduziram drasticamente a viscosidade intrinseca com
pronunciado efeito do ion divalente comparado ao monovalente. Outras conclusdes pertinentes
em relacdo a Tabela 4.15, com base na concentracdo do sais a 50 mM, sugerem forte repulsdo no
sentido de menores concentracdes de xantana ou maiores concentragcdes de LBG. A mudanca na
conformag&o molecular coincidiu com o aumento ou diminuic¢éo do componente eléstico quando

os sai's foram removidos ou acrescentados, respectivamente.

Xantana Comercial
Y =3967,8 +1842 3 * X

Xantana - CondigGes Otimizadas
Y =2862,6+ 16213 *X

R? = 0,089 R?= 0,008
5000 3800
4800 3600
D 4600 O 3400
z 2
= 4400 = 3200
o & e
& 4200 e ) 3000
4000 2800
3800 ©- 2600
00 041 02 03 04 05 06 20 01 02 03 04 05 06
C (102 g/mL) C (10 g/mL)

Figura 4.26 — Representa a regressao linear dos dados 1s/C x C para obten¢do da viscosidade
intrinseca da goma xantana: comercial e nas condigdes otimizadas.

Tabela 4.15 — Vaores de viscosidade intrinseca para a goma xantana, goma locust bean (LBG),
e seus blends com adicdo de trés sais em concentragdes sel ecionadas.

Sais

Gumblend Concentracd | NaCl (dl/g) KCl (dl/g) CaCl, (di/g)
do Sal (mM)

1. Xantana 100% 0 21421+0,2 | 21421+02 | 214,21+0,2
5 75,44+ 1,1 77,93+ 24 63,08+ 0,8
50 68,72+ 1,7 73,82+ 1,1 59,77+ 0,5
2. Xantana 60% 0 306,61+4,3 | 30661+4,3 | 306,61+4,3
LBG 40% 5 106,23+ 1,6 | 11348+05 | 4830+26
50 55,86 + 0,7 54,21 + 2,9 44,86 + 6,3
3. Xantana 40% 0 216,89+ 06 | 21689+06 | 216,89+0,6
LBG 60% 5 76,75+ 4,4 61,6 +5,3 35,71+0,8
50 37,91+13 31,92+ 25 3315+2,1
4. LBG 100% 0 12,49+ 0,1 12,49+ 0,1 12,49+ 0,1
5 10,36 + 0,4 11,01+ 0,1 13,65+ 0,6
50 10,75+ 0,3 11,25+ 0,2 13,21+ 0,1

Resultados expressos como média+ desvio padréo
Fonte: Higiro, J. et al. (2007).
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454 — Avaliagcdo Térmica da Xantana Comercial e da Xantana Obtida em Condicles
Otimizadas (TGA-DTA)

As curvas TGA-DTA devidamente interpretadas (Figuras 4.27 e 4.28) ilustram o
mecanismo de decomposi¢do térmica para duas amostras de goma xantana. A primeira perda de
massa (30 - 140°C) associada ao pico endotérmico € atribuida a desidratacdo e corresponde a
aproximadamente 15% em ambas as situacdes. A absor¢céo de agua pela xantana se deve a
presenca de grupos polares na sua estrutura, principalmente o grupamento —OH. Analisando as
curvas TGA e sua derivada (dTGA) a méxima taxa de decomposi¢éo para a primeira degradacéo
térmica, ocorre na temperatura de 58°C e corresponde ao ponto de inflexdo da derivada. O
segundo processo de degradacdo (220 a 320°C) vem acompanhado de uma perda de massa
superior a 40%, logo, faz-se necessario uma avaliagdo cautel osa desse evento térmico observado
tanto para a xantana comercial quanto para a xantana isolada em condi¢Oes otimizadas. As
temperaturas obtidas, nessa segunda etapa, para a maxima taxa de decomposicdo foram
ligeiramente diferentes, ndo impedindo, contudo, a comparacdo entre as amostras analisadas.
Obteve-se 294°C e 283°C para a xantana comercial e a produzida neste trabalho,
respectivamente, o que lhes confere estabilidade térmica semelhante. Os termogramas mostram
ainda, com base na curva de DTA, a predominancia de processos exotérmicos na segunda

degradac&o e nos eventos secundarios subsequientes.
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Figura 4.27 — Curvas TGA-DTA simulténeas para xantana comercial; razdo de aguecimento
igual a 20°C.min™; atmosfera de nitrogénio 30 mL.min™>. (TGA — curva azul;
dTGA — curvavermelha; DTA — curvapreta).
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Figura 4.28 — Curvas TGA-DTA simultéaneas para xantana nas condi¢fes otimizadas, razdo de
aguecimento igual a 20°C.min™; atmosfera de nitrogénio 30 mL.min™. (TGA —
curvaazul; dTGA — curvavermelha; DTA — curvapreta).

Zohuriaan & Shokrolahi (2004) relataram dados termogravimétricos para diferentes
polissacarideos, inclusive a goma xantana, conforme estagios de decomposicdo apresentados na
Tabela 4.16. Assim sendo, os eventos térmicos analisados neste estudo podem ser comparados
aqueles decorrentes da pesquisa divulgada por Zohuriaan & Shokrolahi (2004), apesar das
pequenas variagcdes encontradas para as faixas de degradacéo térmica associada a goma xantana.
Sabe-se que diversos fatores contribuem, de forma isolada ou simultanea, afetando o formato das
Curvas TGA-DTA e, consequentemente alterando, promovendo deslocamentos nas faixas de
temperaturas, mascarando picos, por sobreposicdo, ou anda, ocultando processos n&o
detectéveis em baixas razdes de aquecimento.

A Figura 4.29 refere-se aos estudos termogravimétricos propostos por Soares et al.
(2005) para diferentes proporcdes de xantana combinada com amido de milho ou trigo. As
curvas TG indicaram um unico estagio de perda de massa para o biopolimero puro e seus blends
no intervalo de temperatura entre 275 — 360°C. A xantana (polissacarideo i6nico) apresentou
menor estabilidade térmica se comparada ao amido (polissacarideo neutro). Tal fato se
fundamenta na raz8o amilose/amilopectina presente nos amidos e suas interacdes com aquele
EPS induzindo estabilidades térmicas distintas quando apreciados 0s mecanismos de
decomposi¢cdo. A 300°C visando a identificacdo dos produtos gasosos derivados da degradacéo,
foram adquiridos espectros FT-IR, para as amostras de xantana e os amidos puros e, para 0s

blends (xantana/amido de milho: 50/50 e xantana/amido de trigo: 50/50). Uma banda larga na
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regido de 2750 a 3300 cm’ observada durante esse evento provavelmente representa a
decomposicdo de grupos B-D-manopiranosil constituintes da cadeia lateral da goma xantana,
sendo que, os produtos voldteis de baixo peso molecular associados a cissdo de grupos
carboxilatos, CO, e CO, tiveram suas bandas confirmadas em 2363 e 2174 cm’
respectivamente. Acidos carboxilicos absorveram fortemente em 1778 cm™ devido a ligacdo
C=0 da carbonila. Além disso, os autores relataram que a degradac&o da xantana inicia-se com a
ruptura de grupos pertencentes a cadeia latera com subsequente desdobramento da cadeia

principal.

Tabela 4.16 — Dados termogravimétricos (TGA e DTG) de polissacarideos naturais e

modificados.
Polissacarideos | N° de estagios Faixade DTG % perda | Energiade
de temperatura maxima demassa | ativagéo
decomposicéo (°C) (°C (KJmoal)
Goma Arébica 1 32,9-164,6 74,6 75 -
2 223,4-377,5 315,9 56,5 122
Tragacanth gum 1 35,0-193,1 104,5 7,1 -
2 231,7-306,9 267,3 43,9 258
Goma Xantana 1 30,0-91,3 74,6 8,7 -
2 251,5-330,3 290,8 41,6 179
Alginato sddio 1 32,0-140,3 80,6 7,2 -
2 212,1-277,2 245,5 37,1 188
Quitosana 1 45,0-90,0 47,0 6,6 -
2 282,5-358,4 325,5 40,5 219
CMC sodio 1 42,0-196,4 146,3 7,2 -
2 263,5-328,6 303,4 40,6 230
Hidroxietil 1 34,0-95,5 59,7 2,3 -
celulose (HEC)
2 233,1-354,2 298,9 65,9 121
M eti(l I\;%I ;,I| ose 1 324,7-415,0 370,4 79,0 232

* Energia de ativagdo para o maior estagio de decomposicéo de acordo com o método de Broido.
Fonte: Zohuriaan', M. J. & Shokrolahi, F. (2004)

Ao confrontar as andlises térmicas das amostras de xantana com a literatura nota-se a
importancia de pesquisas complementares na elucidacdo do comportamento térmico de gomas,
sejam puras ou associadas (blends), na comprovacdo da melhoria de suas propriedades para

aplicacoes especificas.
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Figura 4.29 — Curvas Termogravimétricas: (A) xantana/amido de milho, e (B) xantana/amido de
trigo medidos a uma raz&o de aguecimento 10°C.min™ sob atmosfera inerte de
nitrogénio.

Fonte: Soares et al., 2005.

4.5.5 — Caracterizacdo Espectroscopica por Ressonancia Magnética Nuclear de Préton

A goma xantana possui uma conformacdo molecular rigida, ocasionando fortes interagdes
dipolares entre os nucleos de hidrogénio e carbono, refletindo alargamento da linha de
ressonancia (RINAUDO et. al., 1983). Com isso, 0s sinais ndo sdo detectados em circunstancias
de rotina dos espectros de Ressonancia M agnética Nuclear de Prétons RMN *H (LIMA, 1999).

A principio, os espectros de RMN 'H obtidos para a goma xantana produzida
especialmente em condicdes otimizadas, foram realizados em quatro temperaturas (25°C, 50°C,
70°C e 90°C) para verificar a situagcdo experimental onde os sinais pudessem ser melhor
interpretados. De modo geral, utiliza-se como padréo acetato de sodio, em baixas concentraces
(z 10 M) objetivando a quantificacdo dos teores dos grupamentos acetila e piruvato. Atribui-se
valor igual a 100 para a area de integracdo equivalente ao acetato de sodio e, por
correspondéncia, integrar-se-ia 0s picos referentes agueles substituintes, caso fossem registrados
(LIMA, 1999).

A temperatura que permitiu maior nitidez para identificagdo dos sinais observados
ocorreu a 70°C, conforme Figura 4.30. A coleta dos espectros efetuada na auséncia de padréo

(acetato de sodio) impossibilitou a integracdo dos sinais inerentes aos grupos acetila e piruvato.
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Figura 4.30 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (*H-RMN) para a amostra
de xantana nas condicdes otimizadas, obtido em &gua deuterada (D,O) a 70°C. 1-
Prétons a-anomeéricos de hexoses (Man) (4,9 ppm); (2,3)- Prétons de carbonosf3
de hexoses (4,6; 4,7 ppm); 4- Prétons de carbonos conectados a oxigénio (4,3
ppm); (5,6,7)- Prétons de &cidos glucurénicos (1,8; 2,3; 2,5 ppm); 8- Préton de H6
de ramnose (1,3 ppm); (7,8)- Pode representar prétons pertencentes ao grupamento
acetila (1,3; 1,8 ppm).

Sabe-se que os teores em grupamento acetila e piruvato dependem da linhagem
bacteriana, bem como das condigbes do processo fermentativo, tais como: tempo de
fermentacdo, fonte de carbono, disponibilidade de oxigénio, nitrogénio e demais nutrientes
envolvidos na biossintese (SANDFORD et. al., 1977). A variacdo destes grupos altera as
propriedades reol 6gicas da xantana (HOLZWARTH & OGLETREE, 1979).

Lima (1999) caracterizou por *H-RMN gomas produzidas a partir de trés linhagens de
Xanthomonas campestris por uma série de experimentos e, reafirmou o efeito benéfico de se
elevar a temperatura das solucdes para facilitar o escoamento das mesmas, devido a reducdo de
viscosidade, proporcionando, contudo, o afastamento das cadeias laterais em relacdo ao
esgueleto polimérico da molécula de xantana, reportando inclusive, um aumento de intensidade

Nos sinais de ressonancia.
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A determinacdo por Ressonancia Magnética Nuclear de Protons dos grupamentos acetila
e piruvato da xantana deve ser a priori realizada a temperaturas relativamente altas, acima de
60°C, quando a molécula assume conformagdo desordenada (LIMA, 1999).

A técnica por Ressonancia Magnética Nuclear pode ser ainda investigada para outros
nlcleos além do hidrogénio (*3C, *°F, *'P). Os estudos de **C em polissacarideos permitem obter
informacfes estruturais Uteis. Assim, e considerando que os deslocamentos quimicos (6 ppm) s&o
sensiveis a forma do agucar, os carbonos anoméricos tém maiores valores ded entre 90 e 98 ppm
nas piranoses, comparativamente as furanoses, os carbonos ligados a grupos —OH apresentam
ressonancias tipicas emas = 65-67 ppm, enquanto os carbonos ligados a grupos —OH axiais tém
valores de & inferiores aqueles ligados a grupos —OH equatoriais e, finalmente, os a&omos de
carbono envolvidos em ligacfes glicosidicas sofrem desvios consideraveis para alta frequéncia,
cujos valores refletem a conformagdo molecular total (GIL & GERALDES, 2002 apud
CAMPESTRINI, 2007).

Em se tratando dos deslocamentos quimicos relativos a caracterizacdo do componente
polissacaridico, alguns sdo considerados determinantes para a identificacdo de sua estrutura,
constituindo a impressdo digital da molécula. Campestrini (2007) mostrou com riqueza de
detalhes, os valores de deslocamentos quimicos relativos aos carbonos do anel piranosidico e

carbonos ligantes do anel na acemananaisolada da FP de Aloe barbadensis (Figura 4.31).

75,2

n

Figura4.31 — Detalhe da estrutura quimica do constituinte basico da acemanana isolada da FP de
Aloe barbadensis, com as indicagdes dos respectivos valores de deslocamentos
quimicos (*C-RMN, 9,4 Tesla).

Fonte: CAMPESTRINI, 2007.
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Singh et. al. (2006) comparando exopolissacarideos oriundos das linhagens de
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, BXO1 e BX08, por *H-RMN, evidenciaram para ambos os
EPS, a presenca de prétonso -anomeéricos de hexoses ou pentoses em (5,1; 5,2 ppm), prétons de
carbonos B de hexoses ou pentoses (4,8; 4,9 ppm), hidrogénio proximo a grupo —OH (4,0 ppm) e
acido urdnico de hexoses ou pentoses situado em 2,3 ppm. Variages estruturais se confirmaram
frente a distribuicdo de carboidratos para BXO1 e BXO8, porém, somadas as similaridades
elucidam tanto os biopolimeros isolados pelas variantes como aquele particularmente otimizado
neste trabal ho.

4.6 — Produgao de Goma Xantana Utilizando Caldo de Cana Hidrolisado por Invertase

O perfil para a fermentacéo realizada utilizando hidrolisado de caldo de cana, para uma
concentracéo de sacarose igual a 40,0 g/L (= 21,0 g/L de glicose), se diferenciou das demais em
varios aspectos, sobretudo, com relagdo ao crescimento celular e o consumo de glicose. A
xantana alcancou concentracdo de 13,70 g/L sobrepondo seu aspecto levemente castanho que
compromete o valor comercia. O fator de conversdo de substrato (sacarose) a produto foi 0,356
g.g™, valor este inferior aquele obtido na producdo em condicdes otimizadas (Y ps = 0,607 g.g™)
guando a concentragéo de sacarose era apenas 27,0 g/L (Figura 4.32). Em contrapartida, durante
a fase de crescimento, devido a disponibilidade e assimilacdo da glicose preferencialmente,
niveis elevados de concentragcdo celular marcaram a conveniéncia da hidrélise enzimética. Um
ganho expressivo na producdo de células, (2,59 para 7,57 g/L de células), entre 0s processos ja
citados, pode representar mudancas no modo de conduzir o sistema fermentativo, sugerindo duas
fases distintas: primeiro, propagacéo celular através do meio contendo caldo de cana hidrolisado;
segundo, formacdo de goma xantana empregando caldo de cana diluido. Nessa diregéo,
Umashankar et. al. (1996) e Shu & Yang (1990) concordam que as condic¢Oes ideais para o
crescimento celular e para a polimerizagdo da goma constituem etapas ligeiramente distintas.

No entanto, é importante considerar as ateracGes no metabolismo celular, as rotas
biossintéticas certamente se diferenciaram, resultando em polissacarideos de natureza quimica

distinta com relagéo ao que foi submetido a processo de caracterizagao estrutural .
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Figura 4.32 — Perfil das concentracdes celular (m), sacarose (A) e goma xantana (%) na condicao
hidrolisada. Simbolos representam dados experimentais; linhas representam o
modelo de Weiss & Ollis (1980). Os parametros para agjuste dos dados
experimentais; (Xmac= 7,638 [¢/L]; a = 1,984 [gS/gX]; B = 0,183 [gS(gX.h)']; m
=1,092*10* [gP/gX]; L = 9,697*107 [gS(gX.h)™Y]). Figuras A e B obtidas a partir
da velocidade especifica méxima de crescimento (A = Mma. = 0,473 hh); (B =
Hexp. = 0,824 h).

O modelo de Weiss & Ollis (1980) foi aplicado para descrever os dados experimentais e
determinar os parametros cinéticos previstos pela equacdo logistica de Verhulst-Pearl e pelo
modelo de Luedeking-Piret, conforme Figura 4.32 (A e B). As Figuras 4.32 A e B ilustram a
situacéo proporcionada pela hidrdlise enzimética para diferentes vel ocidades especifica maxima
de crescimento, (0,473 e 0,824 h™%), respectivamente. O gjuste feito no ponto 6timo (27,0 g/L de
sacarose; 1,8 g/L de extrato de levedura; 0,8 g/L NH4NOs; 750 rpm e 0,35 vvm) estimou max.
igual a 0473 h' e ( Xma= 2,624 [g/L]; a = 3,975 [gSgX]; B = 0,368 [gS(gX.h)']; m=
3,894*10™ [gP/gX]; A = 0,346 [gS(gX.h)™*]) mas, como o modelo de Weiss & Ollis é funcéo da
concentracdo celular e para a hidrdlise verificou-se elevada producéo de células, entdo, adotou-se
Mexp. para ajustar satisfatoriamente os dados (Figura 4.32 B), uma vez que, este comportamento
ja era esperado. Sendo assim, predizer os eventos cinéticos de varios sistemas microbianos
requer conhecimento preliminar dos balangos envolvendo substrato, produto, célula e, em muitos
casos, faz-se necessario adicionar parcelas incorporando os nutrientes de maior expressividade.

Os resultados e discussdes apresentados, nesse estudo, formam um conjunto de respostas
vélidas estritamente na faixa preconizada e a caracterizagdo da goma xantana, decorrente de um
processo definido a partir do ponto 6timo, concorrem e complementam pesquisas ha éarea
biotecnol6gica, na tentativa de elucidar o complexo mecanismo de produgdo de biopolimeros,

como a xantana e outros EPS s potencia mente explorados.
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Os resultados obtidos permitem concluir que:

v A melhor fonte de nitrogénio testada para suplementar o meio de fermentagdo nas condi¢des

pesquisadas foi o nitrato de amonio;

v O ponto definido para as concentracGes de sacarose, extrato de levedura e nitrato de amonio
no primeiro planejamento, localizado nas proximidades do ponto otimizado, que maximizou as
respostas concentracdo de goma, conversdo de substrato a produto e viscosidade da goma na
concentracdo de 1% a 0,75 s corresponde a 27,0 g/L de sacarose, 1,8 g/L de extrato de
levedura e 0,8 g/L NH4NO3. Nessas condicBes especificas os valores obtidos para as respostas
foram de 15,80 g/L de goma, 0,585 g.g™ de conversdo e 22101,0 cP;

v' O ponto definido para a agitacdo e a aeracdo no segundo planejamento, considerando o
preparo do meio selecionado anteriormente, que maximizou as respostas concentracdo de goma,
conversdo de substrato a produto e viscosidade da goma na concentracdo de 1% a 0,75 s™
corresponde a 750 rpm e 0,35 vvm. Esse ensaio promoveu uma producéo de 16,40 g/L de goma
xantana, Yps = 0,61 g.g" de conversdo e pie = 23000,0 cP confirmando a previsdo estimada
através dos modelos estatisticos ajustados, para cada resposta de interesse, susceptiveis apenas a
variagdes proprias de desvio padréo.

v" A realizacdo dos dois planejamentos resultou em reducdes significativas, na concentracdo de
extrato de levedura e nos niveis de agitacdo e aeracdo, se baseadas na literatura sem, contudo,

comprometer o desempenho do processo.

v A cinética estudada na regido de otimizacdo das variaveis foi ajustada pelo modelo de Weiss
& Ollis (1980). Este modelo cinético descreveu satisfatoriamente o crescimento celular, a
producdo de xantana e o consumo da fonte de carbono. A identificacdo paramétrica estimou
valores de zimax (0,473 h™Y), Xmax. (2,624 g/L), m (3,894*10™* gP/gX), A (0,346 gP(gX h)?), a
(3,975 gS/gX) e B (0,368 gS(gX h)?) mostrando coeréncia, apesar de apresentar notavel
discrepancia, quando comparada com a literatura. A conversdo de substrato a produto Yp;s dada
pelo modelo e a experimental foi de 0,597 g.g™ e 0,61 g.g™, respectivamente. Os pardmetros para
ajuste dos dados (X, S, P) provenientes da fermentacdo utilizando hidrolisado de caldo de cana
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foram: (umax= 0,824 [h™]; Xmax= 7,638 [g/L]; m = 1,092*10* [gP/gX]; A = 9,697*107
[gS(gX.h)™]; o = 1,984 [gS/gX] e B = 0,183 [gS(gX.h)™)).

v' A caracterizacdo quimica do EPS forneceu a seguinte relacdo para os carboidratos mais

relevantes: glucose, manose e acido glucurdnico de 1,79:1,33:1.

v A massa molecular ponderal média (M) encontrada para a xantana, admitindo a biossintese
conduzida no ponto 6timo, foi 4,172*10° Da assegurada pelo indice de polidispersio (Mw/Mxy)
igual a 1,014.

v O espectro FT-IR das amostras produzidas, no ponto 6timo e por hidrélise do caldo, sequiram

0 mesmo comportamento de emissdo de bandas do padrdo comercial.

v O espectro de *H-RMN coletado gerou deslocamentos quimicos para prétons a-anoméricos de
hexoses ou pentoses; prétons de carbondsde hexoses ou pentoses;Opens de carbonos
conectados a oxigénio; préton de H6 de ramnose e protons de acidos glucurdnicos e urdnicos.

v' As analises térmicas pontuaram, para o principal evento, taxas de degradagdo maxima

ocorridas em 294°C (comercial) e 283°C (biossintetizada neste trabalho).

v Todas essas consideragcfes mencionadas se somaram demonstrando que a producdo de goma
Xantana a partir de caldo de cana-de-agUcar merece pesquisas complementares, pois Varios
aspectos do mecanismo ligados a biossintese de polissacarideos permanecem obscuros, no
entanto, esta via fermentativa pode se tornar viavel, e até mesmo constituir uma alternativa aos
processos industriais, haja visto, que as unidades produtoras deste biopolimero se diferem pelo

emprego da matéria-prima.
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Sugestoes para trabalhos futuros

v Realizar fermentagdes utilizando volumes maiores de meio (scale-up).

v' Considerar o processo como sendo duas fases distintas: crescimento celular e
produgdo de xantana; investigar criteriosamente cada estdgio.

v’ Testar outras fontes de sacarose, por exemplo, sorgo doce.

v Caracterizar a goma biossintetizada empregando hidrolisado de caldo de cana.

v Refinar o processo de purificagdo por técnicas de ultrafiltragdo.

v Explorar junto a outras dreas do conhecimento as rotas metabdlicas envolvidas
na biotransformagdo do carboidrato a polissacarideo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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