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RESUMO

A goma xantana é um biopolimero produzido por Xanthomonas campestris muito utilizado
como agente espessante. A sintese do biopolimero pode ocorrer em variadas condigdes, no
entanto a qualidade a goma produzida também muda. Alguns trabalhos sugerem que a
producdo de goma xantana por batelada alimentada pode resultar num desempenho melhor
em concentragio de goma, rendimento e produtividade quando comparado a batelada simples.
Nesse trabalho foram avaliados a influéncia de diferentes metodologias de oferta de sacarose
na produ¢do de goma xantana e sua qualidade, e também a produtividade e rendimento do
processo. As melhores metodologias foram testadas em bioreator de 7,5L. Também foram
avaliadas diferentes metodologias de separacdo do biopolimero (com o acréscimo de sais ao
caldo ou ao etanol na etapa de extracdo da goma), bem como a influéncia de surfactantes e
sais na viscosidade da goma em solu¢do. Em incubadora com agitagdo orbital a quantidade e
qualidade de goma xantana produzida a 25°C foram mais interessantes. Em fermentador, a
produg@o de xantana a 30°C em meio contendo 2% de sacarose pode ter seu tempo reduzido
sem que isso afete a concentragdo e a viscosidade da goma obtida. A viscosidade do
biopolimero produzido a 25°C em meio contendo 4% de sacarose foi superior (365,9 cP)
quando comparado ao biopolimero produzido a 30°C, em meio contendo 2% de sacarose. A
produtividade e concentracdo de goma obtidos estdo entre os encontrados na literatura (0,34 g
xantana L™ h™ ¢ 24 g xantana L™). O uso de sais na extracio da goma permite a redugdo do
solvente utilizado e uma goma de melhor qualidade. Destacaram-se a utilizag¢do dos sais NaCl
na concentracdo de 0,01% e CaCl, a 0,05%. O tratamento térmico aumenta a quantidade e a
viscosidade do biopolimero além de eliminar as células. A adi¢do de 0,01% de SDS e de

0,001% de Tween 80 na solugdo de goma xantana aumenta sua viscosidade.

Palavras chave: Batelada simples, Batelada alimentada, Temperatura, Fermentador, Agitador

orbital.



ABSTRACT

Xanthan gum is a biopolymer produced by Xanthomonas campestris, used as a thickener. Its
synthesis can happen in different conditions, but quality of xanthan produced also changes.
Studies suggest that fed batch xanthan gum production can result in better performance in
gum concentration, yield and productivity, when compared to batch. This work evaluates the
influence of different methods of sucrose supply on xanthan gum quantity and quality, as well
its productivity and process efficiency. The best methods were tested in a bioreactor of 7.5 L.
Were also evaluated different separation methods (with the addition of salt in broth or ethanol
during the separation phase) and the influence of surfactants on viscosity on xanthan solution.
In shaker incubator, the gum produced at 25°C was more interesting. In bioreactor, the
xanthan production at 30°C using 2% sucrose can be reduced to 40 hours, without affecting
concentration and viscosity of the gum obtained. The viscosity of the biopolymer produced at
25°C using 4% sucrose were higher (365.9 cP) when compared to biopolymer produced at
30°C with 2% sucrose. Concentration and yield are similar than those found in the literature
(0.34 g xanthan L-1 h-1 and 24 g xanthan L™). The use of salts in xanthan extraction reduces
the input and a better quality gum. The salts NaCl (concentration of 0.01%) and CaCl,
(0.05%) showed best results. Heat treatment increases the xanthan quantity and viscosity and
eliminates cells from broth. The addition of 0.01% SDS and 0.001% Tween 80 in the solution

of xanthan gum increases its viscosity.

Keywords: Batch, Fed Batch, Temperature, Bioreactor, Shaker.
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1. INTRODUCAO

Bactérias da espécie Xanthomonas campestris sintetizam a goma xantana,
um biopolimero extracelular capaz de formar solu¢des viscosas e géis em meio aquoso,
mesmo em baixas concentragdes (ROCKS, 1971). Essas caracteristicas fizeram com que os
biopolimeros se tornassem foco de intensa pesquisa, tendo em vista o seu alto potencial de
aplicagdo em varios segmentos industriais. Segundo Stading (1988) ndo existe outra categoria
de substancias que demonstre tal comportamento. O uso de biopolimeros na industria
moderna, em alimentos como agentes espessantes, estabilizantes, gelificantes e emulsificantes
¢ consenso na literatura existente. Novos produtos e expansdo do mercado dependerdo das
aplicagdes e propriedades fisicas Unicas desse exopolissacarideo. A tendéncia é encontrar
aplicacdes para esses novos produtos nas areas de cosméticos e nao substituir os produtos ja
existentes na area alimenticia (PRADELLA, 2006).

Do ponto de vista comercial, a goma xantana € o polissacarideo microbiano
mais importante. O mercado brasileiro ¢ um tradicional importador de polissacarideos para
uso industrial, com excecdo dos amilaceos, e segue a tendéncia mundial, na qual o total de
importagdo de biopolimeros vem crescendo (CRUZ, 1983). As principais industrias
produtoras de xantana sdo Kelco (EUA), Rhone-Poulanc (Franga), Pfizer (EUA) e Mero-
Rousselot-Santia (Franca). O crescimento da demanda da goma xantana estd estimado a taxa
continua de 5% a 10% ao ano, prevendo-se mercado para 2015 de 80.000 t/ano e US$ 400
milhdes/ano. Mesmo com resultados tdo significativos a goma xantana ndo predomina no
mercado devido a seu alto custo de produgo saindo em média U$ 6,8/Kg. Este valor ainda
ndo inclui gastos com despachantes, transporte e impostos (PRADELLA, 2006). A goma
xantana, no entanto, ¢ considerada um polissacarideo de referéncia devido a alta conversdo do
substrato em polimero (60 a 70%) e devido sua inumera aplicabilidade industrial.

O crescimento de Xanthomonas campestris e a biossintese do
exopolissacarideo podem ocorrer em amplas condi¢des de cultivo. A versatilidade nutricional
de Xanthomonas campestris ¢ o maior atributo industrial na produgdo de xantana. Porém a
qualidade do biopolimero sintetizado em diferentes substratos pode variar consideravelmente
quanto a massa molecular interferindo em suas caracteristicas reoldgicas (SUTHERLAND,
1993).

Oliveira (2002) selecionou uma linhagem selvagem, utilizada neste

trabalho, com excelente crescimento em meio sélido e boa produgdo de polissacarideo. Silva
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(2004 e 2007) formulou um meio alternativo para a fase de crescimento celular, para essa
mesma linhagem, capaz de estimular as células a produzirem maior quantidade de goma. Esse
meio ¢ economicamente mais viavel que o meio YM (descrito por HAYNES, WICKERHAM
e HESSELTINE, 1955) até entdo sugerido pela literatura. Oliveira (2007) estudou a produgdo
de goma xantana em seis diferentes temperaturas (meio contendo 2% de sacarose) e produziu
maior quantidade de goma em temperaturas mais altas e goma de melhor qualidade em
temperaturas mais baixas. Novos estudos estio em andamento para encontrar um meio
eficiente e economicamente mais viavel para substituir os atualmente utilizados, destacando-
se 0 meio proposto por Souw ¢ Demain (1979).

A producdo de goma foi muito estudada desde a década de 60 pelos
métodos de batelada simples (PETERS et al., 1992) e continua (SILMAN E ROGOVIN,
1970, 1972; LEE, CHANG e KIM, 1989). Embora a batelada simples seja comercialmente
preferida, tendo poucos pardmetros a serem controlados e compreendidos, uma possivel
limitag@o deste processo € que o ambiente para o crescimento celular muda ao longo do “ciclo
de crescimento” e pode gerar condi¢des adversas, tais como produtos toxicos, pH extremo ou
exaustdo de nutrientes. Na cultura continua o meio de crescimento € continuamente fornecido
a cultura. Assim condi¢des extremas ndo ocorrerdo enquanto o meio € continuamente diluido
e removido do vaso de reagdo (ROSALAM e ENGLAND, 2006). Por outro lado o processo
continuo pode ocasionar maiores problemas de contaminac¢do e mutagdo genética, o que pode
comprometer a produgdo de goma xantana.

Alguns trabalhos sugerem que a produ¢do de goma xantana por batelada
alimentada pode resultar em aumento da concentragdo de goma quando comparado a batelada
simples (AMANULLAH, TUTTIETT e, NIENOW, 1998b). Além disso a transferéncia de
oxigénio se torna crescentemente dificil nesses caldos fermentativos tdo viscosos
(AMANULLAH, TUTTIETT e NIENOW, 1998a).

Zhao e colaboradores (1991) compararam a produ¢do em batelada simples a
producdo em batelada alimentada por glicose em dois pulsos e que este tltimo aumentou o
rendimento de goma xantana e sua produtividade.

A batelada alimentada ¢ um processo que se baseia na alimentacdo de um
nutriente limitante do crescimento microbiano para a cultura. A estratégia é normalmente
utilizada em bioprocessos industriais para chegar a uma elevada densidade de células no
fermentador, ou evitar a inibicdo por substrato. A solugdo de alimentagdo ¢ altamente
concentrada e a adicdo controlada do nutriente afeta diretamente a taxa de crescimento da

cultura.
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Para o desenvolvimento da producdo de goma xantana no Brasil as
principais iniciativas que devem ser tomadas s3o: 1) obtencdo de linhagens eficientes na
producdo da goma xantana com caracteristicas requeridas pelo mercado; 2) estudo em escala
de laboratério visando a otimizacdo do processo; e 3) estudo em escala piloto (ampliagdo de
escala).

Considerando o exposto, o trabalho buscou avaliar diferentes metodologias
de oferta de sacarose na produtividade, quantidade e qualidade de goma xantana produzida
em escala laboratorial. Os melhores protocolos foram testados em fermentador (escala).
Também foram estudadas diferentes metodologias de separacdo do biopolimero (com o
acréscimo de sais ao caldo ou ao etanol na etapa de extragdo da goma), bem como a influéncia

de surfactantes e sais na viscosidade da goma em solug@o.
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2. REVISAO

2.1. Biopolimeros

Os polissacarideos microbianos podem ser classificados conforme sua
localizagdo morfoldgica, em intracelular, integrantes da parede celular e extracelulares (ou
exopolissacarideos). Enquanto os polissacarideos associados a célula apresentam importancia
médica, muitos exopolissacarideos (EPS) tém amplo espectro de aplicacdo na industria de
alimentos (CANILHA, 2006).

A funcdo bioldgica dos biopolimeros pode estar relacionada a prote¢do do
microrganismo contra ambientes limitantes e/ou toxicos, reconhecimento celular, interagdo
com células de animais ou plantas em relagdes especificas, simbidticas ou patogénicas.
Alguns, produzidos pela maioria das bactérias fitopatogéncias, sdo altamente anidnicos e
assim podem atuar também como resinas de trocas idnicas, concentrando minerais e
nutrientes ao redor da célula (SILVA et al, 2001).

Os EPS sdo, geralmente, considerados metabolitos secundarios, produzidos
quando uma fonte de carboidrato estd em excesso (PACE, 1991). Os metabolitos secundarios
sdo definidos como compostos sintetizados pelos microrganismos quando as células crescem
lentamente ou cessam o crescimento. Como fonte de substrato pode ser utilizada sacarose,
glicose, frutose, lactose, amido hidrolisado e diferentes hidrocarbonetos (MARGARITIS e
PACE, 1985).

Sao exemplos de biopolimeros industrialmente importantes: dextrana,
gelana, pululana, curdlana e xantana, obtidas respectivamente de Leuconostoc mesenteroides,
Sphingomonas paucimobilis, Aureobasidium pullulans, Alcaligenes faecalis var. myxogenes e
Xanthomonas campestris (MAUGERI-FILHO, 2001).

Apesar das amplas possibilidades do uso de biopolimeros em alimentos, os
mercados de consumo mais importantes para polissacarideos sdo as industrias de petroleo,
mineragdo, papel, cosmética, farmacéutica, e de produtos agropecudrios, onde além de serem
utilizados como formadores de gel, espessantes e agentes de suspensdo, sdo utilizados
também por suas propriedades floculantes, adesivas, formadoras de filmes, lubrificantes e

redutoras de fric¢do (PETTIT, 1982).
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2.2. Historico

A goma xantana foi descoberta em 1950 pelos cientistas nos Laboratorios
de Pesquisas Regionais do Norte (NRRL) dos Estados Unidos, quando identificavam
microrganismos produtores de gomas hidrossoliveis de interesse comercial. Foi anunciada
primeiramente como polissacarideo B-1459 produzido pela bactéria fitopatogénica
Xanthomonas campestris (GODET, 1973). Pesquisas intensivas sobre esse biopolimero
desenvolveram-se em varios laboratorios industriais durante os anos sessenta, culminando em
producdo semi-comercial da goma Kelzan pela Kelco (GARCIA-OCHOA, et al. 2000).

A aprovagdo pela FDA (Food and Drugs Administration) ocorreu em 1969
apos varios estudos toxicologicos e de seguranga que realizou em ratos e cachorros. Os testes
indicaram que a goma xantana ndo inibia o crescimento, ndo provocava alteracdes
significantes no peso dos 6rgdos ou na constitui¢do sanguinea desses animais € ndo promovia
a formag¢ao de tumores, quando feitos a curto e a longo prazo (BETZ, 1979; PETTIT, 1982).
No Brasil, a adi¢do de goma xantana em alimentos ¢ permitida desde 1965, pelo Decreto Lei
n° 55871, da Legislagdo Brasileira de Alimentos como estabilizante e espessante em
alimentos (MORRIS, 1984; LIMA et al., 2001).

Devido sua ampla aplicabilidade, o processo para produ¢do da xantana tem
sido muito estudado. No processo original, a xantana foi sintetizada em fermentacdo de 96
horas, extraida e purificada pela precipitagdo do caldo de fermentagcdo com solvente miscivel
em agua. Outros estudos foram feitos visando melhorar o processo e diminuir o custo de

produgdo (MORAINE e ROGOVIN, 1971).

2.3. Caracterizacdo de Xanthomonas campestris

Xanthomonas campestris sdo bactérias que apresentam morfologia de
bastonetes delgados, sdo Gram-negativas, catalase positiva, oxidase negativa e moveis por
flagelo unico, fitopatogénicas, pertencentes a familia Pseudomonaceae e produtoras de
biopolimero (BRADBURY, 1984).

Esses microrganismos obrigatoriamente aerobicos crescem em meio
complexo e em meio definido, utilizando principalmente a via Entner-Doudoroff (Figura 2)
para o catabolismo da glicose (GARCIA-OCHOA, SANTOS e ALCON, 2004). Sao

quimiorganotrdficos, capazes de usar uma variedade de carboidratos, sais e acidos organicos
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como fonte de carbono. Fatores de crescimento geralmente requeridos incluem metionina,
acido glutamico, acido nitrico ou a combina¢do desses (STARR, 1946).

As coldnias normalmente sdo lisas, viscosas e amareladas, no entanto, o
pigmento amarelo pode estar ausente quando ocorre alguma degradagdo da linhagem
(GARCIA-OCHOA et al., 2000). Diferentes técnicas sdo utilizadas na conservacdo desses
microrganismos a longo e curto prazo. Para conservacdo a longo prazo sdo usadas as técnicas
de liofilizagdo e congelamento em solugdo a 10% de glicerol. A conservagdo a curto prazo,
que permite algum crescimento microbiano, ¢ feita em meio sélido e mantida em
refrigeradores a 4°C. Nesse caso a cultura deve ser transferida para meio novo a cada 14 dias
para prevenir a degradacdo da linhagem (SILMAN e ROGOVIN, 1970; CADMUS et al.,
1976; DE VUYST, LOO e VANDAME, 1987).

Figura 1: Eletromicrografia de transmissdo de Xanthomonas campestris (x 12000) (GARCIA-
OCHOA, et al. 2000).

A espécie Xanthomonas campestris esta dividida em mais de 120 grupos
denominados patovares (pv) que sdo classificados de acordo com a especificidade da planta

hospedeira (BRADBURY, 1984). Xanthomonas campestris pv. campestris é um patdgeno
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que infecta a cana-de-agucar (Saccharum officinarum) pela parte aérea e se transloca até as
raizes pelos vasos do xilema (SOUSA, 2003). Essas bactérias sdo agentes causadores da
podriddo negra, encontrada em qualquer lugar onde cruciferas crescam. E considerada a
doenca mais destrutiva de cruciferas em todo o mundo. Muitas espécies sdo suscetiveis a
infec¢do, incluindo couve, brdcolis, couve-flor e repolho. A podriddo negra ocorre em solos
umidos com temperaturas em torno de 20 a 30°C, as quais sdo comuns em regides tropicais e
subtropicais (MARIANO et al., 2001). A patogenicidade de Xanthomonas campestris pv.
campestris esta relacionada com a producdo da xantana pela bactérias. Segundo Tang e
colaboradores (1991) mutacdes em qualquer dos genes reguladores da producido do polimero

afetam a patogenicidade da bactéria.

2.4. Goma xantana

2.4.1. Estrutura

A composi¢cdo dos biopolimeros ¢ limitada a um nimero pequeno de
monossacarideos e outros componentes nao carboidratos, principalmente os grupamentos de
acetila e piruvato que sdo responsaveis pela viscosidade das solucdes aquosas destes
polimeros. Porém estas apresentam diversidade nas propriedades fisicas. Alguns destes
polimeros produzem solucdes altamente viscosas, e outros podem formar géis semelhantes ao
agar pela adi¢do de sais (SOUW e DEMAIN, 1979; CRESCENZI, 1995).

Os grupos acetila e outros substituintes ndo agucares podem alterar
grandemente as propriedades fisicas, assim como conferir carga ao exopolissacarideo. Na
auséncia de tais cargas as macromoléculas podem ser insoluveis. O piruvato e o acetato
influenciam a transi¢do e estabilizagdo ou desestabilizacdo da conformag@o ordenada,
respectivamente. Grupos acetila geralmente impedem a associagdo sinergistica e sua remogao
produz polimeros gelificantes em concentracdes baixas (SUTHERLAND, 1997).

A goma xantana produzida por Xanthomonas campestris é composta por
glicose, manose, acido glicurdnico, acido pirtivico e grupos acetila (SANDFORD, 1979;
KANG, VEEDER ¢ COTTRELL, 1983). Em laboratorio, o polissacarideo pode ser preparado
em grande quantidade e separado das células bacterianas por centrifugacio de alta velocidade
(SUTHERLAND, 1993). Trata-se de um biopolimero do tipo B-(1—4), constituido por

unidades de glicose na cadeia principal, e cadeia lateral formada por molécula de manose,
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acido glicurdnico e uma manose terminal. As ramifica¢des alternadas de piruvil encontram-se

na manose terminal e as de acetil estdo na manose ligada a cadeia principal (Figura 2).
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Figura 2: Estrutura primaria da unidade do polimero extracelular goma xantana. (GARCIA-

OCHOA, et al. 2000).

A presenca de cadeias laterais e o carater i0nico nas moléculas de xantana
aumentam a sua hidratacdo e conferem, com os acidos glicurdnico, piravico e acético,
tonicidade a xantana e ainda estdo relacionados a conformagao molecular. A massa molecular
da xantana ¢ em torno de 2 a 12 x 10° Da (Daltons), mas pode variar dependendo do processo
fermentativo e da linhagem utilizada (MISAKI, 1993). A unidade de acido D-glicurénico fica
entre duas unidades de D-manose ligadas na posicdo O-3 de residuos de glicose da cadeia
principal. A rigidez da cadeia principal de xantana, aliada a solubilidade induzida pelas
cadeias laterais, e demais caracteristicas da sua estrutura quimica conferem as caracteristicas
Unicas que tornaram a xantana tdo importante para a induastria de alimentos e outras.
Aproximadamente metade dos residuos D-manose terminais contém um &cido pirtvico
ligado, com distribuicdo indeterminada. A unidade D-manose ligada na cadeia principal
contém um grupo acetil na posicdo O-6 (SUTHERLAND et al., 1992; GARCIA-OCHOA et
al., 2000; PORTILHO, 2002). A Figura 3 a seguir ilustra a estrutura secundaria da goma

xantana.
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Figura 3: Conformacdo em hélice da goma xantana vista perpendicular (2 esquerda) e
paralelamente (a direita) ao eixo da hélice. (MOORHOUSE, WALKINSHAW, ARNOTT,
1977).

A composi¢do quimica da goma xantana ¢ fundamental para sua
funcionalidade e aplicacdo. As gomas de interesse comercial devem ser capazes de formar
estruturas secundarias, tercidrias e, as vezes, quaternarias em meio aquoso. Por esse motivo a
estrutura primaria (ou quimica) ndo pode constituir-se num impedimento espacial (SILVA e
TREINCHEL, 2006).

A molécula da xantana apresenta duas conformacgdes: hélice e espiral
aleatdria, dependendo da temperatura de dissolucdo (GALINDO, 1994; CHALLEN, 1993).
Devido a presenca dos acidos D-glicuronico, piravico e agrupamentos acetila em sua estrutura
molecular a goma possui carater anidnico marcante. Nos produtos comerciais, estas funcdes
acidas encontram-se neutralizadas por eletrélitos (ATKINS, 2001).

Esse polimero, que possui estrutura de fibra alimentar, pode ser usado em
produtos nos quais a adi¢cdo de amildceos seja indesejavel, como produtos dietéticos, com a

obtencdo de textura sem acréscimo calorico.
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2.4.2. Biossintese

Um bom entendimento do processo bioquimico € importante, pois estas
informagdes podem ser usadas para controle e otimizagdo da producdo e também para ter
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos. Com o conhecimento do
processo biossintético, pode-se melhorar processos com o objetivo de diminuir os custos (DE
VUYST e DEGEEST, 1999; LOOIUJESTEIIN et al., 2001).

O processo de formag¢do da goma xantana tem sido descrito e revisto por
varios autores. A biossintese desse biopolimero é bem complexa e se inicia com a produgao
de precursores UDP- glicose, UDP-4acido glicuronico e GDP-manose a partir da conversdo de
acucares simples para precursores derivados de aguicares nucleotideos. As subunidades de
pentassacarideos sdo fixadas no interior da membrana portadora de fosfato poliprenol e a
adicdo de grupos acetil e piruvato ocorre durante a polimerizagdo de unidades repetidas de
pentassacarideos e secre¢ao do polimero (IELPI, COUSO e DANKERT, 1993).

Os agucares nucleotideos (actcar difosfato nucleotideo) fornecem as formas
ativadas de monossacarideos e também fornecem a célula bacteriana um meio de
interconvengdo dos varios monossacarideos através de reagdes de epimerizagdo,
desidrogenagdo e descarboxilacio (HARDING et al.,, 1993). Estes agucares nucleotideos
doam, seqliencialmente, seus residuos de agucares para o aceptor lipidico isoprenilfosfato
para formar uma unidade de pentassacarideos-P-P-lipideos, que € polimerizado, formando a
goma xantana. A seqiiéncia correta ¢ garantida pelos carregadores fosfato-alcool-isoprendides
e lipideos isoprendides. No ultimo estagio da sintese sdo introduzidos os grupos acetil e
piruvil. A etapa final da biossintese ocorre quando a goma ¢ excretada para o meio
extracelular (ROSEIRO et al., 1993). Cada etapa requer uma série de enzimas e substratos
especificos. A auséncia de uma enzima ou substrato inibe a sintese do exopolissacarideo. Em
Xanthomonas campestris uma série de enzimas de membrana formam a molécula aceptora do
polimero (SILVA et al., 2001).

O processo necessita de energia, e ¢ provavelmente realizado através de um
sistema de transporte especifico, o qual assegura a libera¢do do polimero do carregador
lipidico e o transporta pela membrana externa. Estima-se que para a sintese de goma xantana
sejam utilizados 11 ATP para cada subunidade de cinco hexoses polimerizadas. A energia
excedente do metabolismo de Xanthomonas campestris ¢ direcionada para a biossintese da

goma xantana, aumentando sua produ¢@o (ROSEIRO et al., 1993).
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De acordo com Vashitz e Sheintuch (1991) a sintese do biopolimero nio ¢
um processo simplesmente associado ao crescimento da célula, mas ¢ interdependente do seu
balango energético e da formacdo de metabolitos celulares. Dessa maneira a conversdo da
glicose via ciclo dos acidos tricarboxilicos € competitiva com a conversdo da glicose para a
sintese do exopolissacarideo. A temperatura é um dos parametros mais importantes, afetando
a sintese de goma xantana. Estudos tém mostrado que temperaturas mais altas induzem a
biossintese, enquanto que temperaturas mais baixas favorecem o crescimento celular (SHU e
YANG, 1990).

O local preciso do processo de polimerizagdo e o estagio final da secregdo
do EPS a partir da membrana citoplasmadtica, envolvendo a passagem pelo periplasma e
membrana exterior ¢ a excrecdo para o ambiente extracelular, ainda sdo pouco elucidados
(HARDING, CLEARY e IELPI, 1994; SUTHERLAND, 1997 ¢ SUTHERLAND, 2001). Os
autores ainda n3o entraram em consenso, pois alguns citam que primeiro ocorre a
polimerizacdo das unidades pentassacaridica no interior da célula e apds, a secrecdo do
polissacarideo no exterior (SUTHERLAND, 2001). De acordo com Koplin e colaboradores
(1992) as unidades pentassacaridicas sdo secretadas no exterior da célula e entdo
polimerizadas no ambiente extracelular.

A Figura 4 a seguir apresenta a rota de biossintese de goma xantana.

Entner-Doudoroff Pathway
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Figura 4: Via metabolica de sintese de xantana e metabolismo da glicose em Xanthomonas

campestris NRRL-1459. (CHIA-HUA e LO, 2003).



24

No exterior da célula microbiana os exopolissacarideos podem permanecer
soltos (como muco viscoso) ou podem estar ligados covalentemente a um fosfodiéster ou a
um lipideo na superficie da célula. Neste ultimo caso, o material pode formar uma cépsula,
que pode ser reconhecida microscopicamente e que pode estar aderida firmemente a

superficie celular (SILVA et al., 2001).

2.4.3. Propriedades, aplicacdes e mercado

Polissacarideos extraidos de plantas e algas, também denominados de
hidrocoloides, ainda dominam o mercado de gomas devido ao baixo custo de produgdo, mas
vém sendo substituidos progressivamente pelos biopolimeros. Segundo Sanderson (1990)
essa tendéncia deve-se, em parte, as incertezas no suprimento do mercado mundial de
polissacarideos de fontes naturais, os quais sdo vulneraveis aos fendomenos naturais € a
instabilidade politica das regides produtoras, provocando escassez e altos precos. As
propriedades e caracteristicas funcionais dos biopolimeros somadas a vantagem da sua
producdo ser independente de condigdes climdticas permitem que esses sejam obtidos em
condig¢des controladas, em lotes homogéneos e com qualidade assegurada.

Atualmente, o estudo da funcionalidade dos hidrocolodides tem crescido de
importancia na industria de alimentos, devido as suas propriedades espessantes e estruturais
(MORRIS et al., 1981; MORRIS, 1984; MORRIS, 1992). A viscosidade de hidrocoldides
pode ser significantemente afetada por varidveis como taxa de deformacgdo, temperatura da
amostra, pressdo e tempo de cisalhamento. Para os fluidos ndo-Newtonianos, a viscosidade
diminui com o aumento da taxa de deformacgdo, caracterizando o que se denomina
comportamento pseudopléstico.

Gomas e estabilizantes sdo incorporados em uma gama de alimentos. Em
particular eles sdo usados para oferecer resisténcia a processos fisicos indesejados como
cristalizacdo, sedimentagdo e desagregagdo mecanica, que pode ocorrer durante a distribui¢do
e armazenagem dos produtos (MARCOTTE, HOSHAHILI, RAMASWAMY, 2001).

A ampla aplicabilidade da goma xantana deve-se, principalmente, as suas
propriedades fisicas e quimicas singulares, a eficiéncia do processo de fermentagdo e ao
desenvolvimento continuo de novas aplicagdes industriais (SYMES, 1980; KANG, VEEDER
e COTTRELL,1983).

A estrutura secundéria da molécula de xantana (Figura 2), na qual as cadeias

laterais estdo envolvendo a cadeia principal, explicam a resisténcia incomum desse
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hidrocoldide para degradagdo por acidos ou bases, altas temperaturas, congelamento e
descongelamento, enzimas e agitagdo prolongada (URLACHER e NOBLE,1999).

A goma xantana funciona muito bem como estabilizante em produtos a base
de 4gua, ja que é uma goma solivel e altamente higroscopica. E também capaz de manter
estdveis o pH, a maciez e a estética visual do produto (KATZBAUER, 1998). Assim, ¢
utilizada como agente estabilizante em diversos produtos cosméticos e farmacéuticos, pois
ndo apresenta efeitos toxicos, ndo induz reagdes alérgicas e ainda, por sua compatibilidade
com sais minerais (COTTRELL, KANG E KOVACS, 1980), fornece excelente estabilidade
para cremes ¢ locdes, melhora as propriedades dos “shampoos” e de sabonetes liquidos,
suspende pigmentos insoluveis e produz creme de limpeza estavel (BAIRD e PETTIT, 1991;
DIZIEZAK, 1991). Este biopolimero representa 90% do volume total de vendas dos
polimeros bacterianos (KATZBAUER, 1998).

Segundo Jeanes (1974) e Betz (1979), as propriedades reoldgicas da goma
xantana e sua estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura, mesmo na presenga de sais, a
tornam excelente agente estabilizante para alimentos como cremes, sucos artificiais,
sobremesas enlatadas ou em po, molhos para saladas, carnes, frango ou peixe, assim como
xaropes e coberturas para sorvetes e sobremesas. A compatibilidade desse polissacarideo com
diversos coloides usados em alimentos, incluindo o amido, torna a goma xantana ideal para a
preparagdo de paes e outros produtos para panificagdo (CHRISTIANSON et al. 1974).

Na industria de alimentos a xantana é considerada multifuncional, atuando
como estabilizantes, espessantes, gelificantes e crioprotetores, sendo muitas vezes 0s
principais responsaveis pela textura (corpo, viscosidade e consisténcia) dos alimentos
processados (ERNANDES e GARCIA-CRUZ, 2005). O desenvolvimento de novos produtos
na industria de alimentos demonstra a necessidade de ingredientes funcionais, em particular
de macromoléculas formadoras de estrutura nos alimentos de baixas calorias, que apresentam
funcdo espessante, gelificante, emulsificante ou ainda evitar a sinerese (exudagdo
espontanea).

A aplicagdo do polissacarideo na industria do petroleo estd ligada as
propriedades de estabilidade em solugdes salinas, reologia e tolerdncia a ampla faixa de
temperatura. Devido a essas propriedades, a xantana é extensivamente utilizada na perfuragio
de novos pocos e na recuperagdo secundaria do petroleo, resultando num processo de menor
custo e maior eficiéncia para industria petroquimica (KENNEDY, JONES e BARKER, 1982).
A xantana ¢ o polissacarideo mais utilizado na recuperagdo terciaria de petrdleo (EOR —

Enhanced Oil Recovery), ndo tendo at¢ o momento nenhum outro em escala comercial que
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supere sua qualidade. Este biopolimero tem sido usado junto com hidroxido de sodio e
surfactantes na técnica conhecida como APS (4lcali-polimero-surfactante) (NAVARRETE et
al., 2001; NAVARRETE e SHAH, 2001).

Quando aplicada na agropecuaria, esta goma ¢ utilizada como agente de
suspensdo de vitaminas e minerais na alimentagdo dos animais em forma de suplementos
liquidos, especificamente para suspender proteinas nos substituintes de leite para bezerros
(BETZ, 1979). Apresenta a capacidade de dispersdo das suspensdes fungicidas, herbicidas e
inseticidas possuindo a capacidade de aderéncia a vegetagdo (COTTRELL, 1978) de forma
que tais propriedades se devem a sua composicdo quimica, agrupamentos e ligacdes
moleculares, sua massa molecular média e sua distribuicdo (SOUZA e GARCIA-CRUZ,
2004; BERWANGER, 2005).

Observa-se avango nas pesquisas sobre sinergismo. Polissacarideos
convencionais sdo associados aos biopolimeros, mesmo em baixas concentragdes, visando

intensificar as propriedades funcionais (NISHINARI e DOI, 1993).

2.4.4. Produgéo do biopolimero

2.4.4.1. Matéria prima e aspectos nutricionais

As etapas de producido e separacdo de goma xantana sio descritas na Figura
5 a seguir.

A grande versatilidade nutricional de Xanthomonas campestris ¢ um dos
fatores que torna a producdo de goma xantana de grande interesse industrial. Entretanto, a
variacdo da massa molecular da goma sintetizada utilizando diferentes substratos interfere na
qualidade desta (SUTHERLAND, 1993). Varias pesquisas indicam que a composi¢do do
meio interfere diretamente na qualidade, ou seja, viscosidade do polimero, e foi comprovado
que quando os biopolimeros sdo sintetizados nos meios convencionais apresentam maior
viscosidade que aqueles que utilizam meios de cultura alternativos como, por exemplo,
acrescido de soro de queijo (ANTUNES, 2000). De acordo com Garcia-Ochoa e
colaboradores (1992), varios nutrientes influenciam na produ¢do da goma e crescimento de
Xanthomonas campestris: nitrogénio, fosforo e magnésio para o crescimento, € nitrogénio,
fosforo e enxofre para producdo do biopolimero. Quando utilizados uma alta concentragao, o
nitrogénio e o fésforo causam efeito contrario, inibindo o crescimento celular e a producio da

goma xantana. De acordo com Silman e Rogovin (1970), o nitrogénio é considerado
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componente limitante para o crescimento celular da linhagem NRRL-B-1459 de

Xanthomonas campestris.
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Figura 5: Fluxograma das etapas de produgdo e separacdo da goma xantana. (Adaptado de

GARCIA-OCHOA, et al., 2000)

O meio de cultura consiste geralmente de 2 a 4% de glicose ou sacarose
como fonte de carbono, 0,05% a 0,1% de nitrogénio (extrato de levedura, peptona extrato de
amonio ou uréia), fésforo e tragos de outros minerais. O pH deve ser mantido préximo ao da
neutralidade (SILMAN e ROGOVIN, 1970).

Alguns pesquisadores observaram que somente 3% a 5% da glicose
poderiam ser utilizados no meio de fermentagdo para obter maior rendimento e eficiéncia de
goma, devido a alta viscosidade presente no meio de cultura (SMILEY, 1966; MORAINE e
ROGOVIN, 1966). Foi visto que o crescimento microbiano cessava quando a viscosidade do
meio alcancava cerca de 2000 cP (Brookfield LVT, 28°C e 30 rpm), na maioria das
fermentagdes. A concentracdo baixa de acuicar no meio de produgdo (até 2%) também

interfere na produtividade da goma se o nivel de nitrogénio for acima de 0,06%.
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Dentre as matérias-primas disponiveis para a producdo de xantana, a cana
de agucar possui um dos melhores perfis para aproveitamento como fonte de carbono em
relagdo a beterraba, por exemplo. A cana de agucar alcanca valores superiores a 60 t/ha,
resultando em 7,2 t acucar/ha, enquanto o rendimento da beterraba ¢ em torno de 32 t
beterraba/hectare, resultando em 3,5 t agucar/hectare. A mandioca ¢ o milho, dois materiais
amildceos que podem ser convertidos em glicose, também possuem boa rentabilidade
agricola, da ordem de 20 t mandioca/hectare e 6 t milho/hectare, respectivamente. Entretanto,
a quantidade de fibras lignocelulosicas encontradas na cana-de-agucar representada pelo
bagaco e pela palha, d4 a ela uma vantagem competitiva inigualdvel em relagdo as outras
fontes de carbono, uma vez que este subproduto pode ser utilizado para geracdo de energia

que sera utilizada na operagao da planta de producdo (PRADELLA, 2006).
2.4.4.2. Condig¢des de produgdo

A Figura 6 mostra um esquema do processo fermentativo para produgdo de

goma xantana.
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Figura 6: Esboco do processo de producdo de xantana. (URLACHER e NOBLE, 1999).

A linhagem microbiana selecionada é preservada por métodos comprovados
para manter as propriedades desejadas. Uma pequena quantidade da cultura preservada é
multiplicada pelo crescimento em meio de cultura sélido ou liquido para obter o indculo para

grandes fermentadores. O crescimento do microrganismo ¢ a producdo da xantana sio
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influenciados por fatores como o tipo de bioreator utilizado, o modo de aeragdo, a composi¢@o
do meio e as condi¢des de cultura (temperatura, pH, oxigénio dissolvido).

A produgdo industrial de xantana € feita convencionalmente em modo de
batelada, utilizando-se elevadas aeragdo e agitacdo. O meio de cultivo € elaborado com uma
fonte de carbono (sacarose ou glicose) utilizado como substrato para producdo da goma, uma
fonte de nitrogénio (extrato de levedura, peptona, nitrato de amonia ou uréia) para o
crescimento do microrganismo e sais (MAUGERI-FILHO, 2001; PAPAGIANNI et al.,
2001).

As condi¢des Otimas para o crescimento celular e a sintese de xantana sdo
diferentes. A fim de conseguir alta taxa na sintese do biopolimero e rendimento, ¢ necessario
regular tanto o crescimento celular, como a producdo de xantana através da fermenta¢do. Um
processo de fermentacdo em dois estagios que utilize dois conjuntos de condi¢des, um para
aperfeigoar o crescimento celular e outro para a producdo de polissacarideo ¢ recomendado
(SHU E YANG 1990 e 1991; DE VUYST, LOO e VANDAME, 1987).

Esgalhado e colaboradores (1995) em estudo do efeito de pH e temperatura
no crescimento e producdo de goma xantana avaliaram que as duas varidveis mostraram ser
bastante importantes para a concentracdo celular, concentracdo de xantana e indice de
consisténcia da goma. Os pesquisadores afirmaram ainda que a temperatura influencia
fortemente a composicdo macromolecular da célula, em especial o conteido do RNA,
enquanto que o pH mostra pequeno intervalo 6timo para desenvolvimento microbiano.

Segundo Padilha e colaboradores (1997), a temperatura de fermentagdo tem
influéncia direta sobre as caracteristicas reologicas do biopolimero produzido por Beijerinckia
sp.

Oliveira (2007) conseguiu um biopolimero de melhor viscosidade quando
foi produzido em temperatura diferente da proposta por muitos autores (SOUW e DEMAIN,
1979; SHU e YANG, 1990; ESGALHADO, ROSEIRO ¢ COLLACO, 1995), embora esse
resultado ndo tenha coincidido com a maior concentracdo de goma no caldo. O acumulo de
goma ¢ muito dependente da velocidade de agitagdo aplicada e maior velocidade de agitacdo
facilita a difusdo de nutrientes e oxigénio, que é muito importante para a biossintese deste
heteropolissacarideo. Lindblom e Patton (1967) afirmam que quando a linhagem de
Xanthomonas NRRL-B-1459 ¢ colocada em processo de multiestagios, no qual as células
crescem em meio pobre em carboidrato (0,2%) ocorrem dois fatos: a) no primeiro momento

ha o crescimento celular do microrganismo, mas ndo hd produgdo do biopolimero e b) no
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segundo momento pode-se obter um incremento na produgdo do polissacarideo quando ha
aumento de concentragdo de carboidrato.

Casas e colaboradores (2000) avaliaram a influéncia da temperatura,
agitacdo e concentragdo inicial da fonte de nitrogénio na producdo de goma xantana e
relataram que todas as varidveis afetam taxa e rendimento de produ¢do da goma. A biomassa
e a goma xantana sdo maximas quando a produgdo ocorre a 28°C. A producdo de goma
xantana é um processo estritamente aerdbio e os autores relataram ser necessario aumentar a
agitagdo para controlar a concentracdo de oxigénio e evitar condigdes anaerobias. A mudanca
de agitacdo foi diferente em cada temperatura testada

Amanullah e colaboradores (1998a) demonstraram que a producdo de
xantana ndo foi influenciada pelas mudancas da tensdo de cisalhamento ao redor dos
microrganismos devido a mudancas de velocidade agitacdo. Neste estudo foi determinada a
concentracdo de oxigénio critica (6 a 10%), entdo, abaixo desse valor, a velocidade de
producdo de xantana bem como a taxa de transferéncia de oxigénio diminuem
significantemente.

Psomas e colaboradores (2007) relataram que concentracdes maiores de
xantana ¢ biomassa podem ser conseguidas em valores crescentes de agitacdo.
Conseqiientemente o a produtividade foi mais alta, pois o tempo de produgao foi de 72 horas.
Esses mesmos pesquisadores conseguiram maiores concentragdes de goma xantana em
temperaturas entre 30 e 33°C, concordando com Shu e Yang (1990 e 1991). Psomas e
colaboradores (2007) afirmam ainda que concentragdes maiores podem ser obtidas
aumentando o tempo de cultivo.

Sutherland (1993) levantou dados de producdo de xantana por batelada
simples e por fermentacdo continua. Na produgdo por batelada simples, a estrutura do
polissacarideo formado € independente do substrato usado, mas deve haver diferengas nos
substituintes acila, nas propriedades fisicas do produto e nos valores de rendimento. A taxa
especifica de producdo de xantana por X. campestris esta intimamente relacionada a taxa de
crescimento em culturas em batelada; ¢ maxima durante a fase exponencial e minima durante
a fase estaciondria. Nesse aspecto, a producdo de xantana comporta-se como a sintese de
muitos outros exopolissacarideos bacterianos. Entretanto, podem ser vistas diferencas na
viscosidade e grau de acetilagdo da xantana sintetizada em meios com limite de nutrientes em
varias fases do ciclo de crescimento. Os conteudos de piruvato e acetato no polissacarideo sado
altos imediatamente depois do fim da fase exponencial de crescimento (72h), enquanto que os

conteudos do grupo acila sdo geralmente baixos durante a fase exponencial de crescimento.
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Assim, a goma produzida por batelada simples representa o produto de todas as fases de
crescimento, tratando-se de uma mistura de tipos moleculares.

Sutherland (1993) relatou ainda que a cultura continua fornece um grande
numero de vantagens sobre a batelada simples no estudo da producdo de exopolissacarideo.
Isso fornece alta produtividade no fermentador e o polimero formado pode ser obtido em
condi¢cdes padronizadas e suas caracteristicas fisicas e quimicas devem ser muito mais
uniformes. Um problema em utilizar cultura continua para a produgio de polissacarideos é a
agitacdo ineficiente no vaso de reacdo. “Espagos mortos” tendem a acumular concentragdes
altas de polissacarideos que se tornam estagnadas. A coleta de amostras, a manuten¢do da
cultura de alta viscosidade ¢ a pureza da cultura também pode ser dificil. A capacidade do
fermentador pode ser muito menor do que seria necessario para um lote cedendo a mesma
quantidade de polissacarideo. A conversdo de substrato em xantana na cultura continua pode
ser muito alta. Foram obtidos valores entre 50 e 60% em meio sintético sob limitacdo de
nitrogénio.

Werneau (1981) apresentou, para a batelada alimentada, rendimentos acima
de 70% e concentragdo final de xantana de 51 g L. Marquet e colaboradores (1989)
obtiveram rendimentos de 80% com linhagens melhoradas.

Funahashi e colaboradores (1987) estudaram o efeito da concentragdo de
glicose no crescimento celular e na produgdo de goma xantana e relataram crescimento
limitado acompanhado por grande redu¢@o na produg¢do de goma com concentragdes iniciais
acima de 50 g L. Através da manutencdo da concentracdo de glicose entre 30 ¢ 40 g L' ¢
evitando a alta concentracdo inicial, eles obtiveram concentracdes de goma acima de 43 g L™
comparado a 30 g L' em processos em batelada. Contudo, uma vez que o tempo de
fermentacgdo foi de 120 horas, resultou em baixa produtividade global de 0,36 g/(L-h). Zhao e
colaboradores (1991) mostraram que 18 g L' de xantana puderam ser obtidas a partir de 24 g
L' de glicose em batelada simples de mais de 100 horas. Altas concentragdes de goma (mais
de 27 g L") foram obtidas usando adi¢do de glicose em dois passos (24 g L adicionados
inicialmente seguido por 5 g L' depois que a glicose caiu para 5 g L). Além disso, a troca do
tipo de agitador aumentou a homogeneidade do caldo reduzindo o tempo de fermentagdo para
aproximadamente 72 horas.

Azuaje e Sanchéz (1999), utilizando varias fontes de carboidrato e
diferentes espécies de Xanthomonas, verificaram que concentragdes acima de 5% de agucares
totais sdo inibidoras para o crescimento celular e para a produgdo de goma xantana. Ao longo

da etapa de producdo, a concentragdo de goma xantana aumenta junto com sua viscosidade
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enquanto os valores de pH caem. Os autores acusaram a presenca de zonas mortas (ndo
agitadas) na base e parede do fermentador. Nelas as bactérias estdo expostas a condigdes
desfavoraveis a producdo do biopolimero. Esse trabalho também evidenciou que a velocidade
de produgdo de xantana teve sua maior expressdo a 30°C quando comparado a produgdo a
28°C ou 32°C. Na producdo a 28°C as quantidades de xantana, biomassa e aglcares
consumidos sdo maiores.

Robinson e Wang (1988) obtiveram 35 g L de xantana controlando a
glicose no caldo entre 30 e 40 g L. Usando células imobilizadas, eles produziram
concentragdes de goma acima de 55 g L. No entanto, a fermentagdio em ambos os casos foi
relativamente longa. Ju e Zhao (1993) usaram dispers@o agua/dleo para cultivar Xanthomonas
campestris. Confinando a goma em particulas no interior do dleo, uma grande area de
superficie para transferéncia de oxigénio e nutrientes pode ser obtida. Usando o método de
batelada alimentada, eles obtiveram concentracdes de xantana de 35 g L. O tempo de
fermentacgdo foi longo (200 horas), resultando em uma produtividade tipica de outros estudos
com 0,33 g/(L°h). Nenhum desses estudos, no entanto, apresentou os problemas que podem
ser encontrados nos processos de purificacdo na extracdo da goma.

Muitos trabalhos (DE VUYST, LOO e VANDAME, 1987; FUNAHASHI et
al., 1987; ZHAO et al., 1991; LO, YANG e MIN, 1997) sugerem que concentracdes maiores
de xantana podem ser obtidas controlando a razdo carbono:nitrogénio (C:N) nas fases de
crescimento e producdo. Uma vez que o nitrogénio € essencial para o crescimento celular e
ndo para a producdo de goma, é possivel limitar sua disponibilidade na fase de producédo e
como resultado aumentar o fluxo metabolico rumo a producdo de xantana em vez da sintese
celular. E geralmente considerado que baixa raziio C:N é necessaria na trofofase (fase de
crescimento celular) para alcangar tanto alta concentragdo celular assim como altas taxas de
crescimento especifico, que pode resultar em altas taxas de produ¢@o de xantana. Por outro
lado a biossintese de xantana ¢ favorecida por alta razdo C:N. De Vuyst e colaboradores
(1987) usaram fermentagdo em duas fases com baixa razdo C:N na fase inicial de propagacao
e alta razdo C:N na fase de produgdo para produzir concentragdes de goma acima de 30 g L™.
Lo e colaboradores (1997) mostraram que aumentando a razdo glicose:extrato de levedura em
culturas em batelada resulta em rendimento celular e taxa especifica de crescimento mais
baixos, considerando que o rendimento de xantana e a taxa especifica de produgdo
aumentaram. No entanto além de controlar os niveis da razdo C:N na trofofase, ¢ também
necessario aperfeicoar o nivel inicial de nitrogénio para alcancgar alta concentracdo de

biomassa antes da fase estaciondria sem comprometer o fornecimento de oxigénio as células.



33

A massa molecular ndo € o Gnico pardmetro que determina a qualidade do
biopolimero, embora tenha recebido prioridade na pesquisa cientifica. O grau de piruvilagido
pode ter influéncia sobre a eficdcia em certas aplicagdes (PARENTE et al., 1998). Sabe-se
que o conteudo de piruvato depende, sobretudo, da escolha adequada da linhagem e do meio
(PACE, 1991). Peters e colaboradores (1989) demonstraram que existe forte relagcdo entre a
demanda de oxigénio e o grau de piruvilacdo.

Tait e colaboradores (1986) concluiram que os conteudos de acetato e
piruvato da xantana foram influenciados pela exaustio de nutriente, sendo que o biopolimero
isolado do meio no qual a amdnia foi exaurida continha menos substituintes piruvil (2,2%) e
mais acetil (4,4%). Os contetidos de acetato e piruvato da xantana, consisténcia e
peseudoplasticidade foram influenciados pelo tempo de fermentagdo na cultura em batelada.
Os autores verificaram que o exopolissacarideo isolado em taxas de diluigdes mais altas
apresentava maior contetido de acetil e menor contetido de piruvil.

Faria e colaboradores (2009) compararam as mesmas condi¢des de
produgio (batelada simples a 28°C, em meio contendo 27g* L™ de sacarose) em agitador
orbital e em fermentador e relataram resultados melhores em fermentador (em agitador orbital
9 g L' de goma xantana, produtividade de 0,34 g xantana/g sacarose; em fermentador 19 g-

L' de goma xantana e produtividade de 0,63 g xantana/g sacarose).
2.4.5. Extracdo do biopolimero

No final da fermentacdo o caldo contém entre 10 ¢ 30 g L' de goma
xantana, entre 1 ¢ 10 g L' de células e entre 3 a 10 g L' de nutrientes (GARCIA-OCHOA,
1993).

As principais etapas do processo de recuperacdo Os principais Para a
extragdo da goma xantana, as células sdo normalmente removidas por filtragdo ou
centrifugacdo. Uma purificagdo adicional pode incluir a precipitagdo com solventes misciveis
em agua (isopropanol, etanol, acetona), além de certos sais e ajustes de pH (FLORES
CANDIA ¢ DECKWER, 1999).

Os regulamentos da FDA (Food and Drug Administration - EUA) para
qualidade alimentar prescrevem o uso de isopropanol para separa¢do de goma xantana. Apds
a precipitagdo, o produto € seco, moido ¢ embalado em recipientes com baixa permeabilidade

a agua.
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As etapas de extracdo do biopolimero envolvem a remog¢do de células
microbianas, precipitacio do biopolimero, secagem e moagem. O método especifico de
purificagdo a ser utilizado ¢ determinado pelo uso final do polissacarideo (GALINDO, 1994).
A precipitacdo do biopolimero ocorre ao diminuir a solubilidade do coldide dissolvido
utilizando métodos como adi¢do de sais, recuperacdo com solventes e concentragdo por
evaporacdo (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A extragdo de xantana do caldo fermentado constitui uma das operagdes
unitarias que determinam os custos de producgdo. Estima-se que mais de 50% dos custos de
producdo estejam associados com as etapas de recuperagdo (GALINDO, 1994).

Apos a fermentacdo, o caldo pode ser esterilizado para eliminagdo das
células e para melhorar as caracteristicas da goma em solugdo. Apds a eliminagdo das células,
a goma xantana ¢ extraida com dlcool ou sais quaternarios de amodnio ou separada por
ultrafiltracdo. O polissacarideo pode passar por tratamento fisico, quimico ou bioldgico
durante sua separagdo a fim de se obter caracteristicas especiais no produto final. Assim, para
aumentar sua dispersibilidade e viscosidade ¢ tratado com dialdeidos e formaldeido,
respectivamente (MAUGERI-FILHO, 2001).

O polimero pode ser prontamente precipitado do caldo de cultura com
solventes polares como etanol ou isopropanol. A quantidade de solvente necessario para a
completa precipitacio depende da forca i6nica e da composicdo do polimero, mas nao
depende da concentragdo deste. A precipitacdo com solventes resulta também em purificacio
parcial do polimero por eliminag¢do dos componentes soluveis no solvente (PACE, 1991).

O método mais usado para a precipitagdo da goma xantana consiste na
adicdo de solventes ao caldo de fermentacdo, podendo variar do metanol ao t-butanol.
Posteriormente, a goma precipitada pode ser removida através de métodos convencionais
como centrifugacio e filtragem.

Em escala industrial, o “downstream” pode ser iniciado com pasteuriza¢io
sobre o caldo fermentado para desativar as enzimas. Em seguida, utiliza-se grande quantidade
de alcool para precipitar a goma xantana. O precipitado ¢ entdo pulverizado em spray-drier ou
ressuspenso em agua e, em seguida, reprecipitado. Quando goma xantana livre de células é
exigida, a centrifugacdo ¢ facilitada pela diluicdo do caldo fermentado para melhorar a
separagdo celular. Em escala industrial, o solvente residual pode ser reciclado apods sua
reconcentragdo e purificagdo em coluna de destilagdo (ROSALAM e ENGLAND, 2006). Em

escala comercial a precipitacdo da goma ¢ feita com isopropanol, principalmente de acordo
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com as exigéncias da FDA (EUA). Em laboratério, os solventes mais usados sdo o etanol e a
acetona (GODET, 1973).

Estudos indicam que a xantana precipita-se com menor quantidade de
reagentes quando etanol e sais sdo usados em combinagdo (GARCIA-OCHOA, CASAS e
MOHEDANO, 1993). O volume de etanol utilizado na separag¢do ¢ reduzido quando sais
monovalentes sdo utilizados, mas a redu¢do do volume ¢ maior com sais divalentes. Segundo
Garcia-Ochoa e colaboradores (1992) a quantidade de etanol necessdria para precipitar o
polimero ¢ reduzida pela metade quando 0,1% de cloreto de sédio ¢ empregado. No entanto,
diferentes concentragdes de sais tém sido utilizadas na literatura, principalmente 1% de KCI
(LOPEZ, 2001) e 2% de KCI (SANCHEZ, et al., 1997; TORRES et al., 1993). Medeiros e
colaboradores (2000) mostraram que a adi¢do de NaCl a 1% ao etanol reduz a quantidade de
solvente necessaria para a recuperagdo e é obtido um biopolimero com valor de viscosidade
aparente superior ao recuperado somente com etanol.

Borges e colaboradores (2001) avaliaram a influéncia de diferentes
solventes (etanol:acetona; etanol:acetato de etila e etanol:isobutanol 75:25 v/v) e a adigdo de
sais (NaCl, KCI, CaCl;, 1 e 2%) na separacdo de xantana. A adi¢do de sais diminui o volume
total de etanol necessario. NaCl e KCl reduziram o volume padrdo de 4 para 2,5 volumes, no
entanto, ndo foi verificado a possivel influéncia destes sais na qualidade da goma. A
centrifugacao ¢ dificultada quando se trabalha com caldos viscosos e, de acordo com Borges e
colaboradores (2008), o tratamento térmico auxilia na eliminacdo de células e influencia a
concentragdo de proteina bruta no biopolimero.

Borowski e colaboradores (2007) avaliaram a producdo de goma xantana
por trés meios diferentes e os caldos produzidos foram tratados termicamente (121°C, 15
minutos) e mostraram que, de modo geral, o tratamento térmico degrada os radicais acético e
piravico da molécula de xantana independente do meio de producdo utilizado. O tratamento
térmico também aumentou a viscosidade do polimero produzido nos diferentes meios.
Segundo Tako e Nakamura (1984) através da desacetilacdo do polimero, a viscosidade da
solugdo ¢ aumentada pela maior associagdo intermolecular.

Stark e colaboradores (2008) trabalharam com tratamento térmico do caldo
fermentativo (121°C por 15 minutos ou 100°C por 30 minutos) seguido da extragdo da goma
xantana pelo acréscimo de etanol 96°GL, mistura de etanol e acetona (75:25 v/v) ou a mesma
mistura de etanol e acetona acrescida de 1% de NaCl. Nessas condigdes os tratamentos
térmicos aumentaram a viscosidade do caldo, entretanto os métodos alternativos de

precipitagdo reduziram a viscosidade das amostras tratadas termicamente, se comparadas a
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amostra recuperada com alcool 90°GL. A utilizagdo dos métodos alternativos de precipitacio
reduziu em até 50% o volume de solvente necessario, sem reduzir o rendimento. O tratamento
térmico a 121°C juntamente com o método de recuperacdo que utiliza etanol 96°GL:acetona
75:25 (v/v) na proporcdo de 2,5:1 em relagdo ao caldo fermentado, demonstrou a melhor
relagdo entre rendimento, viscosidade e volume de solvente gasto, que pode refletir
beneficamente no custo da recuperagao.

Nado ha na literatura estudos relacionados a adi¢do de sais no caldo
fermentativo para extragdo e sua influéncia na concentragdo de goma extraida ou sua

qualidade.

2.4.6. Influéncia dos eletrélitos na viscosidade da goma xantana

As propriedades solug¢des de xantana sdo dependentes de qualquer eletrélito
adicionado. Nos estudos da adi¢do de sais nas solucdes de xantana os efeitos na viscosidade
apresentam resultados contraditorios. Em alguns casos, a viscosidade de solucdes diluidas de
xantana aumenta na presen¢a de cloreto de sddio, em outros a viscosidade tem moderada
diminuicdo (MOREIRA, 2002).

Solu¢des de xantana ndo somente mostram boa compatibilidade com sais,
como também podem apresentar incremento na viscosidade com a adi¢do de 0,1% de NaCl ou
KCl, para concentragdes de polimero entre 0,2% e 0,5% (JEANES; PITTSLEY e SENTI,
1961 apud DIAZ, VENDRUSCOLO e VENDRUSCOLO, 2004). Isso ¢ resultado da
estabilizacdo da estrutura ordenada da xantana, gerando aumento na associagdo
intermolecular. O estado de transi¢do da estrutura da xantana depende do nivel e da natureza
dos sais na solugdo e do conteido de piruvato e acetato das cadeias laterais (CAPRON;
BRIGANDT e MULLER, 1997 apud DIAZ, VENDRUSCOLO ¢ VENDRUSCOLO, 2004).

A adicdo de eletrdlito reduz o valor do médulo eléstico, comparando com
medidas de solugdo de xantana em dagua destilada. Este comportamento €& tipico de
polieletrdlitos e pode ser atribuido ao resultado de mudanga na conformacgdo, decrescendo
assim os valores dos parametros reoldgicos. Acima da concentracdo critica, a adicdo de
eletrélito pode induzir aumento nos valores dos pardmetros reoldgicos por associagdes
intermoleculares, facilitadas pela reducio das repulsdes eletrostaticas e ordenagédo das cadeias,
conduzindo a uma rede tridimensional. Em solucdo 1% (m/v) a 25°C, a xantana adquire
conforma¢do ordenada igual a conformag¢do na auséncia de eletrolito. Contudo, a

concentracdo do eletrdlito presente influenciara a temperatura da transi¢do ordem-desordem
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da xantana, uma vez no estado ordenado, as caracteristicas estruturais e propriedades
reoldgicas da solugdo de xantana sdo basicamente insensiveis a concentracdo do eletrdlito
(PELLETIER et al., 2001 apud DIAZ, VENDRUSCOLO e VENDRUSCOLO, 2004).

Diaz (2002) estudou a adicdo de cloreto de potassio e de s6dio em solugdes
de xantana produzida por Xanthomonas campestris pv pruni cepa 24, verificando que a maior
viscosidade aparente apresentada pela solucdo foi com a adi¢do de cloreto de potdssio na
concentragio de 0,1mol L' (0,74%).

O incremento no valor da viscosidade aparente devido a adi¢do de sais
também foi relatado por Pinto e colaboradores (2000) estudando solucdes aquosas de
biopolimeros produzidos por Beijerinckia sp 7070 e T32A. Nelas o uso de 1% de KCI nas
solugdes proporcionou acentuado aumento de viscosidade da solu¢des de goma da cepa 7070,
enquanto para a cepa T32A provavelmente ndo apresenta comportamento distinto frente a

adicdo de ions.
2.4.7. Reologia

Reologia pode ser genericamente definida como o estudo da deformacao da
matéria, ou, ainda, o estudo da mobilidade dos fluidos. A reologia dos fluidos ¢ estudada,
principalmente, através da medida da viscosidade ou seu inverso, a fluidez. A medida da
viscosidade ¢ a medida da resisténcia ao movimento das varias camadas ideais paralelas de
um fluido, quando sob a a¢@o de tensdo deformante. Durante o movimento as camadas se
mantém paralelas sem turbilhonamento (BOBBIO e BOBBIO, 2001).

Matematicamente, a viscosidade (1) ¢ a derivada do grafico da for¢a de
cisalhamento por unidade de éarea entre dois planos paralelos de liquido em movimento
relativo (tensdo de cisalhamento, 1) versus o gradiente de velocidade dv/dt (taxa de

cisalhamento, y) entre os planos, isto €, n = t/y, onde:

dav _ (velocidade diferencial)

dx  (espessura diferencial) (1)
_F _ (forca) o
A (area)
_dr _ F/A4

_dr _ 3
T=4y " dvlds ®)
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A unidade SI de viscosidade é:

N/m*> N/m?
[7]= =

-1 -1
m-Ss S

= Pa-s (Pascal - segundo) 4)

As equagdes 1, 2 e 3 representam, respectivamente, a taxa de cisalhamento,
tens@o de cisalhamento e viscosidade. Também sdo utilizados outros sistemas de unidades
para expressar viscosidade, tais como o Sistema Britanico (Ib's/pies® ; Slug/pies), Sistema
Imperial (Ibf-ft?) ¢ o sistema CGS (P, dyn's‘cm™). A relagdo entre a unidade SI e a unidade
CGS ¢ 1 mPa's = 1cP (MOTT, 1996).

Solugdes de biopolimeros com propriedades reoldgicas importantes no setor
industrial geralmente apresentam propriedades viscoeldsticas, pseudoplésticas e elevada
tensdo residual. Mas o pardmetro mais simples e utilizado para avaliar o potencial de
aplicacdo de um biopolimero ¢é a viscosidade aparente (SILVA e RAO, 1999).
Tradicionalmente, a viscosidade de solucdes poliméricas ¢ avaliada por viscosimetros
simples, como o Brookfield e pipetas de fluxo, que resultam em valores relativos e altamente
influenciados pelas condi¢des de medida. No entanto, viscosimetros com dispositivos
cilindricos do tipo Couette e cone-placa, como Haake e Shirley-Ferranti, t€ém se tornado mais
populares. Estes caracterizam o sistema em termo de curvas de fluxo: tensdo de cisalhamento
em funcdo da taxa de deformagdo, podendo também quantificar o comportamento em funcao
do tempo e da temperatura (RAO, 1986).

Viscosidade ¢ a caracteristica funcional determinante para sele¢do de cepas
produtoras de gomas, embora seja importante também a quantidade produzida do biopolimero
devido ao fator econdmico requerido na produg¢do em grandes escalas. Na industria, o maior
interesse € por gomas que, adicionadas em concentra¢des minimas (0,01 a 3%), sejam capazes
de promover altas viscosidades (PASQUEL, 1999). As -caracteristicas reoldgicas do
biopolimero dependem da bactéria utilizada, do processo de fermentacdo e recuperagdo. O
conhecimento da viscosidade ¢ fator de fundamental importdncia para os calculos de
engenharia, que envolvem a selecdo de equipamentos e dimensionamento de bombas e
tubulagdes, assim como para implementar efetivo controle dos processos e garantia de
qualidade do produto final (GRATAO, BERTO e SILVEIRA JUNIOR, 2004).

Para os fluidos Ndo-Newtonianos, a viscosidade diminui com o aumento da
taxa de cisalhamento dando origem ao que € conhecido como pseudoplasticidade ou

comportamento pseudoplastico. Solu¢des de goma xantana possuem comportamento
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pseudopléstico, onde a viscosidade aparente diminui enquanto o cisalhamento aumenta (RAO,
1977, BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989). Esta ¢ uma caracteristica muito desejada
em diversas situagdes. Do ponto de vista sensorial, os polissacarideos que possuem
comportamento pseudoplastico provocam menor sensa¢do de gomosidade na boca do que
aqueles com comportamento newtoniano. A taxa de cisalhamento da mastigagdo ¢
considerada como entre 50 ¢ 200s” (MORRIS, 1984). A xantana exibe viscosidades muito
baixas nesta faixa de taxa de cisalhamento, fazendo com que o produto alimenticio no qual foi
utilizada pareca menos viscoso ao paladar e o sabor seja mais bem percebido (CHALLEN,
1993). O comportamento pseudopléstico das solugcdes de goma xantana pode ser interpretado
pela conformacdo das moléculas do polimero (MOSCHAKIS, MURRAY e DICKINSON,
2005). Durante as medidas reoldgicas ainda podem-se detectar alguns efeitos na viscosidade
da xantana ocasionados pelo cisalhamento provocado na estrutura como: a orienta¢do das
moléculas, o estiramento, a deformagdo das estruturas, efeitos que fazem com que a
viscosidade diminua, dependendo da taxa de cisalhamento aplicada. Pode ainda ocorrer a
destruicdo dos agregados, o que faz aumentar a viscosidade pelo aumento da superficie de
contato (RAO, 1999).

Como representado esquematicamente na Figura 7 a seguir (a), as longas
moléculas goma xantana formam agregados pelas pontes de hidrogénio e o entrelagamento
das cadeias, resultando em alta viscosidade em baixas taxas de cisalhamento ou em repouso.
Sob a influéncia de altas taxas de cisalhamento, a viscosidade aparente de solu¢des de goma
xantana diminui devido a desarticulagdo da rede de polimero e do alinhamento parcial das
macromoléculas individuais na dire¢do do fluxo de cisalhamento (b), resultando em baixa
viscosidade. Apds a remog¢do de cisalhamento, a estrutura de rede se refaz rapidamente e,
consequentemente, a viscosidade € recuperada quase que instantaneamente (KI-WON,

YONG-SEOK e GAP-SHIK, 2006).
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Figura 7: Representagdo esquematica do efeito do cisalhamento na rede do polimero goma

xantana. (Adaptado de KI-WON, YONG-SEOK e GAP-SHIK, 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia
Industrial da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis, Campus da Universidade Estadual Julio

Mesquita Filho.

3.1. Estudo comparativo da producdo de goma xantana por batelada simples e batelada

alimentada com dois pulsos de sacarose em incubadora com agitagdo orbital

A cepa utilizada para todos os ensaios foi a Xanthomonas campestris pv.
campestris FCLA 26, isolada por Oliveira (2002), da cole¢do de culturas do Laboratério de
Biotecnologia Industrial da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis.

O meio utilizado para isolamento, manutencdo e crescimento do
microorganismo foi o meio descrito por Silva (2007) contendo 0,5% de extrato de levedura;
2,5% de sacarose; 0,01% de MgSO4 7H,0; 0,15% de K,;HPO4; 0,15% de glutamato de sodio
e 0,05% de citrato de sddio. Na obten¢do de culturas recentes foi utilizado o método de estrias
por esgotamento, como descrito por Muro e Luchi (1989).

Para producdo do biopolimero o meio utilizado foi o descrito por Souw e
Demain (1979) contendo concentrag@o variavel de sacarose (de acordo com Tabela 1); 0,5%
de KH,POy4; 0,02% de MgSO,4 7H,0; 0,2% de (NH4),SOy; 0,2% de citrato de sddio; 0,002%
de CaCOs;; 0,0006% de H3;BOs; 0,006% de ZnO e 0,00024% de FeCls. Neste trabalho
convencionou-se denominar o meio de crescimento de meio formulado e o meio de produgao
de meio SD.

No estudo em agitador orbital foram utilizados 75 mL do meio formulado
em Erlenmeyers de 250 mL e 300 mL do meio SD em Erlenmeyers de 1 litro. No estudo em
fermentador de 7,5L foram utilizados 300 mL do meio formulado em Erlenmeyers de 1L. Os
pHs dos meios foram ajustados para 6 (no caso do meio formulado) e para 7 (no caso do meio
SD).

As linhagens congeladas em nitrogénio liquido foram transferidas para
placas de 4gar com meio formulado e incubadas a 28°C por 48 horas, visando obter culturas
ativas. Trés alcadas foram transferidas da cultura em placa para os Erlenmeyers de
crescimento e estes colocados em incubadora com agitagcdo orbital com controle a 28°C e 160

rpm por 24 horas. Passado o periodo de multiplicacdo celular, uma amostra de cada frasco foi
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coletada assepticamente. Essa amostra foi diluida para contagem celular em camara de
Neubauer visando padronizagdo do indculo. Com a concentragdo celular no meio de
crescimento calculou-se o volume do meio necessario para o indculo no meio SD, de maneira
que a concentracio celular neste frasco fosse 107 células/mL. A produgdo do polimero para os
quatro tratamentos foi testada a 25 e 30 ° C e permaneceram nessas condi¢des por 72 horas,
sob agitag¢do de 180 rpm.

Para avaliar a concentra¢do e qualidade da goma produzida por batelada
simples ou pela adi¢do de sacarose em pulsos foram propostas quatro tratamentos diferentes.
A quantidade de sacarose em cada tratamento e nas “alimentac¢des” esta descrita na Tabela 1.
Todos os frascos continham 300 mL de meio SD. Cabe aqui ressaltar que TRAT 2
corresponde ao protocolo atualmente utilizado. Depois da fase de multiplicagdo celular e
padronizagdo para indculo, os Erlenmeyers receberem a mesma quantidade de células.

Foram coletadas amostras em 10 momentos ao longo da producdo para
leitura de pH e para analise (nas amostras do inicio ¢ fim da fermentagao) de concentragdo
celular, de goma, viscosidade de goma e agucares redutores totais (métodos de andlise

descritos em 3.5).

Tabela 1: Estratégias de alimentag@o de sacarose durante a fase de producdo de goma xantana.

. Sacarose ofertada ao longo da Sacarose total
Tratamento Condicao
producdo (% em Oh, 24h e 48h) ofertada (%)
1 2% Batelada simples 2 2
2 4% Batelada simples 4 4
3 4% Batelada 2+1+1 4
alimentada
4 4% Batelada 1+2+1 4
alimentada

3.2. Estudo comparativo da producdo de goma xantana por batelada simples e batelada

alimentada com dois pulsos de sacarose em fermentador de 7,5 litros

As condig¢des nos quais foram produzidos os melhores biopolimeros foram
testadas em fermentador de 7,5 L (TECBIO-TECNAL Piracicaba, SP). A Figura 8 apresenta
seu esquema (a), o agitador tipo turbina de Rushton (b) onde Wi/Di=0,26 ¢ as dimensdes do
equipamento (c). O vaso de reacdo possui também e quatro defletores (“chicanas”) radiais

igualmente espagados.
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Foram utilizados 3,7L do meio de produ¢do SD e 300mL do meio
formulado com cultura de 24 horas como indculo.

O inéculo foi preparado como descrito no item 3.1. A temperatura de
producdo foi mantida a 25+0,5°C ou a 30+0,5°C de acordo com o protocolo escolhido. Em
todos os ensaios a velocidade de agitagdo das turbinas foi controlada de maneira a manter a
mais alta concentragdo de oxigénio possivel, sem que o cisalhamento sobre o caldo fosse

excessivo. Em todos os ensaios a concentragdo de oxigénio ficou acima de 20%.

Figura 8: Esquema do fermentador TECBIO — TECNAL, suas dimensdes e foto do agitador
tipo turbina de Rushton.

Sendo Dr (didmetro do tanque) = 16,8cm; Hy (altura da coluna liquida) = 18,0cm; Di (didmetro do agitador) =
5,8cm; Wi (altura das turbinas do agitador) = 1,3cm; Li (largura das turbinas do agitador) = 1,5cm; Wy, (largura

das chicanas)= 1,5cm.

Os dados de oxigénio dissolvido, temperatura, rotagdo, nivel e pressdo no
interior do vaso de reacdo foram coletados a cada 30 segundos durante a produgdo do

biopolimero. Além desses dados, foram coletadas 12 amostras ao longo das 72 horas de
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produgio, nas quais foram avaliados pH, concentragdo celular (g L), viscosidade de caldo
(cP), concentra¢io de goma seca (g L), viscosidade de goma (cP), agucares redutores totais
(g) (métodos de analise descritos em 3.5).

A concentracdo de oxigénio no vaso de reacdo foi monitorada através de
eletrodo (InPro6800/12/320 Mettler Toledo) situado a Scm da parede do vaso de reagdo, na
altura da turbina agitadora. O eletrodo foi calibrado no instante inicial, antes de se fazer a
inoculag¢do do reator, saturando-se o meio de cultura com nitrogénio (para o ponto 0%) e
oxigénio (para o ponto 100%). O controle da concentragdo de oxigénio no meio de cultura foi
feito com aeracdo e agitacdo. A velocidade de agitagdo da turbina foi mantida em 500 rpm do
inicio da fermentagdo até que a concentracdo de oxigénio fosse proxima aos niveis criticos
(20%). Nesse momento a velocidade de agitagdo era aumentada para 800 rpm. Caso a
concentragdo de oxigénio voltasse a cair, a agitacdo era aumentada para 1000 rpm
(capacidade maxima de agitagao do equipamento).

A determinac¢do da temperatura foi feita por sensor (PT-100) localizado em
poco externo ao vaso de reagao.

O nivel de espuma foi controlado por sensor condutivo. Caso houvesse
formacdo de espuma o programa de controle ordenava a inje¢do de solucdo aquosa de anti-
espumante no meio de reacdo. Nesse trabalho utilizou-se anti-espumante industrial (Aratrop).

O sistema de controle de pressdo no interior do vaso de reagdo ¢ composto
por sensor de pressdo Piezo-Resistivo e linha de alivio de pressdo comandada por vélvula, que
permite a despressurizagdo quando o interior do vaso atinge um limite de seguranga pré-
estabelecido.

As leituras de rotagdo foram feitas por sensor Otico acoplado ao

equipamento.

3.3. Estudo da extracdo de goma xantana

3.3.1. Efeito do acréscimo de sais no etanol ou caldo para extragdo de xantana

Terminado o periodo de producdo da goma, o caldo (produzido em
incubadora de agitagdo orbital de acordo com o item 3.1) foi centrifugado, homogeneizado e
armazenado em refrigerador.

Para avaliar a qualidade e quantidade da goma xantana extraida foram

acrescentados sais ao etanol (comparado a extracdo com etanol puro) ou ao caldo (comparado
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a extracdo com caldo sem a adi¢@o de sais). Sempre foram utilizadas as propor¢des de 1
volume de caldo para 5 volumes de etanol. Foram acrescidos os sais NaCl, KCl e CaCl, nas
concentracdes 0,1; 0,05; 0,01 e 0,001% (w/v). Para cada tratamento foram feitas

quadruplicatas e os dados apresentados correspondem a média desses valores.

3.3.2. Estudo da concentragdo e viscosidade da goma em fun¢@o do tratamento térmico do

caldo

Com um lote de caldo de fermentagdo produzido como descrito no item 3.1
foi executado o teste de esterilizagdo do caldo. Foram avaliadas a concentragdo de goma
extraida e viscosidade da solugdo 1% da goma (viscosimetro Brookfield, LVDV II+, spindle
31, acoplado com banho termostatico para controle da temperatura da amostra) em fun¢do do
tipo de separagdo: extragdo do polimero com o caldo esterilizado (121°C por 15 minutos) ou

com o caldo ndo esterilizado. Para cada amostra foram feitas 9 replicatas.

3.4. Estudo da adig¢do de sais ou surfactantes na ressuspensao da goma

Um mesmo lote do biopolimero produzido foi ressuspendido em agua
destilada contendo Cloreto de Cetil Trimetil Amoénio (CCTA), Dodecil Sulfato de
S6dio(SDS), Tween 80 (TW) e Tripolifosfato de Sodio (TPF), nas concentragdes de 0,1; 0,01
e 0,001% (w/v). O CCTA ¢ um sal organico classificado como tensoativo catidnico utilizado
como agente anti-estatico. O Dodecil Sulfato de So6dio(SDS ou NaDS) ou lauril sulfato de
sodio (C,H,5S0O4Na) tem carater de surfactante anidnico e o Tween 80 surfactante ndo-
i6nico. O Tripolifosfato de Sodio (NasP301¢) € utilizado como agente de flotacdo, dispersante,
emulsificante e sequestrante.

Nesse teste foi avaliada a influéncia da presenga desses aditivos na

viscosidade da solu¢do de biopolimero (viscosimetro Brookfield, LVDV II+, spindle 31).

3.5. Procedimentos analiticos

Biomassa foi estimada por leituras de densidade dtica usando curva de
calibragdo com determinacdo de biomassa seca em estufa a 105°C até peso constante.
Aliquotas de caldo foram centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos. As amostras foram

diluidas conforme necessidade. O precipitado foi ressuspendido em 4gua destilada e
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novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. Esse novo centrifugado foi suspendido em
volume conhecido de 4gua destilada para leitura a 600nm (LETISSE et al., 2002).

Para a avaliagdo da quantidade de goma xantana em cada tratamento
procedeu-se a partir da extragdo pelo acréscimo de etanol absoluto (ou solucdes salinas em
etanol, nos testes descritos no item 3.3.1) ao caldo fermentativo na propor¢do de 1:5 (Veaido /
Vilcool)- A massa de polimero foi recolhida com bastdo de vidro e seca em estufa de ar forcado
(40°C) até peso constante (VENDRUSCOLO, 1995). A goma xantana foi, em seguida,
triturada e guardada em vidros vedados. A produ¢do de goma xantana foi avaliada pela massa
do produto seco em relagdo ao volume de caldo, sendo expressa em gramas por litro.

Depois da adicdo de etanol ao caldo e da retirada da goma, a solucgéo
hidroalcodlica foi filtrada (filtro de abertura 0,210 mm) e armazenada. Essa solugdo
foi concentrada por evaporacdo ao volume inicial do caldo. Desse concentrado foi
feita analise de quantidade de acucares redutores pelo método de Somogyi (1945)
adaptado por Nelson (1944), sendo feita hidrdlise acida (HCI 1N) prévia por 10
minutos seguida de neutralizagdo com NaOH (IN). A glicose foi utilizada como
padrio.

O rendimento de produto (Yps) foi calculado pela razdo da
concentragdo de goma sobre a concentragdo de agucares consumidos.

A qualidade da goma foi determinada pela avaliacdo da viscosidade de
solugdes 1% do biopolimero em agua destilada (w/v) utilizando viscosimetro de cilindros
concéntricos (Brookfield, modelo LVDV II+) com adaptador de pequenas amostras, acoplado
a um banho termostatico para controle da temperatura da amostra durante a leitura (25°C). As
taxas de cisalhamento correspondentes as leituras estavam sempre entre 6,8 e 10,6 s, de
acordo com o “spindle” mais adequado. Este foi escolhido de acordo com a porcentagem de
tensdo de cisalhamento (entre 10 e 100%) conforme fabricante. Os “spindles” utilizados nesse
trabalho foram os de numero 18 (cuja geometria ¢ 17,48 mm de diametro e 31,72 mm de
comprimento) 31 (11,76 mm de diametro e 25,15 mm de comprimento) e 34 (9,39 mm de
didmetro e 24,23 mm de comprimento). A viscosidade do caldo foi avaliada no mesmo

equipamento.

3.6. Analises estatisticas

Das replicatas obtidas dos tratamentos foram calculados a média e o desvio

padrdo. O teste ANOVA (andlise de varidncia de amostras paramétricas) foi calculado pelo
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programa estatistico Bioestat 5.0. Esse teste foi seguido pelo Teste de Tukey de comparagio

das médias amostrais com nivel de significancia (o)) de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo em agitador orbital da produ¢do de goma xantana por batelada simples e batelada

alimentada com dois pulsos de sacarose

A variagdo do pH ao longo da producdo de goma xantana em cada
temperatura esta ilustrada nas Figuras 9 (25°C) e 10 (30°C). A mesma escala foi utilizada nos
gréficos.

Na produgdo a 25°C o pH evoluiu uniformemente em todos os tratamentos.
Foi observada a manutenc¢do do pH entre 6,9 ¢ 7,1 até 32 horas quando o pH comegou a cair
em niveis de 6,5.

Na produgdo de goma xantana a 30°C (Figura 10) os tratamentos
produzidos em batelada simples (TRAT 1 e TRAT 2) tiveram o mesmo perfil de pH,
aumentando até 44 horas seguido de queda até o fim da producdo. O pH final ficou em torno
de 6,6. Nos tratamentos produzidos em batelada alimentada (TRAT 3 e TRAT 4), ao
contrario, aumentaram seu pH até 24 horas, seguindo queda mais acentuada, com valores
finais entre 5,8 ¢ 6,1.

Mesmo sem controle de pH, os niveis permaneceram proximos da
neutralidade, que ¢ apontado como condi¢do 6tima (SILMAN e ROGOVIN, 1970). A
captacdo do substrato pela bactéria ¢ dependente do meio de cultivo e, um controle adequado
do pH tanto na fermentagdo continua como na descontinua ¢ essencial para a sintese de
exopolissacarideo (SUTHERLAND, 1979).

Oliveira (2002) reportou pH de caldo fermentativo entre 5,5 e 6,5 para
linhagens selvagens produzindo a 29°C e 30°C. A mesma linhagem utilizada neste trabalho,
apresentou pH caldo fermentativo de pH igual a 6,4. A queda do pH ao longo da produgado

pode ser explicada pelo aumento da produgdo de 4cidos produtos do metabolismo celular.
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As médias das biomassas secas no tempo final de produgdo de goma
xantana em todos os tratamentos e temperaturas estio mostradas na Tabela 3.

A temperatura de producdo a 30°C favoreceu a concentracdo de biomassa
seca em todos os ensaios. A biomassa seca dos tratamentos contendo 4% de acucares
redutores totais (TRAT 2, 3 e 4) foi semelhante em todas as temperaturas. Nota-se também
que uma menor razdo C/N estimulou o crescimento celular. Isso pode ser explicado por uma
possivel inibi¢do inicial ao crescimento celular pelo oferecimento de toda a sacarose no inicio
na produ¢do. Muitos trabalhos (DE VUYST, LOO e VANDAME, 1987; FUNAHASHI et al.,
1987; ZHAO et al., 1991; LO et al., 1997) apontam que altas pressdes osmoticas inibem o
crescimento celular de Xanthomonas campestris. Oliveira (2002), testando diferentes
temperaturas e concentragdes iniciais de sacarose na produ¢do de goma xantana em batelada
simples, verificou que a média da biomassa seca estava em torno de 3 gramas, estando,
portanto, de acordo com os dados deste trabalho.

Entre os tratamentos 3 e 4 notou-se maior producdo de biomassa no TRAT
3, sugerindo que 2% de sacarose no inicio da fase de producdo e adi¢do correspondente a 1%

de sacarose estimulam a sintese celular.

Tabela 2: Biomassa seca do tempo 72h de produ¢do em fun¢do do tratamento de adigdo de

sacarose e em diferentes temperaturas.

Biomassa seca (g L)

25°C 30°C
TRATAMENTO - F - F
1 2.01£038* 8.86 2.77+0.27* 15.58
2 0.97+£0.30° 1.39+0.40°
3 1.3840.37 ° 1.5240.25°
4 0.82+0.06 ° 1.29+0.33"

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
Sendo * média aritmética; e F o valor calculado no teste de Tukey.

TRAT 1: 2+0+0=2% ART; TRAT 2: 4+ 0+ 0 =4% ART;
TRAT 3:2+1+1=4% ART; TRAT 4: 1 + 2+ 1 =4% ART.

A Tabela 3 mostra os dados de quantidade de goma xantana extraida nos
tratamentos de batelada simples e alimentada.

O tratamento que favoreceu a produg¢do de maior quantidade de goma
xantana foi o TRAT 4 a 25°C (18,1 gL'l). Entre os tratamentos de batelada alimentada na

temperatura de producdo 30°C, a maior concentra¢do de goma xantana foi produzida também
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pelo TRAT 4 (14,0 gL'™"). A goma produzida por batelada simples apresentou melhores
resultados quando produzida com 4% de sacarose a 25°C (TRAT 2; 16,7 gL™") ou com 2% de
sacarose a 30°C (12,4gL™).

Tabela 3: Goma xantana do tempo 72h de produ¢do em func¢do do tratamento de adi¢cdo de

sacarose ¢ em diferentes temperaturas.

Goma Xantana (gL™)

25°C 30°C
TRATAMENTO = F = F
1 12.740.45% 63.11 12.4+0.97*° 4.40
2 16.7£0.26 ° 11.540.52 2
3 14.840.19 © 12.5+0.65 *°
4 18.1+0.85 ¢ 14.0+1.15°

Letras diferentes indicam diferenga estatistica.
Sendo * média aritmética; e F o valor calculado no teste de Tukey.

TRAT 1: 2+0+0=2% ART; TRAT 2: 4+ 0+ 0 =4% ART;
TRAT 3:2+1+1=4% ART; TRAT 4: 1 +2+ 1 =4% ART.

A viscosidade da solugdo 1% de goma xantana produzida em cada
tratamento e temperatura ¢ mostrada na Figura 11.

A goma produzida a 25 °C apresentou, no geral, viscosidades superiores as
gomas produzidas a 30°C. Esse resultado esta de acordo com Oliveira (2007).

Das gomas produzidas a 25°C, TRAT 2 originou goma de melhor qualidade
(644,4 cP) embora nao haja diferenca estatistica entre essa € as gomas produzidas em TRAT 1
e TRAT 3 (593.,4 cP e 559,4 cP respectivamente).

O tratamento que produziu goma mais viscosa na fermentagdo a 30°C foi o
TRAT 1 (593,0 cP). As viscosidades das gomas produzidas nos outros tratamentos foram
estatisticamente iguais (TRAT 2=319,0 cP; TRAT 3= 248,4 cP e TRAT4= 341,4 cP).

Em qualquer temperatura, as maiores viscosidades correspondem as gomas

produzidas em batelada simples (25°C, TRAT 2= 644,4 cP e 30°C, TRAT 1= 593 cP).
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A seguir a Tabela 4 mostra o rendimento de goma xantana em fun¢do da
massa de sacarose consumida.

Nos tratamentos que foram oferecidos 2% de sacarose no meio de cultura
(TRAT 1) o maior rendimento corresponde a temperatura de producao de 30°C (0,78).

Nos outros tratamentos (TRAT 2, TRAT 3 e TRAT 4) o rendimento foi
melhor quando a temperatura de fermentacdo era de 25°C. Oliveira (2002) reportou
rendimento de 0,42 g xantana/g sacarose na produgdo a 30°C em meio contendo 4% de
sacarose.

Verificou-se que o processo de producdo em batelada alimentada apresenta
rendimentos estatisticamente iguais aos produzidos em batelada simples com mesma

concentracdo de sacarose.

Tabela 4: Rendimento de goma xantana em funcdo do tratamento de adicdo de sacarose e em

diferentes temperaturas.

Ypss (g xantana/g sacarose)

25°C 30°C
TRATAMENTO ¥ F ¥ F
1 0.69+0.14* 9.57 0.78+0.02° 29.02
2 0.47+0.06 ° 0.35+0.01°
3 0.42+0.02 ° 0.38+0.02°
4 0.48+0.03 ° 0.36+0.13°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Sendo * média aritmética; e F o valor calculado no teste de Tukey.
TRAT 1:2+0+0=2% ART; TRAT 2: 4 + 0 + 0 =4% ART;
TRAT 3:2+1+1=4% ART; TRAT 4: 1 +2 + 1 =4% ART.

4.2. Estudo da producdo de goma xantana por batelada simples em fermentador de 7,5 litros

Dos protocolos testados em incubadora com agitacdo orbital, dois foram
testados em fermentador, a produgdo a 25°C por batelada simples em meio contendo 4% de
sacarose ¢ a produgdo a 30°C por batelada simples em meio contendo 2% de sacarose. Esses
protocolos foram escolhidos, pois produziram goma de melhor qualidade, comparado aos
outros tratamentos.

Em todos os protocolos a concentragdo de oxigénio dissolvido ndo foi

inferior a 40%.
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A concentrag@o de oxigénio dissolvido diminuiu ao longo da fermentagdo.
A viscosidade do caldo foi crescente, dificultando a transferéncia de oxigénio para o interior
celular. Essa dificuldade foi mencionada em trabalhos utilizando fermentadores (PETERS, et
al., 1992, AMANULLAH, TUTTIETT e NIENOW, 1998a; AZUAJE e SANCHEZ, 1999 e
GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A Figura 12 ilustra a varia¢do de sacarose, biomassa seca e goma durante a
fase de produ¢do de goma xantana na producio a 25°C em meio contendo 4% de sacarose.

O consumo de agucares apresentou ritmo constante desde o comego da
producdo até 46 horas, quando a concentracdo de sacarose estava em torno de 8 g L. Essa
desacelerag@o pode ser explicada pela dificuldade do microrganismo em alcangar o substrato
para consumo em caldo fermentativo com viscosidade crescente (de 369,7 cP para 799,8 cP
entre 44 e 48 horas). A sacarose foi consumida até restarem 2 g L™

Na fermentacio a 25°C a biomassa estabilizou-se em 0,2 g L' entre 24 ¢ 40
horas, voltando a crescer até 1,25 g L™ quando a fermentacdo foi interrompida.

A demanda de oxigénio foi tal que a rotagdo do fermentador foi mantida a
800 rpm a partir de 44 horas e a 1000 rpm a partir de 62 horas.

A concentracdo de goma xantana aumentou até 72 horas atingindo 23,8 g
L', o que indica que as células estariam ainda consumindo a sacarose disponivel. O
rendimento e a concentragdo de goma foram melhores que aqueles testados, nas mesmas
condi¢des, em agitador orbital. O mesmo foi relatado por Faria e colaboradores (2009).

O rendimento nesse protocolo foi de 0,62 g xantana/g sacarose, porém
melhor rendimento foi obtido na producdo a 30°C em meio contendo 2% de sacarose, descrito
a seguir.

O pH ao longo da produgdo variou entre 6,8 a 6,9 com maxima de 7,5 em

27 horas de fermentagao.
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A viscosidade da goma em solucdo 1% e do caldo ao longo do tempo de
fermentagdo ¢ mostrada na Figura 13

A viscosidade da solucdo 1% de goma xantana produzida em 72 horas
(220,5 cP) ndo foi a goma de melhor qualidade. Das amostras lidas, a goma com maior
viscosidade foi a produzida até 39 horas (365,9 cP). A viscosidade do caldo alcangou 4161 cP

(na taxa de cisalhamento correspondente a 10,6 5.

5000 - 400
) 4000 - / 200 &
[

3000 - ;%
4 1 200 4
2 2000 - 3
3 3
= 1000 A T 100 =

|:I ‘. 1 ; F u T T T T T |:|
0 g 16 4 32 40 48 56 & 72

Tetrpo de produgio Chotas)
——Vizcosidade caldo WViscosidade solucio 1% gonm

Figura 13: Viscosidade do caldo e da goma xantana produzidos em batelada simples a 25°C

em meio contendo 4% de sacarose.
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A Figura 14 mostra a produtividade da fermentacdo a 25°C em meio
contendo 4% de sacarose. A produtividade mdxima ocorreu em 66 horas (0,34 g xantana L
"h™") e a produtividade final foi 0,33 g L™"h™". Essa produtividade é préxima as relatadas por
Ju e Zhao (1993) (0,33 g L'"'h™" usando batelada alimentada de 200 horas e dispersio
agua/dleo) e Funahashi e colaboradores (1987) (0,36 g L' h" em batelada alimentada de 120

horas).

0.40 5

=

Leh

[}
|

0.20

Produtividade { gLh)

0.10 H

I:II:II:I T T T T T T T T 1
0 8 3] 24 32 40 45 il i Tl

Tenmpo de producio (horas)

Figura 14: Produtividade (g xantana L™'-h™") na producio de goma xantana em batelada

simples a 25°C em meio contendo 4% de sacarose.
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Na Figura 15 a seguir estd ilustrada a variacdo da concentracdo de sacarose,
biomassa seca e goma ao longo das 72 horas de fermentacdo a 30°C em meio contendo 2% de
sacarose.

Os dados mostram que houve consumo mais acelerado de sacarose entre 24
e 48 horas, periodo esse que coincidiu com a fase log de crescimento bacteriano.

Pode-se notar que o crescimento celular nessa fermentagdo chegou até a fase
de declinio, quando a taxa de morte celular ¢ maior que a de crescimento. A concentragdo
celular na fase estacionaria foi em torno de 1,8 g L™. Maior concentra¢do de biomassa foi
obtida nesse protocolo, comparada a produg¢do a 25°C em meio contendo 4% de sacarose.

A concentracdo de goma foi constante nas ultimas 48 horas de produgdo
(em torno de 15 g L), sugerindo que a produgdo nessas condi¢des poderia ser interrompida
antes das 72 horas. Uma fermentagdo com aproximadamente 40 horas (quando haveria 15 g
L' de goma xantana com viscosidade de 235 cP) seria mais interessante uma vez que 0s
valores em 72 horas sdo similares (16,0 gL' e 200 cP). Também nestas condi¢des a
concentracdo de xantana e o Yp/s foram superiores nos experimentos em fermentador do que
em agitador orbital.

A demanda de oxigénio foi bastante acelerada, uma vez que, para manter a
concentracdo de oxigénio a rotagdo foi aumentada para 800 rpm com 24 horas de fermentacao
e para 1000 rpm (agitagdo maxima do equipamento) em 48 horas.

O rendimento nesse protocolo foi de 0,88 g xantana/ L-h. Esses dados so
superiores a trabalhos com linhagens melhoradas (0,80 g xantana/ L-h reportado por
MARQUET et al., 1989) ou com bateladas alimentadas (0,70 g xantana/ L-h relatado por
WERNEAU, 1981; 0,82 g xantana/ L-h de acordo com AMANULLAH, TUTTIETT e
NIENOW, 1998a).

O pH ao longo da producao variou de 6,8 a 5,4, com méaximo de 7,22.
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A Figura 16 a seguir apresenta a viscosidade da goma e do caldo ao longo
da producdo de goma xantana, quando foi utilizado meio contendo 2% de sacarose e
temperatura de fermentacdo de 25°C.

Nessas condi¢des a qualidade da goma foi maior em tempo anterior ao
tempo final da fermentag¢do (quando a viscosidade da solugdo 1% de goma xantana foi de
204,0 cP), sendo maxima em 44 horas de fermentagdo (235,4 cP).

A viscosidade do caldo alcangou 1974 cP no fim da fermentag3o.

2500 - - 250

% 2000 - T 200 B
8 g
B 1500 - 1 150 B
[ & [ ]
= =]
- -
F 1000 - 100§
N R
2 2
2 500 - 150 &

I:I - 1 i 1 e T T T T T T I:I

0 a 16 24 32 40 48 56 4 72
Tetrpo de producio Choras)

——Vizcosidade de caldo Wizcosidade soluzdo 1% gotma

Figura 16: Viscosidade do caldo e da goma xantana produzidos por batelada simples a 30°C

em meio contendo 2% de sacarose.
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A produtividade da fermentacdo a 30°C em meio contendo 2% de sacarose
ao longo do tempo de fermentagdo € apresentada na Figura 17.

Notou-se que a produtividade maxima foi de 0,42 g L™*h™ em 26 horas de
fermentagio e a produtividade em 72 horas de producdo foi de 0,22 g L"h'. Essa
produtividade foi inferior a produtividade em meio contendo 4% de sacarose a 25°C, mas
superior a conseguida por Zhao e colaboradores (1991) pelo processo de batelada simples de
mais de 100 horas (0,18 g L"*h™"). De acordo com Amanullah e colaboradores (1998b) ja

foram descritas em fermentadores produtividades entre 0,12 ¢ 0,43 g L*h™".

0.20 1

Produtividade (gLh)

0.10

|:I, |:":I T T T T T T T T 1
0 8 14 24 32 40 43 36 fid T

Terrpo de produgio thoras)
Figura 17: Produtividade (g L"*h™") na produgdo de goma xantana por batelada simples a

30°C em meio contendo 2% de sacarose.
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4.3. Estudo da extracdo de goma xantana

4.3.1. Efeito do acréscimo de sais ao etanol utilizado para extragdo da goma xantana

A Tabela 5 mostra os dados de concentragdo da goma extraida com solugdes
etanodlicas salinas.

Utilizaram-se concentragdes de sais menores que aquelas comumente
investigadas (PINTO et at., 2000; STARK, et al., 2008).

Os tratamentos que se destacaram na quantidade de goma extraida do caldo
foram os tratamentos com KCl a 0,1% (10,4 g xantana L'l), 0,05% de NaCl (9,9 g xantana L~
" ¢ 0,05% de CaCl, (10,7 g xantana L). Nesses tratamentos poderiam ser economizados,
respectivamente, 14%, 10% e 16% do solvente sem que isso ocasionasse prejuizo a
concentragdo de xantana recuperada.

Stark e colaboradores (2008) relataram a reduc¢do de 50% de etanol
necessario para recuperacdo quando utilizaram 1% de NaCl e acetona (etanol:acetona na

proporcdo 75:25) para recuperacdo de xantana.

Tabela 5: Concentracdo da goma xantana extraida com adi¢do de sais ao etanol.

Goma Xantana extraida (g L)
Sais 0% 0,001% 0,01% 0,05% 0,1%
x x x x x F
X X

X X X
KCl 9.0°+0.23 9.6°+0.18 88°°0.17 98%9+026 10.4%0.09 31.22
NaCl 9.0*°+023 92%°+0.79 85%+0.15 9.9°+0.36 9.5*°0.15 4.11
CaCl, 9.0°+0.23 10.0°+023 102°+0.13 10.7°0.73 9.3*°+0.20 10.33

Sendo & média aritmética; e F o valor calculado no teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Os dados de viscosidade da goma extraida por etanol acrescido de sais estdo
na Figura 18.

A adicdo dos diferentes sais (KCl, NaCl, CaCl,) ao etanol no momento de
extragcdo da xantana influenciou na viscosidade do biopolimero (p<0,05). Os tratamentos que
se destacaram foram 0,01% de KCl (554,4 cP) e 0,01% de NaCl (754,6 cP), respectivamente
16% e 58% melhores que a viscosidade da goma extraida acréscimo de sais ao etanol (477,4
cP). Stark e colaboradores conseguiram viscosidades aproximadamente 40% maiores quando

a xantana era recuperada com acréscimo de 1% de NaCl. No presente trabalho, quantidades
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menores de NaCl (0,01%) apresentaram viscosidades quase 60% superiores aquelas extraidas
sem a adi¢do de nenhum sal ao etanol no momento da extragao.

O acréscimo de CaCl, diminuiu a viscosidade da solu¢do aquosa a 1% de
goma.

Todos os sais utilizados eram cloretos, indicando que a diferengca na
viscosidade entre os tratamentos estd provavelmente relacionada a influéncia do cation na

conformagfo da xantana em solugio.
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Figura: 18: Viscosidade da goma xantana extraida com a adicdo de sais ao etanol.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
4.3.2. Efeito da adicdo de sais no caldo fermentativo na extragdo da goma xantana

Na segunda etapa do teste de extragdo de goma xantana foram verificadas a
concentracdo e viscosidade da solu¢do de goma xantana extraida com o acréscimo de sais no
caldo de fermentagdo. Foi utilizado outro lote de caldo para este teste.

Os dados de concentragdo de goma extraida com adi¢do de sais ao caldo sé@o
apresentados na Tabela 6.

A massa seca de goma extraida é dependente da adig¢do de sais ao caldo de
fermentacdo (p<0,05). Os tratamentos que se destacaram em quantidade de goma xantana
extraida com adicdo de sais ao caldo no momento da extracdo foram KCI a 0,001% (16,0 g

xantana L), NaCl a 0,001% (18,1 g xantana L) e CaCl, a 0,05% (20,2 g xantana L"). Esses
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resultados indicam que a adi¢do de sais ao caldo permite uma economia de, respectivamente,
5%, 12% e 25% no volume de solvente utilizado sem que ocorra prejuizo na quantidade de

xantana extraida.

Tabela 6: Concentragcdo da goma xantana extraida com adi¢do de sais no caldo fermentativo.

Goma Xantana extraida (g L™)

Sais 0% 0,001% 0,01% 0,05% 0,1%
x x x x x F
KCl 15.3£1.09*  16.0+0.93" 15.0+0.41° 14.97+0.34" 13.0+0.° 7.93

NaCl 15.3£1.09* 18.1£1.06° 16.3£0.73*  15.7+0.30° 14.7+£1.18* 8.04
CaCl, 15.3£1.09* 19.6£2.22°¢  19.6+3.0° 20.2£0.51b° 19.35+1.48* 4.04

Sendo * média aritmética; e F o valor calculado no teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

Os dados da viscosidade em fun¢do da adi¢do de sais no caldo estdo na
Tabela 7. Na analise notou-se que a adicdo do sal no caldo influencia na viscosidade da
solugdo de goma xantana (p<0,05).

Apesar da economia de solvente que se pode fazer utilizando a adi¢do de
sais no caldo antes da extragdo, qualquer quantidade de sal adicionado em qualquer
concentracdo diminuiu a viscosidade da goma xantana extraida. O uso de sais no caldo antes

da extracdo de goma xantana nio ¢ vidvel pois o produto tem qualidade inferior.

Tabela 7: Viscosidade da goma xantana extraida com a adi¢@o de sais no caldo.

Viscosidade da goma xantana extraida (cP)
Sais 0% 0,001% 0,01% 0,05% 0,1%

X X X X F

X
KCl  526.8+54.3* 300.7+52.5" 340.0£29.3" 377.3+38.1° 398.2+45.1° 14.33
NaCl  526.8+54.3* 282.7+22.1° 310.4429.3* 355.0£40.30° 299.2+32.43* 28.59
CaCl, 526.8+54.3% 314.9+44.3™° 334.4+40.9%° 309.4+4.8"° 305.4+56.5*° 17.19

Sendo * média aritmética; e F o valor calculado no teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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4.3.3. Efeito do tratamento térmico do caldo fermentativo na extracdo de goma xantana

De acordo com a Figura 19, o tratamento térmico do caldo (121°C por 15
minutos) influencia a quantidade e a qualidade da goma xantana extraida (p<0,05).

A quantidade de goma xantana extraida do caldo fermentativo sem
tratamento térmico foi 13,64 g L' e com o tratamento térmico foi 16,03 g L. A extragdo &
mais efetiva quando o caldo fermentativo € tratado termicamente nas condic¢des citadas.

A qualidade da solugcdo de goma xantana também foi superior aquela
extraida sem o tratamento térmico. A viscosidade da xantana obtida a partir do caldo
fermentativo sem tratamento térmico foi de 528,9 cP enquanto que a goma com tratamento
térmico apresentou viscosidade 18% superior (625,3 cP).

Outros trabalhos também relataram o aumento da viscosidade da xantana
quando o caldo passava pro tratamento térmico (BOROWSKI, BORGES e
VENDRUSCOLO, 2007; STARK, et al., 2008).
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Figura 19: Quantidade e viscosidade de goma xantana extraida em func¢éo do tratamento

térmico de caldo fermentativo.

Sendo * média aritmética; e F o valor calculado no teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica.
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4.4. Efeito da adi¢do de sais ou surfactantes na solu¢do aquosa de goma xantana a 1%

A Tabela 8 mostra os dados do estudo da adicdo de surfactantes/sais na

viscosidade da goma.

Tabela 8: Viscosidade em fun¢do da adi¢do de sais ou surfactantes a solu¢do aquosa de goma

xantana a 1%.

Viscosidade da goma xantana extraida (cP)

Sal/Surfactantes 0% 0,001% 0,01% 0,1%
x x x x F
CCTA 436.8£19.8% 417.1£138.9% 497.5+16.8° 445.3+49.5° 0.71
SDS 436.8£19.8%  442.0+52.5%° 505.4+29.3°  409.8445.1.% 6.62
Tween 80 436.8£19.8% 523.8422.1°  463.0+29.3* 507.9+32.43° 14.4
TPF 436.8£19.8%°  420.7+44.3%  424.4+40.9%° 478.4+56.5° 3.85

Os indices indicam amostras estatisticamente iguais.

A viscosidade da solugdo 1% de goma xantana com adi¢do de Cloreto de
Cetil Trimetil Amoénio (CCTA) ndo ¢ influenciada pelas diferentes concentragdes adicionadas
(p=0,11).

Nas solugdes de Dodecil Sulfato de Soédio (SDS) a maior viscosidade
corresponde a solugdo com esse aditivo na concentracdo 0,01% (505,4 cP), que foi 16% maior
que a viscosidade da solu¢do de goma que ndo recebeu adigdo de sal.

O Tween 80 apresentou maior viscosidade na concentracdo de 0,001%
(523,8 cP). Esse resultado foi 20% superior aquele sem acréscimo do Tween 80.

O Tripolifosfato de Sédio (TPF) quando adicionado numa concentragdo
0,1% a solucdo de xantana, aumentou a viscosidade da solu¢do em 9,6% em relagdo ao

controle (436,8 cP), porém essa diferenca ndo foi considerada estatisticamente significativa.
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5. CONCLUSOES

A temperatura e a concentracdo de agucares no inicio e ao longo da
producdo de xantana sdo fundamentais no processo fermentativo de Xanthomonas campestris.

Em agitador orbital a maior quantidade de goma foi obtida quando
produzida a 25°C e a viscosidade do biopolimero também foi superior quando a fermentagdo
aconteceu nessa temperatura, independente do método de alimentacdo. O Yp/s ¢ maior
quando se utiliza concentracdes relativamente menores de substrato. A alimentagdo em pulsos
pode aumentar a quantidade de goma produzida tanto a 25°C quanto a 30°C, embora a
viscosidade ndo seja superior aquelas produzidas em batelada simples.

Em fermentador de 7,5 litros, a concentragdo de goma e o rendimento Yp/s
foram superiores quando comparados as mesmas condi¢des de fermentagdo em agitador
orbital. A fermentacdo de Xanthomonas campestris a 30°C em meio contendo 2% de sacarose
pode ter seu tempo reduzido sem prejuizo na concentragdo e viscosidade do biopolimero
obtido. Sdo necessarios mais estudos em fermentador dessa capacidade para que a viscosidade
do biopolimero possa ser melhorada.

As biomassas secas produzidas em agitador orbital e em fermentador foram
semelhantes, sendo maiores na fermentag¢do a 30°C em meio contendo 2% de sacarose.

O excesso de viscosidade do caldo dificulta o processo de extragdo da
xantana.

A utilizagdo de sais (KCl, NaCl, CaCl,) na extragdo da goma a partir do
caldo fermentativo permite economia de solvente diminuindo os custos dessa etapa. A
eficacia depende do sal utilizado e de sua concentra¢do. Deve-se adicionar o sal no etanol e
usa-lo para precipitagdo da goma e ndo a adi¢@o de sal no caldo, pois neste caso a viscosidade
da xantana foi reduzida com qualquer sal adicionado. Destacaram-se a utilizacdo dos sais
NaCl na concentracdo de 0,01% e CaCl, a 0,05%. No primeiro caso hd um significativo
aumento da viscosidade do biopolimero obtido, enquanto que, no segundo, pode-se conseguir
redugdo de 5 para 4,2 volumes de solvente utilizado para extra¢do de cada volume de caldo.

O tratamento térmico aumenta a quantidade e a viscosidade do biopolimero
além de eliminar as células.

A adicdo dos surfactantes Cloreto de Cetil Trimetil Amoénio (CCTA),
Dodecil Sulfato de S6dio(SDS), Tween 80 numa solu¢do de xantana em meio aquoso pode

aumentar sua viscosidade. Destacam-se a adi¢do de 0,01% de SDS ¢ de 0,001% de Tween 80.
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