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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de produ¢do de goma xantana em reator de
coluna de bolha utilizando processo de batelada repetida bem como otimizar as condi¢des de
producdo e avaliar algumas etapas tipicas da recuperacdo da goma. Foram utilizadas neste
estudo duas linhagens da bactéria Xanthomonas campestris: ATCC 13951 (ou NRRL B-1459)
e ATCC 55298. Os ciclos variaram de 3 a 8 bateladas consecutivas de 48 horas. Ao final de
cada batelada, parte do caldo fermentado era retirado do reator e aproximadamente 20% do
volume era deixado no reator para servir de indculo para a proxima batelada que se iniciava
com a adi¢cdo de meio para produgdo de goma. O primeiro ensaio preliminar que consistiu de
um ciclo com 6 bateladas demonstrou ser vidvel o processo em bateladas repetidas de modo
que ensaios subseqiientes foram realizados com a finalidade de se otimizar as condi¢des de
operac¢do para cada linhagem por planejamento fatorial de dois niveis em configuragdo estrela
com repeticdo do ponto central. Os fatores estudados foram concentragdo inicial de sacarose,
vazdo de ar e temperatura e as respostas analisadas foram rendimento, concentracdo final de
xantana bruta e o indice de consisténcia k (mPa.s"), pardmetro reolégico indicativo da
qualidade da goma produzida. De uma maneira geral, os fatores estudados ndo apresentaram
efeitos significativos nas respostas estudadas. Nos ensaios do planejamento fatorial, para a
linhagem ATCC 13951, obteve-se valores médios de 10,7+1,9 g/L para a concentragdo final
de xantana, 48,6x14,3% para o rendimento, 12284310 mPa.s" para o indice de consisténcia e
0,2940,022 para o indice de comportamento de fluxo. Para a linhagem ATCC 55298 obteve-
se valores médios de 11,1+1,6 g/L. para a concentracdo final de xantana, 50,5+11,7% para o
rendimento, 14784223 mPa.s" para o indice de consisténcia e 0,27+0,016 para o indice de
comportamento de fluxo. A andlise dos resultados por meio da fun¢do desejabilidade global
apontou condi¢des Otimas de trabalho que foram validadas experimentalmente. Os ensaios de
validagdo, tanto com a linhagem ATCC 13951 quanto com a linhagem ATCC 55298,
apontaram que a concentracdo inicial de sacarose em 20 g/L, temperatura de 31°C e aeracdo

de 1,5 vvm maximizam rendimento e concentracdo final de xantana.

Palavras-chave: Xanthomonas campestris, goma xantana, coluna de bolha, batelada repetida
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Abstract

The aim of this work is to evaluate xanthan production in a bubble column reactor
using a repeated batch process as well as to optimize de gum production operational
conditions and evaluate some of the typical steps of the recovery process. Two
Xanthomonas campestris strains were evaluated: ATCC 13951 (or NRRL B-1459) and
ATCC 55298. The cycles were comprised of 3 to 8 repeated 48-hour batches. At the end of
each batch 20% of the broth volume was left inside the fermentor to serve as innoculum to
the next bacth that were initiated by addition of fresh medium. Preliminary experimental
assay showed satisfactory results in a cycle with six 48-hour successive batches so that
subsequent assays were conducted to optimize the operational conditions for each strain
using two level factorial design plus star configuration with three central point replicates.
The factors evaluated were the initial sucrose concentration, temperature and aeration and
the responses were the final xanthan concentration, the overall yield and the consistency
index. The evaluated factors did not presented significant effect on the responses studied.
The mean values obtained in the assays with strain ATCC 13951 were 10.7+1.9 g/L to final
xanthan concentration, 48.6+14.3% to the overall yield, 1228+310 mPa.sn to the
consistency index and 0.29+0.022 to the flow behavior index. The mean values obtained in
the assays with strain ATCC 55298 were 11.1£1.6 g/L to final xanthan concentration,
50.5£11.7% to the overall yield, 14784223 mPa.sn to the consistency index and 0.27+0.016
to the flow behavior index. The analysis of the factorial design results through desirability
function pointed the optimal conditions to maximize yield and product quality and these
conditions were validated experimentally. It was concluded that for both strains, the

optimal conditions were 20g/L initial sucrose, 31°C and 1.5 vvm.

Key-words: Xanthomonas campestris; xanthan; bubble column; repeated batch
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1 Introducao

A xantana € um polissacarideo produzido pela bactéria Xanthomonas campestris e
tem muitas aplicagdes na indudstria de alimentos como espessante de solugdes aquosas e
estabilizante de suspensdes e emulsdes. A xantana € utilizada em muitos alimentos como
sucos, bebidas, sorvetes, molhos, sopas, preparagdes em po para sobremesas. A maior parte
da xantana produzida no mundo, entretanto, € destinada ao uso na recuperacdo de petrdleo,

tintas, explosivos, graxas € cosméticos.

z

A molécula da xantana € uma cadeia polimérica que consiste de uma cadeia
principal formada por mondmeros de glicose unidos por ligacdes glicosidicas B-(1,4),
similar a cadeia da celulose, substituida alternativamente por uma ramificagdo constituida
de a-manose, dcido B-glucurdnico e B-manose. O terminal D-manosil e o D-manosil nio
terminal, ligado a cadeia principal, estdo acetilados e piruvilados em diferentes graus
dependendo das condi¢des de cultivo e da linhagem produtora conferindo caréter anidnico a
molécula. Esta complexa estrutura confere a xantana seu poder viscosificante quando
dissolvido em dgua. A conformacgdo da xantana em solugdes salinas pode ser de fita simples

ou de dupla hélice a depender da linhagem produtora, processo de recuperagdo e o grau de

substituicdo por acetato e piruvato das unidades de manose.

Tipicamente, a Xanthomonas campestris € cultivada em reatores com boa agitacao
e aeracdo. O meio de cultivo contém uma fonte de carboidrato, geralmente glicose ou
sacarose, uma fonte de nitrogénio e sais minerais. Ao final da fermentagdo, o caldo
fermentado € diluido e centrifugado para eliminacdo das células, no caso de producio de
xantana de grau alimenticio, ou € submetido a tratamento térmico para inativacdo das
células bacterianas, no caso de produgdo de xantana grau industrial. A goma é em seguida
recuperada do caldo por precipitacdo com isopropanol ou etanol. Finalmente, o polimero €

secado, moido e empacotado.

Comercialmente, a xantana € produzida por processo convencional de batelada
simples utilizando reatores de mistura. O processo € altamente aerdbio e dura cerca de 100
horas com temperatura na faixa de 28°C a 30°C, pH 7, aera¢do maior que 0,3 vvm e
poténcia de agitacdo maior que 1kW/m®. Um rendimento proximo de 50% ¢€ tipico deste
processo. Dentre a maioria dos trabalhos publicados sobre produ¢do de xantana utilizando

diferentes desenhos de reatores e varios modos de operagdo, o uso de reatores de mistura

1



em processo de batelada simples é o processo mais comumente empregado. Processos de
producdo de xantana por batelada alimentada ou processo continuo também foram
estudados, entretanto, ndo h4 relatos de estudos sobre o processo de xantana por meio de

bateladas repetidas em reator de coluna de bolha

O uso de reatores de mistura tem o inconveniente de desenvolver zonas de
estagnacdo distantes dos agitadores, particularmente proximo as paredes e qualquer outro
objeto submerso como chicanas e sondas. Nestas zonas de estagnacdo, ocorrem condi¢des
subdtimas de pH e oxigénio dissolvido o que leva a reducdo na taxa de producdo de
xantana. Em contraste com os reatores de mistura, os reatores de coluna de bolha exibem
excelente performance de mistura mesmo a altas concentragdes de xantana quando
prevalece o escoamento pistonado vertical (plug flow) além de uma alta taxa de

transferéncia de oxigénio.

Por outro lado, nas operacdes em batelada ou batelada alimentada, um ciclo
completo de etapas operacionais, incluindo esterilizacdo das linhas, do reator e do mosto,
fermentacdo (reacdo), esvaziamento e limpeza do reator, € necessario para retornar o
sistema ao ponto inicial pronto para uma nova batelada. Operacdes em batelada também
requerem um novo indculo a cada batelada. Em face de toda esta complexidade da
operacdo em batelada de processos fermentativos que requerem operacdo em ambiente
totalmente estéril, a operacdo por bateladas repetidas oferece vantagens, eliminando a
necessidade de um novo indculo a cada batelada e todo um ciclo de preparo do sistema
operacional. No processo por bateladas repetidas, parte do caldo fermentado da batelada
finalizada € deixada no reator que é, em seguida, alimentado com mosto estéril para iniciar
uma nova batelada. Este procedimento permite um uso mais eficiente do fermentador e

aumento da produtividade.

O processo por bateladas repetidas associado ao uso de um reator tipo coluna de
bolha, portanto, apresenta-se como uma Gtima alternativa para a producdo de xantana face
as vantagens de reducdo de custos operacionais e aumento de produtividade. O presente
trabalho, portanto, teve como propdsito avaliar a performance da associagdo do uso do

reator tipo coluna de bolha com o processo de bateladas repetidas na producao de xantana.

Cabe relatar, nesta secdo, um breve historico deste projeto que foi inicialmente

idealizado pelo presidente da Acucareira Corona S/A que queria investir na produgdo de



goma xantana. Para o desenvolvimento deste projeto, foi formada uma equipe envolvendo o
laboratério de Biotecnologia e processos do CPQBA/UNICAMP representados por mim,
Erika Durdo Vieira, engenheira quimica, e o meu orientador, Silvio Roberto Andrietta, o
engenheiro de alimentos e consultor Guiraldini, e dois funciondrios da Acucareira Corona,
o engenheiro quimico Rogério e o bidlogo Jodo Antonio Prudenciatti. A concepcdo do
processo por bateladas repetidas utilizando um reator de coluna de bolha surgiu da

necessidade em se reduzir custos de producdo com base nas vantagens supracitadas.

Os ensaios foram realizados tanto em escala de laboratorio no CPQBA/UNICAMP
quanto em escala piloto, dentro das dependéncias da usina Bonfim pertencente aquela
época a Acucareira Corona. Dentro deste contexto, tendo como principal objetivo a
avaliacdo do processo de bateladas repetidas na producdo da goma xantana, outras etapas
do processo de producdo foram avaliadas na medida em que problemas operacionais, tanto
em escala de laboratério quanto em escala piloto, iam surgindo. Este trabalho, portanto, foi
o resultado de uma parceria entre a UNICAMP e a Acucareira Corona S/A, que,

atualmente, ndo existe mais como pessoa juridica.



2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de producdo de goma
xantana em reator de coluna de bolha utilizando processo de batelada repetida bem como
otimizar as condicoes de producdo e de recuperacdo da goma. Foram utilizadas neste estudo
duas linhagens da bactéria Xanthomonas campestris: ATCC 13951 e ATCC 55298. A
otimizacdo da producdo de xantana foi baseada em planejamento fatorial de 3 fatores em
configuragdo estrela com repeticio no ponto central. Os efeitos estudados foram a
concentracdo inicial de sacarose, a temperatura e a vazio de ar e trés respostas analisadas
foram concentra¢do final de xantana, rendimento em xantana € o parametro reoldgico

indice de consisténcia.



3 Revisio Bibliografica

O interesse em polissacarideos microbianos extracelulares iniciou nos anos 50
quando um programa de pesquisa do Northern Regional Research Center of the
Agricultural Research Service desenvolveu com sucesso um processo fermentativo e
enzimatico para a producdo de dextrana, um polissacarideo ttil para o uso clinico como
expansor do plasma sanguineo (Slodki and Cadmus, 1978). Paralelamente, muitos estudos
de microrganismos fitopatogénicos que excretavam polissacarideos para o meio externo
foram realizados a fim de investigar a possibilidade de produ¢do em larga escala destes

biopolimeros (Lilly et al., 1957).

Uma revis@o sobre os aspectos relacionados a agitacao, transferéncia de massa e
escalonamento de processos fermentativos envolvendo a producdo de polissacarideos
apresentada por Margaritis and Zajic (1978) enfatizou a importancia crescente dos
polissacarideos extracelulares na inddstria de alimentos como estabilizantes, espessantes e
emulsificantes. Wells (1977) apontou as vantagens do uso polissacarideos microbianos
incluindo a possibilidade fornecimento regular em contraste com a sazonalidade da oferta

dos polissacarideos de origem vegetal e melhores caracteristicas funcionais.

Lilly et al. (1957) publicaram o primeiro trabalho sobre a producdo em escala de
laboratério do polissacarideo produzido por bactérias da espécie Xanthomonas incluindo a
X. phaseoli, X. campestris, A. malvasearum entre outras. Moraine and Rogovin (1966)
citaram diversos trabalhos publicados por pesquisadores do Northern Regional Research
Laboratory (NRRL) que descreviam a producdo de gomas ou polissacarideos soliveis em
agua, incluindo o polissacarideo produzido pela bactéria Xanthomonas campestris NRRL

B-1459, a goma xantana, que, aquela época, ja estava sendo produzida industrialmente.

3.1 Xantana
3.1.1 Microrganismo produtor

Xanthomonas € um género da familia Pseudomonaceae e todos os organismos
deste gé€nero sdo fitopatogénicos. A bactéria Xanthomonas é causadora da doenca de
Podriddao Negra em culturas vegetais economicamente importantes como o repolho, a
couve-flor e a couve-manteiga (Souza et al., 2003). Espécies de Xanthomonas sp. também

foram apontadas como causadora da falsa estria vermelha na cana-de-agicar (Mantovani,



2006; Blanch, 2008). A viruléncia do género Xanthomonas esta parcialmente relacionada a
danos no sistema vascular provocados pelo bloqueio do suprimento de nutrientes causado
pela formacdo do polissacarideo (Sutton and Williams, 1970, apud Nitschke e Rodrigues,
2000). A viruléncia, entretanto, ndo pode ser considerada um parametro satisfatério na
selecdo de potenciais linhagens produtoras de xantana apresentando alta produtividade e

alta qualidade da goma (Nitschke e Rodrigues, 2000).

As células de Xanthomonas sdo bastonetes de pigmentacdo amarela, Gram-
negativos, quimiorganotroficos e estritamente aerébios. As células apresentam dimensoes
de 0,4-0,7 um de largura e 0,7-1,8 um de comprimento (Garcia-Ochoa et al., 2000). A
auséncia de pigmentacdo pode ocorrer devido a degradacdo da linhagem por causa de

repiques sucessivos € manutencao inadequada (Kidby et al., 1977)

A manuten¢do das caracteristicas genéticas de uma cultura depende fortemente do
método utilizado e de reativagdes periddicas em meio de cultivo adequado. De maneira
geral, alteracdes genéticas ou mutacdes espontaneas ocorrem ao acaso em todas as regides
do gene (Luria and Delbriick, 1973, apud Kidby et al., 1977). Entretanto, estas mutacdes
ndo costumam ocorrer em regides codificadoras criticas ou entdo envolvem a substitui¢io
de um aminoécido similar ao anterior na codificacdo de uma proteina nao afetando a sua
funcionalidade. Assim sendo, as mutagdes espontaneas nao costumam impactar fortemente

no fenétipo do microrganismo.

A taxa de mutacdo € uma funcao das taxas de reparo, replicacdo e translacdo ou de
condicdes fisicas de exposicdo do microrganismo como temperatura, baixa atividade de
agua, formagdo de cristais de gelo. A forma de preservacdo, portanto, deve minimizar
danos celulares e, conseqiientemente, diminuir a formacdo de mutantes que possam vir a
refletir em alteragdes na produtividade, qualidade do produto de interesse e caracteristicas
basicas da cultura original. Por outro lado, a exploracao industrial de um microrganismo na
producdo de um produto de interesse envolve a propagacdo de indculo para grandes
fermentadores de modo que existe a possibilidade de ocorrer alteragdes na cultura devido a

alta taxa de replicacdo (Kidby et al., 1977).

Adicionalmente, estudos relacionados a adaptacdo de bactérias sugerem que estas
podem regular a geracdo de mutantes em sitios especificos como resposta as condicoes

adversas do meio externo. A exposi¢do continua a mudancas de ambiente ou a ambientes



estressantes pode indiretamente impor uma sele¢do de mecanismos ou rotas metabdlicas
que geram variagcdes fenotipicas a fim de aumentar a probabilidade de sobrevivéncia da
bactéria. Estas variagdes podem ocorrer tanto por regulacdo diferencial da expressao génica

quanto por mutacdo genética (Massey and Buckling, 2002).

A instabilidade da linhagem Xanthomonas campestris NRRL B-1459 na
conservagdo em agar inclinado por longos periodos (12 a 18 meses) foi relatada por
Cadmus et al. (1976). O aspecto das colonias formadas em YMA quando a linhagem sofre
degradacio muda de cor e tamanho. As colonias integras, denominadas de coldnias
grandes, apresentam-se em amarelo brilhante e didmetro de 4-5 mm enquanto que as
colonias degradadas, denominadas colonias pequenas, apresentam-se na cor amarelo opaco
e didmetro de 2 mm. O rendimento em xantana apds degradacao cai de 62% para 43% e a
quantidade de dcido pirdvico também diminui tornando a qualidade da goma produzida
inferior (Sandford, 1977). Kidby et al. (1977) recomendaram o uso de técnicas de longo

prazo para manutencdo das caracteristicas da Xanthomonas campestris NRRL B-1459.

Galindo et al. (1994) realizaram um estudo de estabilidade da linhagem NRRL B-
1459 e de uma linhagem variante E2 derivada desta na preservagdo em agar inclinado com
repiques mensais por um periodo de 11 meses. A instabilidade das linhagens na
preservacdo em agar inclinado, entretanto, ndo foi observada embora alguma variabilidade
tenha sido verificada na producdo especifica de xantana (massa de xantana (g)/massa de
células(g)) e no indice de viscosidade (In(nyp)(cp)/concentragdo de xantana(g/L)) que foi

atribuida mais a cinética da fermentacao do que a instabilidade da linhagem.

Martinez-Salazar et al. (1993), utilizando técnicas de biologia molecular,
verificaram que o genoma da linhagem Xanthomonas campestris NRRL B-1459 € tao
estdvel quanto o de qualquer outra bactéria Gram-negativa. Entretanto, Kamon e Kado
(1990) relataram que algumas linhagens variantes da NRRL B1459 adquiriram deficiéncia
na produ¢do de goma e mobilidade associada a quimiotaxia, quando deixadas por longo
tempo incubadas em placas de agar 0,2% numa condi¢do em que os nutrientes se esgotam e
o0 meio semi-sOlido permite a mobilidade em busca de nutrientes. Martinez-Salazar et al.
(1993) também estudaram a quimiotaxia da Xanthomonas campestris NRRL B-1459 e de
suas variantes com motilidade e resposta quimiotdxica e sugeriram que este evento nao ¢

decorrente de um rearranjo genético mas sim regulacio génica.



Cadmus et al. (1976), entretanto, ndo relataram que as linhagens degradadas
apresentavam mobilidade mas somente menor produ¢cdo de goma e menor qualidade da
goma bem como colonias de tamanho menor e amarelo opaco. Martinez-Salazar et al.
(1993) relataram que bactérias Gram-negativas nido Xanthomonas sp. formadoras de
coldnias pequenas (mutante petit) eram freqiientemente encontradas em associagdo com as
Xanthomonas sp. e sugeriram que estas colOnias seriam aquela relatadas por Cadmus et al.
(1976). O fendmeno de degradacdo da linhagem observado por Cadmus et al. (1976),
portanto, ndo esta totalmente elucidado e, diante do exposto, estas variabilidades devem ter

sua origem na regulagdo diferencial da expressao génica (Massey e Buckling, 2002).

3.1.2 Estrutura e Propriedades

A estrutura quimica da molécula da xantana foi investigada por Lindberg et al.
(1975) apud Milas and Rinaudo (1979). A xantana é um heteropolissacarideo que consiste
de uma cadeia principal formada por residuos B-(1-4)-D-glicose, similar a cadeia da
celulose, substituida por cadeias laterais de um trissacarideo constituido de duas moléculas
de manose e uma de acido glucurdnico. Estas cadeias laterais ou ramificacdes estdo ligadas
por meio de um dos residuos de manose a cadeia principal na posicao O-3. O 4cido
glucurdnico encontra-se entre os dois residuos de manose. O residuo de manose ligado a
cadeia principal pode estar substituido na posicio O-6 por um grupamento acetato e o
residuo de manose terminal pode estar substituido na posicdo O-4 e O-6 por um residuo de

acido pirtvico conforme mostrado na Figura 1.

OCH,

FIGURA 1 — ESTRUTURA DA MOLECULA DA XANTANA (GARCIA-OCHOA ET AL., 2000)
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Em geral, aproximadamente, 50% dos residuos terminais encontram-se
substituidos, enquanto que a proporcdo de substituicdo do residuo de manose ligada a
cadeia principal pelo grupamento acetil € bastante varidvel dependendo da espécie e
linhagem da bactéria Xanthomonas e das condi¢des de cultivo (Garcia-Ochoa et al., 2000,
Peters et al., 1993). Estes residuos carboxilados da cadeia lateral conferem a molécula de
xantana carga negativa caracterizando-a como um polieletrélico, ou melhor, um polianion
quando dissolvido em dgua (Pasika, 1977). A massa molecular média das moléculas de
xantana nativa é da ordem de 10° Daltons e depende fortemente das condi¢des de cultivo
(Holzwarth, 1977) estando também fortemente associada a taxa de crescimento especifica

(Peters et al., 1993).

A estrutura molecular da xantana quando dissolvida em dgua confere as solucdes
aquosas propriedades ndo usuais e muito distintas de outros polissacarideos: habilidade de
estabilizar emulsdes e suspensdes, alta dependéncia da viscosidade com a taxa de
cisalhamento (alta pseudoplasticidade), pouca variacdo da viscosidade com a temperatura
em condi¢Oes de utilizacdo industrial e alta tolerancia ao sal (Morris, 1977). Estas
caracteristicas, somada a niao sazonalidade da demanda, sdo responsdveis pelo extenso uso
desta goma microbiana até os dias de hoje, especialmente, na industria de alimentos

(Furtado, 2004) e na industria do petréleo (Sandvik and Maerker, 1977, Kilicke, 1990).

3.1.3 Biossintese

O genoma de algumas linhagens de Xanthomonas sp. foi seqiienciado e os genes
codificadores das enzimas envolvidas na producdo da goma foram identificados bem como
os genes codificadores das enzimas envolvidas nos caminhos metabdlicos de carboidratos
foram encontrados para toda a via glicolitica e para a glucogénese incluindo a glicélise, a
via de Entner-Doudoroff e a via pentose-fosfato resultando na sintese do piruvato para ser

utilizado no ciclo do acido citrico (Vorholter ef al., 2008).

As proteinas envolvidas na sintese da xantana sdo codificada pelos genes
gumBCDEFGHIJKLM que estao localizados em um unico cluster de 12 kb expressos por
meio de um dnico operon a partir de um promotor préximo do primeiro gene, gumbB.
Vorholter et al. (2008) propuseram um modelo mecanistico para a sintese da molécula de
xantana baseando-se no seqiienciamento do genoma da linhagem Xanthomonas campestris

pv. campestris B-100 e na identificacdo dos genes codificadores do sistema enzimético



sintetizador da xantana comparando-os a dados disponiveis na literatura referentes as
proteinas envolvidas na sintese de exopolissacarideos microbianos € outros

seqiienciamentos do genoma de Xanthomonas sp.

Segundo o modelo proposto, a sintese da xantana ocorre na parte interna da
membrana celular, onde o pentassacarideo glicose-glicose-manose-glucuronato-manose €
formado pela acdo de glicosiltransferases codificadas pelos genes D, M, H, K e 1. Os
monossacarideos estdo disponiveis na forma gliconucleotideos ligado a lipideos carreadores
ligados a membrana. As unidades de manose sdo acetiladas e piruviladas por enzimas
codificadas pelos genes gumF, gumG e gumL. As unidades monoméricas sdo exportadas
para o meio periplasmdtico pela enzima codificada pelo gene gumJ e polimerizadas pela
enzima gumkE para formar a molécula de xantana que é em seguida transportada para o
meio externo pela proteina codificada pelo gene gumB. Este modelo, no entanto, necessita
ser validado por dados experimentais, particularmente no que diz respeito ao sistema

enzimatico de polimerizacdo e transporte do polissacarideo. A Figura 2 mostra o esquema

do modelo proposto por Vorholter et al. (2008).
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FIGURA 2 — MODELO MECANISTICO PARA A SINTESE DA XANTANA PROPOSTO POR VORHOLTER ET AL.
(2008)
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3.1.4 Reologia

A reologia € a ciéncia que estuda escoamento da matéria e a classifica entre dois
extremos: sOlido ideal (comportamento puramente eldstico) ou liquido ideal
(comportamento puramente viscoso). Os fluidos reais apresentam tanto caracteristicas
viscosas quanto eldsticas, em maior ou menor grau dependendo da velocidade de

observacao. Os fluidos reais sdo, portanto, viscoeldsticos (Steffe, 1996)

Para alguns fluidos, pode-se desconsiderar o componente eldstico devido a sua
baixa magnitude e pouca influéncia no comportamento reolégico nas condigdes tipicas de
trabalho (Steffe, 1996). Os tipos de escoamentos puramente viscosos sdo classificados pela
relacdo entre a taxa de cisalhamento aplicada ao fluido (y) e a tensdo (t) gerada pela
resisténcia ao movimento (Machado, 2002). A razdo entre a tensdo e a taxa de cisalhamento
¢ chamada viscosidade (1) de um fluido: 7 = t/y. Quando a tensdo varia linearmente com
a taxa de cisalhamento, a viscosidade assume um valor constante independentemente da

taxa de cisalhamento aplicada e o fluido € classificado como Newtoniano.

A maioria dos fluidos tipicos da induistria de alimentos e do petrdleo, entretanto,
ndo apresenta esta relacao linear entre y e 1 (Steffe, 1996; Machado, 2002). Estes fluidos,
em geral, sdo solucdes de uma mistura de compostos que consistem de macromoléculas
dotadas de estruturas tridimensionais complexas cuja conformagio varia de acordo com o
solvente utilizado, polaridade ou forga id6nica do sistema, concentracdo, temperatura, etc.
As interagOes intermoleculares e intramoleculares sdo responsdveis pelo comportamento
reoldgico diverso destes fluidos. As curvas de fluxo tipicas do comportamento puramente
viscoso newtoniano e nao-newtoniano que caracterizam as relacdes de dependéncia da

tensdo com a taxa de cisalhamento T = f(y) estdo apresentadas na Figura 3.
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FIGURA 3 — CURVAS DE FLUXO TIPICAS DO COMPORTAMENTO REOLOGICO PURAMENTE VISCOSO
(ADAPTADO DE STEFF, 1996)

Como pode ser observado na Figura 3, a relagdo 7 = f(y) depende da taxa de
cisalhamento aplicada y e também pode ser representada por uma curva. A viscosidade
pontual, i.e., relativa a um valor especifico de taxa de cisalhamento é chamada de
viscosidade aparente (M) (Steffe, 1996). A Figura 4 apresenta a curva de viscosidade

n = f(y) para cada tipo de comportamento reoldgico.
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FIGURA 4 - CURVAS DE VISCOSIDADE TiPICAS DO COMPORTAMENTO REOLOGICO PURAMENTE VISCOSO
(ADAPTADO DE STEFFE, 1996)
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Os fluidos peseudoplésticos (Shear-Thinning) caracterizam-se por uma reducdo da
tensdo e da viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento, i.e., a viscosidade
diminui quanto maior é a velocidade de movimento do fluido. Em contraste, os fluidos
dilatantes (Shear-Thickening) tém sua viscosidade aparente aumentada na medida em que
entram em movimento. Os fluidos de Bingham e Herschel-Bulkley apresentam uma tensao
limite de escoamento T, (yield stress) para iniciar o0 movimento e, apds vencida esta tensao
limite, o primeiro comporta-se como um fluido newtoniano e o segundo como fluido
peseudoplastico (Steffe, 1996). A relagdo matematica mais simples para representar a curva

de fluxo é a equacgdo da lei da poténcia:

t=k-y"+ 1, EQuAcAo1

Na Equacdo 1, o pardmetro n é chamado de indice de comportamento de fluxo,
pois seu valor vai determinar o tipo de comportamento reolégico do fluido, e o parametro k
¢ chamado de indice de consisténcia, pois seu valor vai determinar a magnitude da
viscosidade aparente. A Tabela 1, adaptada de Steffe (1996), mostra os valores de &, n e Ty

caracteristicos para cada tipo de fluido.

TABELA 1 - VALORES DE K, N E T) PARA CADA TIPO DE FLUIDO

Fluido k n To
Newtoniano >0 = =
Pseudoplastivo >0 <1 =
Dilatante >0 >1 =
Bingham >0 = >0
Herschel-Bulkley >0 <1 >0

As curvas de viscosidade de fluidos pseudoplasticos apresentam duas regides
caracteristicas de alta (1) e baixa (N.) viscosidades em que a relagdo 7 = f(y) € linear,
i.e., o fluido tem comportamento newtoniano. A Figura 5 mostra a curva de fluxo de um

fluido pseudoplastico e as regides newtonianas.
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FIGURA 5 - CURVA DE FLUXO DE UM FLUIDO PSEUDOPLASTICO EVIDENCIANDO AS REGIOES NEWTONIANAS
DE ALTA E BAIXA VISCOSIDADE (ADAPTADO DE STEFFE 1996)

Na regido de baixas taxas de cisalhamento, o movimento das moléculas ¢é
governado pelo movimento browniano, i.e., a movimenta¢do das moléculas ocorre ao acaso
independentemente de efeitos inerciais de orientagao (Machado, 2002). Na medida em que
o fluido inicia o movimento, as moléculas passam a sofrer acdo de forcas externas e tendem
a se movimentar na direcdo do fluxo, i.e., as forcas de cisalhamento superam as forcas do
movimento browniano. Esta é a regidao mediana em que a lei da poténcia expressa pela
Equacgao 1 € vilida e o log(t) varia linearmente com log(y). Segundo Machado (2002), na
regido de altas taxas de cisalhamento, “o estado de quase perfeita orientacdo das moléculas
ja foi alcancado e o fluido tende assintoticamente a um valor de viscosidade constante e

definido novamente™.

As solugdes aquosas de gomas microbianas foram bastante estudadas e a maioria
destes polissacarideos microbianos apresentam comportamento pseudoplastico, inclusive as
solucdes de xantana (Elliot, 1977). Na regido de baixas taxas de cisalhamento, a
viscosidade newtoniana mo € influenciada principalmente pelo peso molecular e

concentracdo do polimero (Milas, 1985; Elliot, 1977).
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3.1.4.1 Origem molecular das propriedades reologias das solucoes de

xantana

Morris (1977) descreve as propriedades ndo usuais da xantana correlacionando-as
a sua estrutura. Segundo Morris, em geral, moléculas de polieletrlitos adotam uma
conformacgdo altamente expandida sob condi¢des da baixa forca idnica, mas colapsam para
uma conformagdo mais compacta com a adi¢dao de sal, devido a blindagem da carga. O
efeito deste colapso traduz-se macroscopicamente por uma reducdo da viscosidade de

solugdes de polieletrolitos quando submetidos a uma alta forca i0nica.

As solucdes de xantana, entretanto, ndo apresentam este efeito de reducdo de
viscosidade com o aumento da forca idnica, indicando a manutencdo da conformacgdo de
um bastao rigido, tipico de moléculas de celulose em que forcas intramoleculares impedem
a mobilidade das moléculas. A Figura 6 mostra os dois tipos extremos de conformagdo
molecular de polissacarideos: o bastdo rigido ou fita estendida e o novelo aleatdrio ou fita

flexivel.
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FIGURA 6 — ILUSTRACAO DAS LIGACOES GLICOSIDICAS (1,6) E (1,4) COM INDICACAO DAS POSSIVEIS
ROTACOES INTRAMOLECULARES E DAS CONFORMACOES EM FITA FLEXIVEL E FITA ESTENDIDA
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Quando as ligacdes entre os residuos nao sao diagonalmente opostas (ligacao 1,3)
ou paralelas (ligacdo 1,4, axial-equatorial), ocorre uma sistemdtica torcdo na direcdo da
cadeia, levando a novelos mais compactos. Neste caso, a estrutura adotada no estado sélido
tende a ser de hélices que se empacotam coaxialmente para maior estabilidade (dupla hélice
ou tripla hélice). Em polissacarideos com liga¢des glicosidicas (1,6), como as dextranas, os
residuos podem girar em torno de trés (ao invés de duas) ligacdes covalentes que permitem

considerdvel liberdade conformacional (Lapasin and Pricl, 1995).

No caso das moléculas de xantana, além dos efeitos das ligacdes B-(1,4)-
glicosidicas da cadeia principal, existe o efeito das ramificagdes polarizadas. Um estudo
apresentado por Morris (1977) indicou, por meio de Ressonincia Nuclear Magnética
(RMN), relaxagdo, rotacdo Optica, dicroismo circular e viscosidade intrinseca, que as
moléculas de xantana apresentam uma ordenagdo da estrutura que € estabilizada com o
aumento da forca iOnica suportando temperaturas de até 100°C. O autor sugeriu que o
aumento da forca idnica levava a uma melhor na disposi¢do das cadeias laterais ao longo da
cadeia principal. Moorhouse et al. (1977) apresentaram o primeiro estudo sobre a
conformag¢ao molecular da xantana utilizando difracdo de raio-X e modelagem molecular.
Os autores concluiram que a conformacgao helicoidal 5/1 de 4,7 nm de comprimento era a
mais provdvel por apresentar a melhor estabilizacdo das cadeias laterais ao longo da cadeia

principal apesar de o espectro de raio-X indicar a existéncia zonas amorfas na molécula.

Milas e Rinaudo (1979) confirmaram que a estabilizacdo intramolecular, resultante
da formacdo de pontes de hidrogénio entre cadeias laterais proposta por Moorhouse, €
responsavel pela manutencio da viscosidade das solugdes de xantana a altas temperaturas e
alta forca io6nica. Tako (1992) estudou o efeito da despiruvilagdo e desacetilagdo das
cadeias laterais das moléculas de xantana e mostrou que os dois grupamentos em conjunto
sdo responsaveis pela estabiliza¢do da estrutura, apesar de o grupamento acetil da manose
ligada a cadeia principal ter menor influéncia. Diaz et al. (2004) apresentaram um revisao
sobre a reologia de solugdes aquosas de xantana incluindo os aspectos da estrutura quimica

e dos efeitos da adicao de eletrdlitos.
3.1.4.2 Reologia de solucdes aquosas de xantana

Xuewu et al. (1996) estudaram da reologia de solugdes aquosas de xantana e

propuseram véarios modelos para a viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento
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temperatura e concentragdo utilizando um viscosimetro da Brookfield. A julgar pelos
procedimentos experimentais, as solu¢des foram preparadas com dgua destilada sem adi¢ao
de sal. A dependéncia da viscosidade com a taxa de cisalhamento ajustou-se bem ao
modelo da lei da poténcia e os valores do indice de consisténcia n decresceram na medida
em que a concentracdo aumentou (n=0,77 para C=0,3%, n=0,46 para C=0,5% e n=0,24

para C=0,7%, etc.).

Marcotte et al. (2001) estudaram as propriedades reoldgicas de solucdes aquosas
de hidrocoldides com concentragdo salina de 1% utilizando viscosimetro rotacional. Os
autores determinaram os parametros reologicos de solu¢des aquosas de xantana baseado no
modelo de Herschel-Bulkley, considerando, portanto, a existéncia de uma tensdo limite de
escoamento (Tp). Os valores dos parametros foram obtidos para solugdes de xantana a 2% e
em diferentes temperaturas fazendo-se uma varredura da temperatura mais baixa para a
mais alta (Upward) e, em seguida, da mais alta para a mais baixa (Downward). Os valores
de k obtidos na varredura decrescente de temperatura (Downward) estdao um pouco menores
que os valores obtidos na varredura inicial crescente (Upward) indicando uma pequena
perda na capacidade viscosificante. Os valores de n obtidos na varredura decrescente
(Downward), entretanto, nas temperaturas de 40°C e 20°C foram um pouco menores que 0s
obtidos na varredura inicial crescente (Upward) indicando um ganho na pseudoplasticidade

da solugdo.

Garcia-Ochoa er al. (1994) determinaram a tensdo limite de escoamento (Tp) de
solugdes aquosas de xantana em baixas concentracdes (1, 1,5 e 2 g/L) preparadas em
diferentes temperaturas (25, 40, 60 e 80°C). As solu¢des foram submetidas a andlise
viscosimétrica em diferentes temperaturas. O ajuste dos dados experimentais as curvas de
escoamento pelo modelo de Casson resultou em diferentes valores de Ty em funcdo da
concentracdo do polimero, da temperatura de dissolucdo e da temperatura utilizada na
determinacdo da curva de escoamento. O valor de Tp diminui com a diminui¢do da
concentracdo de xantana e também diminui com o aumento da temperatura de determinagao
da curva. Este efeito € menos proeminente quando a temperatura de dissolucao € maior e os
autores atribuiram este efeito a mudanca conformacional das moléculas de xantana com o
aumento da temperatura que ja havia sido relata da por outros pesquisadores e confirmaram

esta mudanca por dicroismo circular. Cabe ressaltar que esta mudanca conformacional, na
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verdade, favorece a formacdo de redes moleculares conforme relatado por Iseki et al.

(2001).

Parte das observagoes relatadas por Gracia-Ochoa ef al. (1994) e Marcotte et al.
(2001) referentes a tensao limite de escoamento e diminui¢do da capacidade viscosificante
estdo relacionadas a tixotropia e a formacdo de géis fracos -caracteristicos do
comportamento reoldgico de solugdes de xantana. A tixotropia é o fendmeno de redugdo da
tensdo de cisalhamento, ou viscosidade aparente, como o tempo quando aplicada uma taxa
de cisalhamento constante. Este fendmeno estd estreitamente associado a fluidos
pseudoplésticos em que o cisalhamento provoca a ruptura da fragil estrutura tridimensional

e orienta¢cdo das moléculas no sentido do fluxo (Lapasin and Pricl, 1995; Machado 2002).

Redes tridimensionais intermoleculares ocorrem quando macromoléculas, como
polissacarideos e proteinas, associam-se por meio de zonas de jungdo tanto nas
extremidades quanto nas regides internas da cadeia polimérica. Esta forma mais ordenada
das moléculas na solug@o aquosa confere caracteristicas de gel — um estado intermedidrio
entre um s6lido e um liquido. Muitos sdo os tipos de interacdo entre as moléculas para que
esta rede seja formada incluindo intera¢des hidrofébicas, hidrofilicas e até a participagdo de
ions, como € o caso da formacgdo de géis de alginato com adi¢ao de célcio (Lapasin e Pricl,
1995). Dea e Morris (1977) relataram que a xantana forma géis quando solugdes aquosas,
sozinha ou em associagdo com galactomananas, agar e carragena. Os pesquisadores
evidenciaram uma maior afinidade em formar redes moleculares com galactomananas
sugerindo que esta sinergia poderia estar associada a viruléncia da Xanthomonas sp. uma

vez que galactomananas sdo polissacarideos de reserva vegetal (Katzbauer, 1998).

Iseki et al. (2001) estudaram a cinética de formacao desta rede tridimensional em
fun¢do da temperatura e do tempo de repouso. Em temperaturas mais elevadas e tempos
maiores de repouso, ha a formacao de géis mais fortes devido ao maior emaranhamento das

cadeias, i.e., maior quantidade de zonas de jun¢do intermoleculares.

Pai e Khan (2002) estudaram a reologia de misturas de goma xantana e goma guar
modificada enzimaticamente para determinar o efeito de interacdo entre as moléculas na
formacao da rede tridimensional. Braga e Cunha (2004) estudaram géis de caseinato-
xantana-sacarose devido a sua importancia na inddstria de derivados do leite em que a

xantana serve como agente estabilizante na manutenc¢do textura destes produtos.
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3.1.5 Aplicacoes e mercado

Weels (1977) apresentou uma revisdo do mercado de polissacarideos microbianos
ressaltando a elevada demanda de goma xantana no mercado mundial, especialmente, na
inddstria alimenticia e de petréleo. Quase vinte anos depois, o mercado de aditivos
alimentares continuava aquecido e com boas proje¢des para o futuro uma vez que a
demanda por produtos prontos e com baixos teores de gordura eram cada vez maior
(Breskin e O’Conor, 1995). Furtado (2004) enfatizou que o desequilibrio climético dos
ultimos anos tem provocado a escassez de gomas de origem vegetal incentivando o
desenvolvimento de novas alternativas para aditivos alimenticios espessantes e gelificantes.
A goma xantana ainda foi apontada como detentora de um mercado crescente na industria
de alimentos com uma demanda de 1.500 t/ano somente no Brasil, incluindo o mercado de

petréleo.

Katzbauer (1998) apresentou uma revisao sobre as aplicacdes da goma xantana na
inddstria alimenticia, cosmética e farmacéutica e em outras dreas em que a estabilizacdo de
emulsdes € importante. Antes de sua aprovagao como ingrediente alimenticio, a xantana foi
extensivamente estudada relativamente a toxicologia e seguranga. Em 1969, o FDA (EUA)
aprovou o uso goma xantana como aditivo alimenticio para uso como estabilizante e
espessante (Fed.Reg. 34:5376) e, em 1980, o FSA (CE) inclui a goma xantana na lista de

espessantes e estabilizantes de alimentos sob o c6digo E415.

A goma xantana €, como muitas outras gomas industriais com excec¢do de produtos
amildceos, nao-digerivel para humanos servindo como um conteiudo ndo calorifico e
acelerador do transito gastrointestinal. A pseudoplasticidade da goma xantana melhora as
propriedades sensoriais de produtos alimenticios (liberagdo do sabor, textura e corpo) e a
existéncia de uma tensdo limite de escoamento e/ou formagdo de géis fracos garante a

homogeneidade de suspensdes e emulsdes (Katzbauer, 1998).

Andrew (1977) relatou algumas das primeiras pesquisas envolvendo a
aplicabilidade da goma xantana na industria de alimentos. Dentre elas, citou o uso na
preparacdo de queijos para melhorar a textura e na preparagdao de suplementos alimentares
na forma liquida para diminuir a formagdo de precipitados minerais ou protéicos, servindo,
portanto, como um agente de suspensdo. Ma e Barbosa-Cdnovas (1995) estudaram a

reologia de formulagdes de maionese contendo goma xantana. Fryer et al. (1996) usou a
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goma xantana para formular xaropes de frutose de milho com reduzido teor de calorias.
Shimada et al. (1996) estudaram a habilidade da goma xantana em quelar metais em uma
emulsdo 6leo/dgua contento dleo de soja e ciclodextrina e evidenciaram a diminuicdo do
consumo de oxigénio dissolvido pelo Fe** quando 2 emulsdo era adicionada xantana 0,1%.
Braga e Cunha (2004) estudaram a reologia de formulacdes tipicas de produtos lacteos
contendo casefna, goma xantana e sacarose. Guarda et al. (2004) avaliaram o uso de
xantana e outros hidrocoléides na formulagcdo de pdes e evidenciou a sua capacidade de
retencdo da umidade. Ferndndez et al.(2008) avaliaram o uso de hidrocoldides em massa
batata congelada e a xantana mostrou ser promissora na manuten¢do das caracteristicas
sensoriais do produto. Estes estudos mostram a importancia que esta goma ainda tem como

aditivo na industria de alimentos mesmo 40 anos apds a sua introducdo neste mercado.

Paralelamente, o uso da goma xantana na industria do petréleo também foi
ganhando cada vez mais importancia. Sandivik e Maerker (1977) relataram a aplicabilidade
da goma xantana na recuperagdo primdria e secunddria do petréleo. Solucdes aquosas de
xantana em concentracdes baixas tém a capacidade de reduzir a mobilidade da dgua nos
poros das rochas aumentando, assim, o deslocamento do dleo e, conseqiientemente, a sua
recuperacdo. Apesar da sua superioridade quanto a manutencao da viscosidade mesmo em
altas temperaturas, alta pressdo, variacdes de pH e alta salinidade, condicdes tipicas de
operacdo nos processos de recuperagdo do petrdleo, o uso da goma xantana causava o
entupimento e perda de injetividade (ou permeabilidade) dos pogos. Os pesquisadores
atribuiram este problema a presenga de restos celulares, que correspondiam a
aproximadamente a 11% do peso da xantana, e também a formacdo de aglomerados
moleculares. De fato, Rogovin et al. (1965) relatou a produg¢do de xantana para uso
industrial na qual as células ndao eram separadas do fermentado resultando num produto

com menor grau de pureza e, portanto, menor custo.

Kulicke et al. (1990) relataram o crescente interesse do uso da goma xantana na
recuperacdo avancada de petrdleo (enhanced oil recovery ou, abreviadamente, EOR)
devido as vantagens supracitadas. Os pesquisadores avaliaram diferentes amostras de goma
xantana comercial e outras amostras produzidas em laboratério quanto a viscosidade e
injetabilidade de suas solugdes aquosas, caracteristicas fisico-quimicas — conteido de
acetato e piruvato e massa molecular — e pureza — presenca de restos celulares. Eles foram

motivados pelo relato de um estudo de campo feito no norte da Alemanha em que foram
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observadas diferencas significativas de viscosidade e injetabilidade entre amostras de goma

xantana comercial, incluindo lotes diferentes do mesmo fornecedor.

Kulicke et al. (1990) concluiram que a formacao de agregados moleculares eram
os causadores da baixa viscosidade e da baixa injetabilidade das amostras e que, embora a
quantidade de restos celulares fosse grande, este fator nao influenciava na injetabilidade das
solucdes de xantana. A formacdo de agregados foi estudada a luz da estrutura molecular das
moléculas de xantana, caracterizada pela quantidade de piruvato de acetato, confrontada
com medidas da viscosidade intrinseca e determinacdo da constante de Huggins (kg), que €
uma medida da interacdo intermolecular. Valores altos de ky indicam alta interacdo
molecular e, portanto, a existéncia de agregados. A filtracdo de solu¢des de xantana com
alto ky resultaram numa redugdo significativa em ky indicando a presenca de agregados
moleculares na amostra. A relagdo entre a formacao de agregados e a quantidade de acetato

e piruvato, entretanto, nao foi evidenciada.

Moreira (2002) relatou que o fator de recuperagdo do petrdleo no Brasil é em torno
de 20-25% significando que cerca de 80-85% do petréleo permanece no reservatorio,
aguardando que novas tecnologias de exploracdo sejam capazes de aumentar a efici€ncia
dos meios de extracdo. A pesquisadora cita que, dentre os processos de recuperacdo de
petréleo, a técnica de injecdo de polimeros (polymer flooding) tem se mostrado como uma
das mais promissoras, entretanto, a concep¢do destes processos ainda necessita de
conhecimentos especificos sobre o efeito das diversas estruturas dos polimeros na
otimizacdo do deslocamento do petréleo. Segundo Bueno (2004), a recuperagdo avancgada
de petréleo também pode ser considerada como uma técnica que modifica caracteristicas do
meio, alterando as permeabilidades relativas ou viscosidades das fases e aumentando a
recuperacao de petréleo. A inje¢do de dgua contendo polimeros, por exemplo, reduz a

mobilidade da fase aquosa, melhorando a eficiéncia do deslocamento.

3.2  Producio de xantana

Algumas boas revisdes da literatura cobrindo todos os aspectos envolvidos na
producdo de goma xantana foram publicadas. Flores Candia e Deckwer (1999) abordaram
aspectos de tecnologias de processamento incluindo os problemas de transferéncia de
massa tipicos de culturas de Xanthomonas altamente viscosas. Garcia-Ochoa et al. (1999)

apresentaram aspectos bdsicos e conceituais sobre a produg¢do de xantana em escala de
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laboratério incluindo os métodos de preparo do indculo, esterilizagdo do sistema,
quantificacdo de biomassa e recuperacdo da xantana do fermentado. Garcia-Ochoa et al.
(2000) apresentaram uma revisdo mais abrangente da literatura cobrindo igualmente os
aspectos de producao, recuperacdo e propriedades da goma xantana. Rosalam e England
(2006) investigaram a possibilidade de uso de fontes alternativas de carbono e outros
nutrientes essenciais para a producdo de goma xantana focando nos aspectos metabodlicos e

cinéticos da biossintesse do polissacarideo.

O primeiro relato na literatura referente a produ¢do de goma xantana foi feito por
Lilly et al. (1957). Os pesquisadores investigaram as necessidades nutricionais e condi¢des
de cultivo de varias Xanthomonas sp., dentre elas a Xanthomonas campestris, na produgao
de xantana em escala de laboratdrio utilizando um garrafao de 9 litros contendo 3 litros de
meio. O meio utilizado era constituido de glicose, hidrolisado enzimético de caseina e
alguns sais para suprimento de minerais € o pH ajustado em 6,0. O indculo foi de 50 ml
incubado por 48-72 horas a 25°C em mesa rotativa. A produ¢ido da goma no garrafdo foi
com aeracdo de 5 Ipm (litro por minuto) por meio de um distribuidor de vidro sinterizado e
a temperatura de 28°C por 5 dias (120h). O polissacarideo foi recuperado por precipitacdo
com acetona, filtrado a vécuo e secado em estufa a 55°C. Os pesquisadores relataram que a
acetona retirou toda a pigmentacdo amarela sintetizada pela bactéria e que a formacao de

espuma era intensa havendo a necessidade do uso de anti-espumante.

Os resultados obtidos com a Xanthomonas phaseoli por Lilly et al. (1957).
indicaram que: (i) a formacdo do polissacarideo foi de 1,7/5,0/7,4/7,8/9,7 g/L. em 1/2/3/4/5
dias de incubagio respectivamente; (ii) maiores rendimentos foram obtidos a 33°C quando
se variou a temperatura de 25 a 35°C; (iii) o maior rendimento (79%) foi obtido com
concentracao inicial de glicose em 10 g/L. e a maior concentragdo de xantana (11,2 g/L) foi
obtida com concentra¢do inicial de glicose de 50 g/L a temperatura de 28°C; (iv) a glicose
foi superior como fonte de carboidrato quando comparada com maltose, sacarose, amido
solivel e amido de milho em concentracdo de 10g/L; (v) o uso de alguns tipos de anti-
espumante, que foram adicionados juntamente com o meio em diferentes concentracdes,
reduziram o rendimento sendo mais conveniente adiciond-los quando da formacdo da
espuma. Por outro lado, a incubacdo da espécie Xanthomonas campestris nas condi¢oes

supracitadas rendeu 9,9 g/L. de xantana e um rendimento de 39,6% tendo sido portanto
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apontada pelos pesquisadores como uma linhagem adequada para a producdo de xantana

em larga escala.

Atualmente, as etapas envolvidas na produ¢do industrial de xantana ndo mudaram
muito do relatado por Lilly et al. (1957) tendo sido melhoradas no que diz respeito a
insumos e controle do processo levando a maiores rendimentos e produtividade. Segundo
Flores Candia e Deckwer (1999), a producdo industrial de goma xantana € feita por
processo de batelada (100 h) utilizando a linhagem Xanthomonas campestris NRRL B1459
(equivalente a ATCC 13951) cultivada em reator de mistura nas seguintes condigdes: 28-
30°C, pH controlado em 7,0, aeracdo maior que 0,3 vvm e poténcia gasta com agitacdo
maior que 1 kW/m’. Rendimentos de 50% sdo tipicos deste processo por batelada. O
preparo do indculo consiste de varios estagios requerendo um conjunto de reatores em que
a cultura semente € cultivada em reator de 10 litros até se chegar aos fermentadores (100
m’). A Figura 7 mostra um fluxograma do processo de producdo de goma xantana

concebido por Flores Candia e Deckwer (1999).
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O projeto de um processo de producdo de xantana depende das demandas
econOmicas para se conseguir uma performance Otima relativamente a produtividade,
concentracao final do produto e rendimento bem como atender as especificacdes do produto
relativas a sua aplicacdo. E esta ndo € uma tarefa trivial, pois, no processo de producao, a
viscosidade aumenta drasticamente ocasionando variabilidade na qualidade do produto bem

como reduzindo o rendimento (Flores Candia e Deckwer, 1999).

3.2.1 Requerimentos nutricionais

Moraine e Rogovin (1973) estudaram o efeito de fontes de nitrogénio complexas
(distillers dry solubles) no crescimento celular e na produ¢do do polissacarideo e
concluiram que a taxa de crescimento aumenta como aumento da concentra¢io da fonte de
nitrogénio, porém, € inibido na medida em que a quantidade de xantana aumenta no

fermentado.

Charles e Radjai (1977) utilizaram soro de leite, subproduto da fabricacdao de
queijo cottage, em que a lactose foi previamente hidrolisada com lactase imobilizada. Os
pesquisadores testaram tanto o processo de batelada (48h, 60h e 96h) quanto o processo de
batelada repetida (trés ciclos de 100h). Os ensaios foram conduzidos em reatores de mistura
de 7 litros com controle de temperatura (28°C) , pH (7,0) e espuma. A cinética foi similar a
reportada na literatura e as concentracgdes finais de xantana foram de 1% (48h) a 1,6% (nos
ciclos consecutivos de 100h). Os pesquisadores observaram um aumento na fase lag ao
longo das bateladas do ciclo nas quais 10-15% do fermentado era deixado como indculo
para a proxima batelada. Este fato foi atribuido ao microambiente desfavordvel das células

que compunham o indculo: o fundo do reator com agitacao prejudicada.

Cadmus et al. (1977) avaliaram um meio sintético para a producdo de goma
xantana em fermentadores de 20 litros substituindo as fontes complexas de nitrogénio por
fosfato de amonio. As fontes complexas estudadas foram subprodutos de destilarias de
milho (s6lidos soldveis secos de destilaria ou, em inglés, dried distiller’s solubles - DDS),
muito comum nos Estados Unidos que produz etanol de milho, e levedura de cerveja
autolisada. O uso da fonte inorganica de nitrogénio foi satisfatério levando a obtencao de
bom rendimento e boa qualidade na goma produzida, medida tanto pela viscosidade final
do caldo (6000-7000 cp — determinada em viscosimetro brookfield 30 rpm e 25°C) quanto

pela proporcao de dcido pirtvico (acima de 4%).
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Souw e Demain (1979) investigaram os requerimentos nutricionais da linhagem
Xanthomonas campestris NRRL B-1459. Os resultados apontaram que a sacarose € tdo boa
quando a glicose como fonte de carbono e energia, dentre as fontes de nitrogénio testadas, o
glutamato e sais de nitrato foram superiores aos sais de amodnio e alguns 4cidos organicos
(como succinato e piruvato) estimularam a producdo de xantana em determinadas
concentracdes quando a fonte de nitrogénio era o sulfato de amonio, porém a adi¢do de

acido succinico inibiu a produ¢do de goma quando se utilizou outros sais de amonio.

Outros pesquisadores estudaram os requerimentos nutricionais da Xanthomonas
campestris NRRL B-1459. Kennedy et al. (1982) estudaram vdrias fontes de nitrogénio
complexas e verificaram que concentracOes mais altas resultavam em maior rendimento e
reduzido tempo de fermentacdo embora o produto obtido apresentasse qualidade reoldgica
inferior, este fato foi atribuido a presenca de maior quantidade de células bacterianas co-

precipitadas com a goma.

Tait et al. (1986) estudaram o efeito da exaustido de nutrientes no meio de cultivo
para a producdo de xantana. A limita¢do de enxofre, fon amonio, fésforo, magnésio, ferro e
glicose afetou tanto o crescimento (menores velocidades especificas de crescimento) quanto

a qualidade da goma (menor proporcao de dcido pirtivico).

Garcia-Ochoa et al. (1992) avaliaram as necessidades nutricionais da
Xanthomonas campestris NRRL B-1459 por meio de planejamento fatorial e definiram um
meio sintético contendo concentra¢des 6timas de nutrientes importantes como nitrogénio,
fésforo, magnésio e enxofre. O meio proposto pelos pesquisadores foi: acido citrico 2,1
g/L, NH4NOs 1,144 g/L, KH,PO4 2,866 g/L, MgCl, 0,507 g/L, NaxSO4 0,089 g/L, H3;BOs
0,006 g/L, ZnO 0,006 g/L, FeCl3.6H,O 0,0024, CaCO; 0,020 e HCI1 0,13 ml/L, com pH
ajustado em 7,0 e concentracdo de sacarose de 20 g/L.. Com esta formulac¢do conseguiu-se
10 g/L de xantana em 24 horas de fermentacdo em frasco de 250 ml contendo 50 ml de

meio incubado em mesa rotatéria operando a 210 rpm e 28°C.

Lo et al. (1997) estudaram o efeito da razdo carbono/nitrogénio (C/N) na producgdo
de goma xantana em diferentes processos: batelada, batelada em dois estdgios e batelada
alimentada. Em geral, uma alta razdo C/N aumentava a taxa de produgdo de xantana e o
rendimento, porém diminuiam a velocidade especifica de crescimento. Os resultados

obtidos pelos pesquisadores estdo de acordo com outros relatos de que a produgdo de
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xantana ocorre em duas fases caracteristicas, a primeira associada ao crescimento
exponencial do microrganismo, em que o nitrogénio € substrato limitante, e a segunda

associada a producdo de goma na fase estaciondria da curva de crescimento do

microrganismo, em que a fonte de carboidrato € o substrato limitante.

Nitschke et al. (2001) avaliaram formulacdes a base de soro de leite para a
producdo de goma xantana pela linhagem Xanthomonas campestris C7L. Esta linhagem nao
apresentou preferéncia pela glicose como a linhagem NRRL B-1459, mas exibiu 0 mesmo

padrao cinético com relacao a razdo C/N apontada por Lo et al. (1997).

Casas et al. (2000) reportaram que o aumento da concentracio de NH4NO;
provocou reducdo a capacidade viscosificante da goma, com aumento a propor¢cdo de
acetato mas diminuicdo na proporcdo de piruvato, certamente por desvio metabdlico do
piruvato e glicose para a producio de biomassa conforme modelo metabdlico proposto por

Pons et al. (1989).

Em revisdo da literatura, Rosalam e England (2006) enfatizaram que as altera¢des
do meio de cultivo nas diferentes fases de crescimento do microorganismo afetam em
muito a estrutura quimica e a massa molecular das moléculas de xantana sintetizadas bem
como o rendimento da goma de modo que, de uma maneira geral, o produto final representa
uma mistura de cadeias poliméricas de diferentes naturezas produzidas em diferentes fases

do processo.

3.2.2 Cinética da fermentacio

Moraine e Rogovin (1966) estudaram a cinética de producio da goma xantana pela
linhagem Xanthomonas campestris NRRL B-1459 e observaram que o crescimento celular
ocorre nas primeiras horas de fermentagdo com um rendimento de aproximadamente 9 g de
células por grama de nitrogénio e que a producdo de goma xantana ndo estd associada
somente ao crescimento, continuando sendo produzida mesmo apdés o fim da fase

exponencial de crescimento com um rendimento de 75% por glicose consumida.

Moraine e Rogovin (1971), em outro estudo, cujos ensaios foram conduzidos em
reator de mistura de 5 litros, evidenciaram que o controle do pH permitia aumentar a
quantidade de glicose inicial para 5%, aumentar a concentracdo final de xantana produzida

para 2,5-3% e reduzir o tempo de fermentacdo para 46 horas. O uso de NH4OH para
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controle de pH, entretanto, por ser uma fonte de nitrogénio, induziu um aumento da

biomassa durante a fermentacao reduzindo o rendimento de produto pelo substrato.

Schweickart e Quinlan (1989) estudaram a cinética da producdo de xantana e
biomassa com limitacdo de nitrogénio e glicose separadamente e confirmaram a existéncia
de uma correlagdo linear baseado no modelo de Monod entre os pares (nitrogénio-biomasa)

e (glicose/xantana) com rendimento especifico Ygn de 5,0 e Yx/g de 0,5, respectivamente.

O efeito da temperatura na cinética da fermentacdo de Xanthomonas campestris
foi estudado por Shu e Yang (1989). Os pesquisadores relataram que temperaturas abaixo
de 27°C favorecem o crescimento microbiano e, acima desta temperatura, a sintese de
xantana inicia desde o comeco da fase exponencial de crescimento. O rendimento em
xantana variou de 54% na temperatura de 22°C a 90% na temperatura de 33°C. O grau de
piruvila¢@o, entretanto, foi maior no intervalo de temperatura de 27-30°C. Casas et al.
(2000) reportaram que, em temperaturas em torno de 25-28°C, a massa molecular do
polissacarideo produzido é maior embora o conteudo de acetato nas moléculas formadas
tenha sido inferior. Os pesquisadores verificaram também que ocorre um aumento gradual

da massa molecular média da xantana com o tempo de fermentacao.

3.2.3 Processos e tipos de reatores

A maioria dos trabalhos relatados na literatura referentes ao estudo da produgdo de
xantana utiliza reator de mistura e processo de batelada. Dentre os estudos de producdo de
xantana por processo de batelada utilizando reator de mistura, pode-se citar os trabalhos de
(i) Moraine e Rogovin (1966), Rogovim et al. (1965) e Moraine e Rogovin (1973) que
estudaram a cinética da producdo de xantana em escala de laboratério (8L) e em escala
piloto (230L e 2300L); (ii) Charles e Radjai (1977) que estudaram cinética da produgdo de
xantana utilizando soro de leite em escala de laboratério (7L); (iii) Cadmus et al. (1978)
que estudaram a producao de xantana em reator de 20L; (iv) Schweickart e Quinlan (1989)
que estudaram a cinética da fermentagdo em reator de 1,2L; (v) Hans-Udo et al. (1989) que
estudaram a influéncia da taxa de agitagdo na produgdo de goma xantana em reator de 10L;
(vi) Herbst et al. (1992) que estudaram aspectos de transferéncia de oxigénio em reatores
de mistura em funcdo do tipo de impelidor e volume do reator (72L a 3000L); (vii) Ashraf

et al. (1996) que estudaram a reprodutibilidade de fermentagdes com a linhagem
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Xanthomonas campestris E-2 na producdo de xantana em reatores de mistura de 141, 20L e

150L.

O uso de processo continuo na produ¢cdo de xantana foi avaliado por alguns
pesquisadores no intuito de aumentar a produtividade. Slodky e Cadmus (1978) relataram
que o processo de fermentacdo continua para producdo de xantana nao foi vidvel devido a
degradacao da linhagem. Apds 6,5 a 8,7 ciclos passou produzir menos polimero e tornou-se
uma linhagem do tipo pequena (S-type) conforme descricio de Cadmus et al. (1976).
Patton e Dugar (1981) verificaram que a cultura continua ndo era vidvel e sugeriram o uso
de um processo de produ¢ido em dois estdgios. O 1° estdgio seria uma etapa para producdo
de células por um processo continuo com alta velocidade especifica de crescimento,
proximo a maxima (0,33 h'), e tempo de residéncia de aproximadamente 2,5h mantendo-se
a alimentacao de substrato em valores 6timos. O 2° estdgio seria uma etapa para a produgao
de goma em processo de batelada de aproximadamente 30h inoculada pela cultura celular
produzida no primeiro estdgio na qual a sintese da goma xantana seria continuada até se
obter a concentracdo e rendimento desejados do polissacarideo. Este processo em dois

estagios teria a duragcao aproximada de 35h contra as 48h de uma batelada tipica.

O processo de batelada repetida utilizando reator de mistura foi estudado por
Charles e Radjai (1977), apesar de este ndo ter sido o foco principal de seu trabalho. Os
pesquisadores avaliaram tanto o processo por batelada (48h, 60h e 96h) quanto por batelada
repetida (trés ciclos de 100h). A cinética foi similar a reportada na literatura e as
concentracdes finais de xantana foram de 1% (48h) a 1,6% (nos ciclos consecutivos de
100h). Os pesquisadores observaram um aumento na fase lag ao longo das bateladas do
ciclo nas quais 10-15% do fermentado era deixado como indculo para a proéxima batelada.
Este fato foi atribuido ao microambiente desfavordvel das células que compunham o

in6culo: o fundo do reator com agitagao prejudicada.

Em bateladas tipicas, ndo é possivel manter altas velocidades especificas de
crescimento celular juntamente com uma alta concentragdo de xantana no fermentado sem a
aplicacdo de vigorosa agitacdo. Em uma batelada tipica de 48 horas a agitacdo moderada e
constante, a velocidade especifica de crescimento cai de 18h! para 0,04 h! e o rendimento
em goma também é reduzido. Aeracdo e agitacdo adequadas devem ser aplicadas para se
conseguir alta produtividade evitando limitagdo de oxigénio e a existéncia de zonas
estagnadas (Flores Candia e Deckwer, 1999).
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Portanto, para melhorar a etapa de biossintese per se, a escolha do tipo e desenho
do biorreator € essencial garantir uma boa homogeneizacdo do meio de cultivo altamente
viscoso. Estudos de perfis de mistura em culturas microbianas altamente viscosas
mostraram que o reator de coluna de bolha exibe melhor homogeneidade que o reator de
mistura (Dusap e Gros, 1985 apud Pons et al., 1988) embora uma reducdo do rendimento
em xantana com o tempo tenha sido verificada com o uso de reator de coluna de bolha que
foi correlacionada a uma queda simultinea do oxigénio dissolvido durante a sintese de

xantana (Pons et al., 1989).

Pace e Righelato (1981) apresentaram uma revisdo sobre a producdo de
polissacarideos extracelulares microbianos dando especial é€nfase aos problemas de
transferéncia de massa e energia associados ao desenvolvimento de culturas altamente
viscosas e de natureza reoldgica nao-newtoniana. Caldos fermentados ricos em xantana
apresentam reologia tipicamente pseudoplastica, tendo sido reportada tixotropia e até efeito
Weisssenberg caracteristico de fluidos viscoeldsticos. Este efeito foi atribuido a presencga de

calcio no meio.

O gasto de energia pelo agitador é reduzido em fluidos viscoeldsticos devido a
formacao de grandes cavidades atrds dos impelidores. Esta pseudoplasticidade, entretanto,
faz com que a turbuléncia impressa pelo agitador seja mais pronunciada préximo aos
impelidores, onde existe alta taxa de cisalhamento, do que em regides mais afastadas, onde
a reduzida taxa de cisalhamento torna a viscosidade aparente mais alta. Este gradiente de
viscosidade em fluidos pseudopldsticos também promove a formacdo de um canal
preferencial de passagem de ar na regido central do reator e, portanto, uma grande variagao
no valor do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kpa) de pontos proximos

aos impelidores a pontos radialmente opostos (Pace e Righelato, 1981)

Por outro lado, estudos relacionados a difusividade de solutos de baixo peso
molecular, como gases dissolvidos e nutrientes, demonstraram que esta permanece
constante mesmo com a grande variabilidade reoldgica das solugdes poliméricas. Foi
relatada a ocorréncia de alta taxa de coalescéncia das bolhas em culturas microbianas
altamente viscosas com agitacao deficiente e, conseqiientemente, a existéncia de regimes de
Taylor caracterizado pela presenca de grandes bolhas em forma de bala. Todos estes

eventos caracteristicos de culturas microbianas pseudoplasticas, se ndo controlados,
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resultam numa oxigenagdo pobre do meio causando inibi¢do do crescimento celular e

reducdo do rendimento (Pace e Righelato, 1981).

Alguns estudos avaliaram o efeito da agitacdo no rendimento e qualidade da goma
produzida. Moraine e Rogovin (1973) estudaram o efeito da agitacdo no crescimento
celular e na producdo de xantana. Os pesquisadores relataram que o crescimento bacteriano
¢ inibido na medida em que a quantidade de xantana aumenta no fermentado, porém o
aumento da agitacdo, quando a concentracdo de oxigénio dissolvido foi mantida constante,
provocou tanto aumento na taxa de crescimento celular quanto na taxa de formagdo do
polissacarideo sugerindo que a formacdo de uma camada de goma ao redor das células era
responsavel por dificultar a troca de nutrientes e oxigénio das células com o meio. Peters et
al. (1989), entretanto, verificaram, por meio de microscopia eletronica, que esta camada
ndo era formada quando as células sdo cultivadas em tanques agitados mas somente quando

crescidas em meio soélido.

Peters et al. (1989) verificaram que a limitacdo de oxigénio estd mais relacionada a
resisténcia na transferéncia de oxigénio do que a existéncia de zonas estagnadas no reator
de mistura mas ressaltaram que em culturas contendo percentual de goma superior a 2% p/p
o efeito da hidrodindmica do reator pode ser importante. Papagianni et al. (2001) relataram
que o aumento da agitacdo provoca aumento do rendimento em goma e da propor¢cdo de
piruvato nas moléculas de xantana mas ndo afeta a massa molecular média da goma
recuperada ao final da fermentacdo. Psomas et al. (2007) estudaram o efeito da agitacdo (10
a 600 rpm), temperatura (25 a 35°C)e tempo de cultivo (24h a 72h) na producdo de goma
xantana utilizando planejamento fatorial. Obviamente, um tempo maior de 72h e alta
rota¢do do impelidor (600 rpm) maximizaram tanto a concentracdo final de xantana quanto

de biomassa, a influéncia da temperatura foi similar a reportada por Shu e Yang (1989).

Suh et al. (1990) investigaram a produ¢do de goma xantana em reator de coluna de
bolha e verificaram que a massa molecular do polissacarideo formado era menor durante a
fase estaciondria em condi¢des de baixo consumo de oxigénio resultando num produto com
menor capacidade viscosificante. Peters et al. (1993) correlacionaram o conteido de
piruvato com o grau de suprimento de oxigénio nas amostras de xantana obtidas por Suh et
al. (1990) em reator de coluna de bolha. O grau de suprimento de oxigénio foi definido
como a razdo entre a taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) e a demanda potencial de
oxigénio da cultura (qO,*). Os pesquisadores concluiram que quanto mais préoximo de 1
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estava a razdo (OTR/qO;) maior a quantidade de substitui¢do de piruvato na cadeia

polimérica.

Pons et al. (1990) avaliaram a performance de um reator de coluna de bolha (13L
com L/D=13,6) contra a de um reator de mistura (3,6L) na producdo de goma xantana em
processo de batelada. Os pesquisadores verificaram que a concentracdo mdaxima de
biomassa foi igual em todas as bateladas operando com os diferentes reatores e diferentes
vazdes de ar e agitacdo, sendo, portanto, independente do tipo de reator. Por outro lado,
observou-se que o rendimento e produtividade em goma sdo dependentes da
disponibilidade de oxigénio que, por sua vez, depende das caracteristicas de transferéncia
de oxigénio e homogeneizacdo do reator. A performance do reator de coluna de bolha foi
ligeiramente inferior a do reator de mistura devido a uma maior reducdo no valor de kra

somada, entretanto, a uma melhor capacidade de homogeneizac¢do do sistema.

Suh et al. (1992) compararam o desempenho reator de coluna de bolha e do reator
air-lift na producdo de goma xantana em processo de batelada e obtiveram melhor
rendimento com o reator de coluna de bolha. A baixa performance do reator air-lift foi
atribuida a um baixo suprimento de oxigénio no downcorner. Por outro lado, Kesser et al.
(1993) conseguiram Otima performance em um reator air-lift com circulacdo externa
forcada tendo obtido 25 g/LL de xantana em 49h de operacdo em que apds 36h verificou-se

limtacdo de oxigénio.

Vuyst et al. (1987) avaliaram um processo de producdo de batelada em dois
estdgios similar ao proposto por Patton e Dugar (1981) utilizando reator de mistura. O
primeiro estagio, com durac¢do de 25h, consistia de uma etapa de propagacao da biomassa
em meio rico em fonte de nitrogénio em um fermentador para alimentar dez fermentadores
do segundo estdgio para a producdo da goma com meio de cultivo com alta razao C/N. Este
segundo estdgio teria uma duracdo de 95h com aumento gradual da agitacdo e aeracdo

atingindo concentragdo final de xantana em torno de 2,7% p/p e rendimento global de 65%.

Shang-Tian et al. (1996) construiram um biorreator de 5L contendo um leito
fibroso cilindrico preso a haste do impelidor no qual as células bacterianas eram
imobilizadas e cujo desenho contemplava recirculacdo do caldo fermentado do fundo do
biorreator para o topo, no meio do cilindro fibroso. Esta configuracdo permitia um fluxo

constante através do leito levando a uma constante remocdo da xantana produzida e,
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conseqiientemente, uma melhora na transferéncia de oxigénio do liquido para as células e
aumento da produtividade. As fermentagdes foram conduzidas por processo de bateladas
repetidas em diferentes velocidades de rotagdo do impelidor e diferentes volumes de
trabalho, deixando o leito totalmente imerso ou com uma parte em contato com a fase

gasosa.

Os pesquisadores conseguiram reduzir o tempo inicial de cada batelada de 100h
para 24h mudando a estratégia de operagdo: rotacdo de 150 rpm com a matriz fibrosa
totalmente imersa no liquido para rotacdo de 350 rpm com metade do leito submerso. O
ciclo que operou a 150 rpm com o leito totalmente submerso compreendeu 4 bateladas de
100h e o ciclo que operou a 350 rpm com metade do leito submerso compreendeu 1
batelada inicial de 50 horas e 7 bateladas subseqiientes de 24h, totalizando 400h e 240h e
atingindo uma concentracdo final de xantana de 2,0-3,5% p/v e 2,5-3,0% plv,
respectivamente. Este sistema operacional apresentou maior produtividade volumétrica a
custa de uma alta concentracdo de células no leito apresentando, portanto, uma menor
produtividade especifica (produtividade/biomassa) quando comparado com um processo de
batelada tipico. As desvantagens deste tipo de processo para uso industrial, entretanto, sdo
o alto gasto energético e maior possibilidade de contaminagdo por causa da circulacdo

externa do fermentado através de uma bomba.

3.2.4 Recuperacio

Um tipico caldo fermentado de Xanthomonas campestris depois de 24 a 90 horas
de fermentac¢do, dependendo da linhagem, meio de fermentagdo e condicdes experimentais
€ composto de 1 a 4% (p/p) de xantana, 0,2 a 0,5% (p/p) de células, 0,1 a 1% (p/p) de
carboidratos ndo utilizados pela bactéria, além de sais e outras substincias que sao
adicionadas em menor quantidade ao meio para o crescimento celular. O sucesso na
recuperagdo da xantana deve eliminar 95% do caldo fermentado e, para isto, métodos
fisicos e quimicos sdo utilizados (Garcia Ochoa et al., 1993). A peca chave para se obter
um processo vidvel é a etapa de recuperacdo e esta operacdo ¢ comumente realizada por

precipitacdo com alcodis alifaticos de baixo peso molecular.

A recuperagdo de polissacarideos microbianos extracelulares envolve, tipicamente,
precipitacdo com alcool e/ou sal, separacao do precipitado, conversao do precipitado a sua

forma soldvel, remog¢ao da dgua, secagem e moagem. Operagcdes unitdrias adicionais como
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remogao das células, inativagdo de enzimas indesejaveis e modificacdio quimica ou

enzimatica do polissacarideo também podem ser empregadas (Pace, 1981).

Rogovin et al. (1965), frente ao crescente interesse comercial pela goma xantana,
propuseram um processo de producdo de goma xantana de grau industrial com menor
pureza e baixo custo para casos em que o grau de pureza ndo € fator importante como, por
exemplo, 0 uso na recuperagdo de petréleo. A novidade do processo estava na recuperagcao
do produto que, na verdade, foi resumida a uma unica etapa que consistia na secagem do
fermentado em secador de tambor (drum drying) ou em atomizador (spray drying),
eliminando gastos com o agente precipitante e lavagem do produto final. No processo de
secagem, temperaturas superiores a 140°C causavam perda de qualidade viscosificante da
goma, temperaturas menores garantiam um produto com boa qualidade viscosificante. O

custo avaliado pelos pesquisadores, naquela época, foi de US$0,9/kg.

Estudos realizados para recuperacdo de xantana em solucdo aquosa, utilizando o
etanol como agente precipitante, demonstraram que o tipo de sal empregado e concentragao
de etanol utilizada sdo as varidveis mais importantes (Gonzales et al. 1989). Os
pesquisadores utilizaram planejamento fatorial de dois niveis para verificar o efeito de
quatro varidveis na recuperacdo de xantana em solucdo aquosa utilizando etanol como
agente precipitante. Os efeitos estudados foram concentragdo de sal (0,1 e 1,0 p/v Hy0), o
tipo de sal (NaCl e KCl), concentracao de etanol (30 e 65% v/v) e temperatura (15 e 25 °C).
No que diz respeito ao teor de dlcool utilizado na precipitacdo, a recuperagdo de xantana
dobrou quando utilizada a maior concentragdo de dlcool. O sal KCI, adicionado para
reduzir a quantidade de dlcool utilizada na precipitacdo, teve melhor desempenho quando
comparado ao sal NaCl. A temperatura e a concentracdo de sais ndo tiveram efeitos
significativos neste estudo. Maiores rendimentos foram alcangado com 1% de sal e 65% de
etanol. A interacdo entre a concentragdo de dlcool e a concentracdo de sal (em baixas
quantidades) sugere que a xantana se comporta como proteinas em resposta a mudanca na
constante dielétrica e forca i0nica. O sal afeta a estrutura primdria da xantana, por aumentar
o nimero de cations ligados aos grupos ionizados da molécula, um fendmeno que leva a
mudanca da carga e subseqiiente precipitacdo. Altas concentracdes de sal podem resultar

em alteracdes na conformacdo da xantana, formando fitas flexiveis.

Levando em conta a influéncia do agente precipitante, da concentracao de xantana
e a adicdo de sais, Garcia Ochoa et al. (1993) estudaram a precipitacdo de xantana. Ao
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caldo fermentado obtido foram adicionados agentes de precipitagdo — etanol, acetona e
isopropanol — e, em seguida, a mistura foi agitada em alguns casos sais foram empregados e
adicionados a solucdo de xantana antes da adicdo do agente precipitante. A Xxantana
precipitada foi removida por filtracdo a vacuo e seca a 60°C. Verificou-se que para a
precipitacdo da xantana é necessdria uma maior quantidade de etanol, quando comparada a
quantidade de acetona e isopropanol, verificou-se ainda que a quantidade de isopropanol
necessdrio €é levemente menor que a de acetona. A razdo entre o agente precipitante e
volume da solu¢do de xantana necessdria € de 6 para o etanol e 3,6 e 3,2 para acetona e
isopropanol, respectivamente. No que diz respeito a adi¢do de sais, foram testados os
cloretos de célcio, magnésio, amonio, sddio e potdssio na concentracdo de 1g/L para avaliar
o efeito da valéncia dos cations precipitados com a as moléculas de xantana de natureza
polieletrolitica. A adicdo de sais divalentes permitiu a maior reducdo na utilizacdo
isopropanol para precipitacdo. Apesar de estes sais colaborarem na reduc¢do do agente
precipitante de xantana, a goma xantana produzida tem a desvantagem de ser menos
soluvel.

Em trabalho realizado por Galindo et al. (1996) foram testados dois modelos de
pas - marine propeller (hélice ndutica) e Rushton turbine (turbina de Rushton) - utilizadas
para promover a agitacdo na etapa de precipitacdo de xantana de caldos fermentados bem
como foram estudados os efeitos da concentracdo do de KCl, da quantidade de &4lcool
adicionada e do aquecimento do caldo fermentado no rendimento e na qualidade e pureza
do produto final. Quando a pa utilizada foi do tipo marine propeller, obteve-se maior
pureza do produto final, indicando que a aplica¢do de um fluxo vigoroso € mais importante
que a aplicacdo de alta taxa de cisalhamento na lavagem das fibras. O melhor rendimento
na precipitagdo da xantana foi obtido com adi¢do de KCl (3% p/pgoma) €m caldo aquecido a
110°C por 15min em autoclave. Foi conseguida 99% de recuperag¢do da xantana em caldos
contendo 25g/L. de xantana submetidos a aquecimento, utilizando a pd marine propeller,
com adi¢ao de KCI (p/pgoma) € 1,4 vezes o volume de alcool por volume de caldo.

Devido ao alto custo na etapa de recuperacdo, Lo et al. (1997) propuseram a
inclusdo de uma etapa de ultrafiltracdo para concentrar o caldo fermentado de xantana antes
da precipitacdo com d&lcool e avaliaram a eficiéncia energética deste processo. Um

fluxograma deste processo incluindo a etapa de ultrafiltracdo estad apresentado na Figura 8.
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FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DE PROCESSO DE PRODUCAO DE XANTANA INCLUINDO ETAPA DE
ULTRAFILTRACAO SEGUNDO

A ultrafiltracdo mostrou ser um método econdmico para a concentragdao de caldo
fermentado contendo xantana. A reducdo da quantidade de dlcool e energia utilizados no
processo de recuperagdo de xantana foi de 80%. Ainda foi evidenciado que mais de 45%
dos custos do processo de recuperacdo de xantana podem ser economizados utilizando o
processo de ultrafiltracdo. A performance do processo e a economia podem ser afetados
pela diferenca de pressdo transmembrana, taxa de cisalhamento e concentracdo de xantana.
Os autores sugeriram que o preco para o processo de ultrafiltracio € de US$0,16/kg
xantana.

Ap6s a primeira etapa de concentragdo do polissacarideo conforme apresentado, o
mesmo deve ser prensado ou centrifugado para remover a parte liquida em excesso para
aumentar a pureza do produto e diminuir custos da operacdo de secagem. A xantana
precipitada deve receber tratamentos com 6xido de propileno, glutaraldeido, por exemplo,
para destruir a atividade da celulase antes da secagem com ar ou com glioxal para aumentar
a dispersdo do produto final. Os precipitados de polissacarideos sdo geralmente secos em
bateladas ou em secadores continuos sobre vicuo ou ar forcado, ou ainda com gas inerte
caso os solidos contenham solventes organicos inflaméveis. As condi¢des de secagem
devem ser cuidadosamente escolhidas para ndo prejudicar a solubilidade e evitar a
degradacdo e descoloracdo (Smith and Pace, 1982). O polissacarideo seco € moido em
malha predeterminada para controle de dispersdo e da taxa de dissolu¢do, bem como para
facilitar a manipulac¢do. Cuidado especial deve ser tomado para que a etapa de moagem nao
degrade o produto pelo aquecimento. Os polissacarideos sdo usualmente secos até 10% de
umidade (Smith and Pace, 1982).
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4 Material e Métodos
4.1 Microrganismo

Os ensaios foram iniciados com a linhagem Xanthomonas campestris NRRL B-
1459. Esta linhagem havia sido adquirida pelo laboratério de Biotecnologia e Processos do
CPQBA/UNICAMP em 2001 para um projeto que acabou ndo sendo desenvolvido. Esta
linhagem, portanto, ficou estocada em criotubos em freezer comum a -18°C por
aproximadamente trés anos. Os resultados dos ensaios conduzidos com esta linhagem
indicaram perda da qualidade da goma e produtividade que pode ter tido como causa o

longo tempo de estoque dos criotubos.

Por este motivo, fez-se a compra da linhagem de Xanthomonas campestris ATCC
13951 diretamente da American Type Culture Collection (ATCC) que, na verdade, € a
NRRL B-1459 depositada pelo préprio Northern Regional Research Laboratory (agora
denominado National Center For Agricultural Utilization Research - NCAUR) na ATCC
que designou a ela novo cdédigo. A linhagem ATCC 13951, portanto, corresponde a
linhagem NRRL B-1459 e ¢ também designada de ICMP 8425, ICPB XC 153 e NCIB
11803. A descricdo da linhagem ATCC 13951 no sitio da ATCC faz mengdo a instabilidade

da linhagem por manutenc¢do inadequada relatada por Cadmus et al. (1976).

No presente trabalho, portanto, far-se-4 distincdo a linhagem estocada por longo
periodo em freezer e com suspeita de degradacdo genética (NRRL B-1459%*) e da linhagem
comprada diretamente da ATCC (ATCC 13951). Neste trabalho, utilizou-se também a
linhagem ATCC 55298 adquirida diretamente da American Type Culture Collection
(ATCC) que € uma variante espontanea da ATCC 13951 resistente a rifampicina isolada
segundo metodologia descrita na patente US 5,310,677 de propriedade da Shin-Etsu Bio,
Inc. e depositada na ATCC por exigéncia do tratado de Budapeste. A linhagem ¢é designada

na patente como X59.

A linhagem ATCC 55298 ou X59, portanto, estd protegida pela Lei de Propriedade
Intelectual dos Estados Unidos até 2012. Na Europa, a mesma patente foi depositada e a
matéria foi concedida segundo exigéncias locais (EP0287363B1). Esta patente, entretanto,
teve seu prazo de validade expirado (04/2008). A patente ndo foi depositada no Brasil de
modo que a linhagem pode ser explorada no territério brasileiro. De qualquer forma,

qualquer matéria objeto de protecdo patentdria pode ser utilizada para fins de pesquisa
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académica conforme disposto no TRIPS (Acordo sobre Aspectos dos Direitos de

Propriedade Intelectual relacionados ao Comércio, ADPIC - TRIPS).

4.1.1 Conservacao

As linhagens adquiridas diretamente da ATCC foram reativadas e mantidas
Laboratério de Microbiologia do CPQBA/UNICAMP. Um tnico repique em YMA foi
cedido para o laboratério de Biotecnologia e Processos do CPQBA/UNICAMP e um lote

de criotubos foi preparado a partir desta amostra para a realizacdo dos ensaios.

As linhagens ATCC, cedidas na forma de cultura fresca em YMA pelo
Laboratério de Microbiologia do CPQBA/UNICAMP, e a linhagem NRRL B-1459%
preservada em criotubos a -18°C e previamente descongelada, foram repicadas em frascos
contendo 50 ml de YM esterilizado. Os frascos foram incubados em uma incubadora
agitada a 28°C e 150 rpm. por 24 horas. Aos frascos contendo a cultura fresca foram
adicionados 50 ml de solu¢do aquosa de glicerol 40% estéril. Por¢cdes de 3 ml desta
suspensdo celular foram adicionadas em criotubos com o auxilio de pipetas graduadas,
ambos previamente esterilizados. Os criotubos foram submetidos a congelamento rapido
por imersdo em uma solucdo de etanol comercial (92,8%) e gelo seco (-80°C) por 2
minutos. Os criotubos foram conservados em freezer a -18°C. A composi¢ido do meio de

cultivo YM e YMA esta descrita na Tabela 2.

TABELA 2 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO YM

Componente Concentracio (g/1)
Glicose 10,0
Extrato de Levedura 3,0
Extrato de Malte 3,0
Peptona 5,0
Agar (somente para YMA) 20,0

4.1.2 Pré-Inéculo e Inéculo

O pré-in6culo foi preparado inoculando-se um frasco contendo 100 ml de YM

estéril com o conteido de dois criotubos descongelados em temperatura ambiente por
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aproximadamente 1 hora. O frasco foi mantido por 24 horas em incubadora agitada a 28°C
e 150 rpm. O indculo foi preparado a partir da transferéncia de 10 ml da cultura fresca
crescida em YM (pré-indculo) para frascos contendo 100 ml de meio para producdo de
goma estéril. A composicdo do meio para producdo de goma xantana estd descrita na

Tabela 3 e o esquema de preparo do in6culo estd mostrado na Figura 9.

TABELA 3 - MEIO DE FERMENTACAO PARA PRODUGCAO DE GOMA XANTANA

Componente Concentracao (g/l)

Sacarose 25,0
Fosfato de potdssio dibdsico 5,0
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,20
Sulfato de amonio 2,0
Acido citrico 2,0
Acido Bérico 0,006
Oxido de zinco 0,006
Cloreto de férrico hexahidratado 0,02
Carbonato de calcio 0,02
Acido cloridrico 13 ml
Hidréxido de sédio ajustar pH=7,0

150 rpm 150 rpm
28°C 28°C
24 h 72 h

FIGURA 9 - PROCEDIMENTO PARA PREPARACAO DO INOCULO

O meio de produgcdo de goma é uma adaptacdo do meio otimizado por Garcia-
Ochoa et al. (1992). A quantidade de sacarose foi diminuida devido ao menor tempo de
fermentagdo e, conseqiientemente, menor consumo do substrato. O nitrato de amoénio foi
substituido por sulfato de amoénio e o cloreto de magnésio foi substituido por sulfato de
magnésio respeitando-se a propor¢do estequiométrica dos elementos essenciais: nitrogénio

e magnésio.
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Para o preparo do meio para produ¢do de goma xantana, foi preparada uma
solucdo 100 vezes mais concentrada dos componentes presentes em baixas concentracdes.
O oxido de zinco foi dissolvido no 4cido cloridrico e o 4cido bdrico, cloreto férrico
hexaidratado e o carbonato de célcio foram pesados e dissolvidos separadamente. Em
seguida, estes sais foram todos misturados em baldo volumétrico juntamente com a solucao
acida de cloreto de zinco resultando na solugdo concentrada de sais. O pH do meio foi

ajustado em 7,0 com hidréxido de sédio 50% p/p antes da esterilizacdo.

4.2  Processo em batelada repetida
4.2.1 Escala laboratorio

4.2.1.1 Descricio do sistema operacional

Os ensaios foram conduzidos em um reator de vidro borossilicato encamisado de
30 cm altura por 6 cm diametro interno totalizando um volume de 850 ml. As extremidades
do reator foram vedadas por rolhas de borracha através das quais foram inseridos tubos de
vidro para fazer a conexao com mangueiras externas para a entrada e saida de ar, entrada de
antiespumante e meio para producdo de goma. Uma saida lateral, a uma altura de 4,4 cm do
fundo do reator, foi projetada a fim de retirar amostra e o fermentado ao final de cada
batelada. Bombas peristdlticas da Masterflex foram utilizadas para realizar as operacdes de

adicao de meio e antiespumante e saida de fermentado.

A aeracgado do reator foi feita por meio de um distribuidor de vidro sinterizado e
ajustada por um rotametro de acrilico modelo FR2A29 da Key Instruments. Na entrada e na
saida de ar, foram conectados dois filtros de vidro contendo algodao hidrofébico para
manter o sistema estéril. Um Erlenmeyer foi colocado entre a saida de ar do reator e o filtro
para servir de tanque pulmdo caso houvesse vazamento por excesso de espuma no reator. O
controle da temperatura foi feito por meio de um banho termostédtico da Tecnal dotado de
sistema de bombeamento que mantinha dgua circulando na camisa do reator. A Figura 10
mostra uma fotografia do sistema em operacdo em que alguns componentes estao

indicados.

O volume de trabalho no reator foi de 660 ml em todas as bateladas. Na batelada
inicial, adicionou-se 600 ml de meio para producdo de goma xantana e 60 ml de in6culo e,

nas bateladas seguintes, em que parte do fermentado da batelada anterior foi deixado no
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reator (cerca de 124 ml), o volume de trabalho foi completado até 660 ml com meio para

producdo de goma estéril.

‘ 5

FIGURA 10 - SISTEMA OPERACIONAL: (1) REATOR DE VIDRO ENCAMISADO, (2) BANHO TERMOSTATICO, (3)
ROTAMETRO, (4) BOMBAS PERISTALTICAS - (A) ENTRADA DE MEIO, (B) ENTRADA DE ANTIESPUMANTE E (C)
SAIDA DE FERMENTADO -, (5) FILTROS DE AR, (6) TANQUE PULMAO E (7) ANTI-ESPUMANTE.

4.2.1.2 Preparo e inoculacao do reator

Ao reator foram conectados todas as mangueiras, os filtros de ar e o frasco de
antiespumante e, em seguida, foi adicionado 600 ml de meio de producdo de goma. Esta
parte do sistema foi entdo esterilizada em autoclave por 20 minutos a 121°C. O inéculo foi
adicionado pelo topo retirando-se a rolha sob chama do bico de Bunsen em uma sala de

inoculacdo até uma altura correspondente ao total de 660ml.

4.2.1.3 Procedimentos de operacio e amostragem

Apo6s a inoculagdo, foram feitas as conexdes das mangueiras com o sistema de ar
comprimido e com o banho termostatico. A vazdo de ar e a temperatura foram devidamente
ajustadas as condicdes do ensaio. Uma amostragem foi feita ao inicio de cada batelada e a
cada 24 horas, perfazendo um total de 3 amostragens: Oh, 24h e 48h. Ao final de 48 horas,
finalizava-se a batelada e se retirava parte do fermentado até a altura da saida lateral. Em

seguida, foi adicionado o meio de cultivo para producdo de goma até uma altura de
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aproximadamente 23 cm do fundo do reator referente ao total de 660 ml. O meio fresco foi
previamente preparado e esterilizado em um Erlenmeyer de 1 litro. O Erlenmeyer foi
fechado por meio de uma rolha através da qual passavam dois tubos de vidro: um para
equilibrar a pressdo, contendo algodao hidrofébico para manter o ambiente estéril, e outro
conectado com uma mangueira interna que ia até o fundo do frasco e uma mangueira
externa dotada de um conector de vidro tipo macho-fémea na extremidade para ser realizar

a transferéncia de meio. A Figura 11 mostra o esquema dos ensaios.
Meio de
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) 1

Realimentacio
Inoculalgz?l(_)| 48 h de Meio I Oh

Préxima
= E Batelada E

Ao Y,
A\ A s

Retirada do fermentado

\ Etapas repetidas /

FIGURA 11 - ESQUEMA DOS ENSAIOS

4.2.2 Escala piloto

O ensaio em escala piloto foi conduzido em um reator tipo bolha de volume total
de aproximadamente 400L (1,65 m de altura por 0,55 m de didmetro; L/D=3) e operado
com aproximadamente 70% de volume de fermentado. O indculo foi propagado em trés
etapas: (1) dois frascos Erlenmeyer contendo 50 ml de YM foram inoculados com o
contetido de dois criotubos, (2) 50 ml da cada cultura fresca da primeira etapa foi
transferida para um frasco Erlenmeyer de 1L contendo 500 ml de YM, (3) a cultura fresca
da segunda etapa totalizando 1 L foi inoculada num garrafao de contendo 10L de YM. Os
frascos inoculados nas etapas (1) e (2) de propagacdo foram incubados em mesa rotatdria
por 24h a 28°C e 175 rpm e o crescimento no garrafio foi feito com aeracéo de 1 vvm sem
controle da temperatura. Para se conseguir um crescimento mais vigoroso no garrafao, foi
desenhado um distribuidor de ar com mangueiras para permitir a passagem na boca do

garrafao.
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A esterilizagc@o das linhas e do reator foi realizada com inje¢ao direta de vapor por
20 minutos. O meio de cultivo foi esterilizado previamente num tanque mistura de 200 L
com injegdo direta de vapor por 20 minutos e temperatura controlada em 120+£5°C. O meio
foi transferido para o reator apos esterilizacdo das linhas de transferéncia e, no caso da

primeira batelada, foi previamente inoculado como contetido do garrafao.

As fermentagdes foram conduzidas a temperatura de 28°C e estratégias de aeragdo
variadas. As amostragens foram realizadas em diferentes tempos para cada batelada e os
procedimentos de andlise de quantificacdo de goma, biomassa e sacarose no fermentado

foram os mesmos utilizados para os ensaios em escala laboratdrio apresentados a seguir.

4.3 Recuperaciao da goma

A goma foi recuperada do fermentado por precipitagdo com etanol. A etapa de
separacdo das células bacterianas ndo foi realizada uma vez que optou-se pela producdo de
xantana grau industrial, ou seja, sem maior grau de purificacdo. A propor¢ao de etanol para
fermentado foi de 5:1 v/v para as amostras de 10 ml e de 2:1 para a amostra de fermentado
retirada ao final de cada batelada. A goma xantana precipitada foi filtrada a vacuo
utilizando-se um filtro de Buchner e um kitassato ligado a uma bomba de vicuo. A goma
xantana recuperada foi secada em estufa a 55+5°C por 24 horas e em seguida pesada. No
caso do fermentado final, a goma foi ainda macerada e estocada em frascos fechados em
geladeira para posterior andlise reoldgica. A Figura 12 ilustra o procedimento para a

recuperacdo da goma xantana.

§ Etanol 92,5%
b —

Precipitacio Filtragcdo Secagem Maceragao

FIGURA 12 - PROCEDIMENTO PARA RECUPERACAO DA GOMA
4.4  Determinacio da biomassa

Foram realizados cinco ensaios para se construir uma curva de calibracdo para

determinacdo da concentragdo em massa (biomassa) das células de Xanthomonas
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campestris por turbidimetria, ou seja, a partir da medida da absorbancia do fermentado a
540 nm e 600 nm diluido de 5 a até 30 vezes com dgua destilada. Todos estes ensaios foram
realizados para se avaliar tanto a cinética de crescimento no meio YM quanto para se
avaliar a influéncia da xantana na absorbancia do caldo fermentado e se chegar a uma

correlagdo confidvel entre as varidveis massa seca de células e absorbancia do fermentado.

Para a obtencdo da biomassa, todos os ensaios consistiram de trés etapas: (1)
obtencdo do pré-indculo, (2) obtencao do indculo e (3) obtengdo da biomassa em diferentes
concentracdes por variagdo no tempo de cultivo ou quantidade de indculo. Na primeira
etapa, o pré-indculo foi preparado a partir da incubacdo do conteido de dois criotubos
contendo a linhagem Xanthomonas campestris ATCC 13951 em um frasco Erlenmeyer
(250 ml) contendo 50 ml de YM em incubadora a 175 rpm e 28°C por 24 horas. Na
segunda etapa, o indculo foi preparado pelo repique de 10 ml da cultura fresca (pré-
in6culo) em um frasco Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de YM em incubadora a 175
rpm e 28°C por 24 horas. A terceira etapa consistiu em incubar um frasco Erlenmeyer (250
ml) contendo 100 ml de YM em incubadora agitada a 175 rpm e 28°C com quantidade de
in6culo e tempo de incubacdo varidveis conforme descrito nas préximas secdes. Nesta
ultima etapa, em todos os ensaios, exceto para o ensaio 4, para cada condi¢do de quantidade

de in6culo e tempo de incubacdo foram preparados 3 frascos (ensaio em triplicata).

Em todas as etapas, os frascos contendo o meio de cultivo foram esterilizados a
121°C por 15 minutos em autoclave e a inoculac¢do dos frascos foi realizada com o auxilio
de pipetas graduadas previamente esterilizadas e um pipetador automatico numa sala de

inoculacdo sob a chama do bico de Bunsen.

A quantidade de biomassa formada foi determinada por gravimetria (massa seca).
Esta metodologia consiste em separar por centrifugacdo as células do caldo fermentado e
seca-las em estufa até peso constante. No caso de amostras de caldo fermentado de
Xanthomonas campestris, é necessaria uma prévia diluicdo para reduzir a viscosidade e

facilitar a sedimentacao celular.

Nos ensaios realizados, uma amostra de 40 ml de fermentado foi diluida com 4dgua
destilada na propor¢cao em massa de cinco vezes e uma parte deste caldo diluido (cerca de
20 ml) foi retirado para medida de absorbancia num espectrofotdmetro FEMTO modelo

600 S. O restante caldo diluido foi, entdo, centrifugado em uma centrifuga Beckman
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Coulter Avanti J-25 a 12.000 rpm por 10 minutos. As células foram lavadas com 4gua
destilada e novamente centrifugadas. Este procedimento foi repetido mais uma vez para
eliminacdo de tracos de goma xantana aderida nas células e, em seguida, a biomassa
recuperada foi vertida em uma placa de vidro previamente pesadas em balanga analitica
para secagem. A secagem da massa celular foi realizada em um estufa com recirculagio de

ar forcada a 50°C. Apés secagem, as placas contendo a biomassa foram novamente pesadas.

Cabe mencionar que, quando a linhagem Xanthomonas campestris € cultivada no
meio YM, a quantidade de goma produzida € pouca, cerca de 3 g/l ao final do crescimento
exponencial, mas o suficiente para influenciar na medida da absorbancia como serd
discutido na secdo Resultados e Discussdo. Portanto, fez-se necessario determinar a
influéncia da presenca da goma na absorbancia do fermentado. Para tanto, foram
preparadas solucdes aquosas de goma xantana grau alimenticio em diferentes concentracdes
e a absorbancia destas solu¢des nos comprimentos de onda de 540 nm e 600 nm foi medida.
Com isso, construiu-se uma curva de concentracdo goma xantana versus absorbancia para
se avaliar a influéncia da presen¢a da goma na medida da absorbancia do caldo fermentado.
A amostra de goma xantana de grau alimenticio foi gentilmente cedidas pela CPKelco, por

meio do engenheiro Flavio A. Tanaka.

A determinacdo da quantidade de goma xantana bruta foi feita somente para os
ensaios 3, 4 e 5. A recuperacdo da goma xantana bruta foi realizada por precipitacdo com
etanol segundo metodologia descrita na Secdo 4.3 utilizando uma propor¢ao 1:5 v/v de
fermentado para etanol. No ensaio 5, ainda foi realizada a recuperagdo da goma xantana
pura, livre de células. Para tanto, a goma xantana presente no sobrenadante do caldo diluido
centrifugado foi precipitada com isopropanol na propor¢do de 1:5 v/v de sobrenadante para

isopropanol.

4.4.1 Ensaio Biomassa 1

Neste primeiro ensaio, foram inoculados 15 frascos contendo 100 ml de YM com
10 ml de cultura fresca (inéculo) de Xanthomonas campestris ATCC 13951 preparada
conforme descrito na se¢do 4.4. As amostragens foram realizadas em intervalos de tempo
de trés horas a partir da oitava hora apds a inoculagdo, ou seja, nos tempos 8h, 11h, 14h,

17h e 20h.
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4.4.2 Ensaio Biomassa 2

No segundo ensaio, a quantidade de indculo foi variada e o tempo de fermentagao
foi fixado em 20 horas. Foram inoculados 15 frascos contendo 100 ml de YM e cada
conjunto de trés frascos foi inoculado com 0,1 ml, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml e 10 ml de cultura
fresca (indculo) de Xanthomonas campestris ATCC 13951 preparada conforme descrito na

secdo 4.4.

4.4.3 Ensaio Biomassa 3

Neste ensaio, variou-se a quantidade de in6culo e o tempo de fermentagdo. Foram
inoculados 15 frascos contendo 100 ml de YM e cada conjunto de trés frascos correspondeu
a uma das seguintes condi¢des de (quantidade de indculo / tempo de fermentacdo): (2,5 ml /

44 h), (Sml/44h), (10 ml/ 44 h), (S ml/ 66 h) e (10 ml/ 66 h).

4.4.4 Ensaio Biomassa 4

Neste ensaio, foram inoculados quatro frascos de YM segundo descrito na secao
4.4. Apé6s 20 horas de incubagdo, as amostras de caldo fermentado dos frascos foram
misturadas num s6 frasco e, em seguida, diluidas com dgua destilada seqiiencialmente em
vdrias proporgoes: 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:12, 1:14, 1:19, 1:24 e
1:29 p/p de fermentado para 4gua destilada. As diluicdes e respectivas medidas de

absorbancia foram realizadas em triplicata.

4.4.5 Ensaio Biomassa 5

Neste dltimo ensaio, foram inoculados 15 frascos contendo 100 ml de YM com 10
ml de cultura fresca (inéculo) de Xanthomonas campestris ATCC 13951 preparada
conforme descrito na secdo 4.4. As amostragens foram realizadas em intervalos de tempo
de 12 horas a partir de 24 horas apds a inoculagdo, ou seja, nos tempos 24h, 36h, 48h, 60h,
e 72h.

4.5 Determinacio dos parametros reologicos

A metodologia empregada neste trabalho para se determinar os parametros
reoldgicos da goma xantana foi baseada na norma API RP 13B-1 (Recommended Practice

Standard Procedure for Field Testing Water-Based Drilling Fluids), utilizada pela industria
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do petréleo para avaliar a qualidade dos viscosificantes para os fluidos usados na

exploracdo e producio de pocos de petrdleo e gas.

As solucdes aquosas destes viscosificantes sdo caracterizadas por apresentarem

comportamento reolégico pseudoplastico. O modelo mateméatico mais simples que descreve
este perfil de escoamento é a Lei da Potencia: 7=k-}7"em que n é o indice de

comportamento de fluxo e k € o indice de consisténcia.

O parametro n fornece informacdes acerca do grau de pseudoplasticidade do
fluido: quanto mais o seu valor estd afastado da unidade, mais pseudoplastico € o fluido. O
parametro k determina a magnitude da viscosidade aparente: quanto maior o valor de k,

maior serd a viscosidade aparente do fluido.

A equacgdo deste modelo pode ser linearizada aplicando o logaritmo dos dois lados.
A equacio linearizada assume, entdo, a forma: logt = logk + nlogy. A partir de dados de
tensdo versus taxa de cisalhamento, faz-se uma regressao linear de log T versus logy e se

obtém os valores do coeficiente linear log k e do coeficiente angular n.

4.5.1 Preparo da Amostra

Inicialmente, preparou-se o fluido base conforme o nimero de amostras e a
quantidade de amostra disponivel para o teste. O fluido base € uma solucdo salina que
mimetiza a 4gua do mar, utilizada no preparo da lama de perfuracdo. Este fluido base é
preparado com dgua deionizada e com os seguintes sais: 60 g/l de NaCl, 0,2 g/l de CaCl e

0,08 g/l de MgCl,, todos de qualidade padrdo para andlise (PA).

A solugdo aquosa de goma xantana € preparada em etapas. Estes passos sdo
necessarios uma vez que as particulas da goma tendem a se agregar formando aglomerados
insoliveis e mascarando a concentragdo final da solug@o. Para auxiliar na dissolu¢do da
goma, utilizou-se um misturador de haste unica modelo M-936 do fabricante Hamilton
Beach. As etapas de preparo da solu¢do aquosa de goma xantana consistiram de:

1) Pesar a amostra de xantana a ser analisada numa balanga analitica de modo a
resultar numa solucdo com concentracao de 4,3 g/l em fluido base;

2) Transferir o volume desejado de fluido base para o copo do misturador

ligando-o em velocidade baixa;
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3) Adicionar a amostra de xantana ao fluido base ao longo de 5 minutos, ou
seja, adicionar pequenas quantidades do pé por vez, mantendo a velocidade do
misturador baixa;

4) Decorridos os 5 minutos e completada a adi¢do de amostra, interromper a
agitacdo uma tunica vez, durante, no maximo, um minuto, para raspar qualquer
material que aderido as paredes do recipiente, reincorporando-o a solucao;

5) Continuar a agitacdo na velocidade baixa por mais 10 minutos.

Ap6s esta etapa de dissolucdo, a solugao foi transferida para um frasco Erlenmeyer
de 1 litro tampado com pléstico filme e este foi levado a uma estufa incubadora rotativa
operando a 100 rpm e 50°C por 16 horas. Apés este periodo, os frascos foram colocados em
um banho de dgua termostatizado 2 temperatura de 22°C para resfriamento. E importante
ressaltar que, ao retirar o frasco da incubadora rotativa, deve-se tomar cuidado para nao
incorporar ar a solu¢do que ird ser analisada no viscosimetro. Para tanto, deve-se evitar

agitar da solucdo apds esta etapa.

4.5.2 Anailise Reologica

Utilizou-se um viscosimetro de cilindros coaxiais modelo 900 do fabricante
OFITE. Este viscosimetro foi especialmente projetado para andlise de fluidos de
perfuracdo. Ele opera a taxa de cisalhamento controlada pelo cilindro rotacional externo
(Figura 13(b)) e a tensdao impressa pelo fluido no cilindro interno (Figura 13(a)) é medida
pela deflexdo de uma mola de tor¢do. A operacdo do viscosimetro é simples, entretanto, o

processo de adicdo da solucdo a ser analisada requer certos cuidados.

A solug@o aquosa de xantana (aproximadamente 140 ml) deve ser transferida de
modo a ndo incorporar ar a amostra. Para isso, a amostra deve ser vertida lentamente
encostando a boca do frasco Erlenmeyer no copo do viscosimetro, formando um filete do
fluido descendo pela parede do copo. Pode-se também utilizar uma pipeta graduada (20 ml
ou mais) transferindo pequenos volumes por vez. Em seguida, o copo é colocado no
compartimento de controle de temperatura (Figura 13 (c)) e a plataforma € elevada até que

a superficie do fluido alcance uma linha de marcag¢ao no cilindro externo (Figura 13(d)).
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FIGURA 13 - VISCOSIMETRO OFITE 900

A leitura dos pontos de taxa de cisalhamento versus tensdo é realizada em
diferentes rotagdes controladas pelo Viscosimetro OFITE 900 , cada uma correspondendo a
uma taxa de cisalhamento especifica conforme apresentado na Tabela 4. A aplicacdo do
cisalhamento no fluido € iniciada com uma rota¢do de 600 rpm e sucessivamente reduzida
até a rotagdo de 1 rpm para evitar qualquer efeito de tixotropia do fluido. A leitura da
tensdo € realizada apds decorrido 1 minuto do inicio do cisalhamento para dar tempo de
resposta ao fluido frente a taxa de cisalhamento aplicada e, assim, obter uma leitura

confiavel.

TABELA 4 - RELACAO ENTRE ROTACAO E TAXA DE CISALHAMENTO DO VISCOSIMETRO OFITE 900

® (rpm) 600 300 200 100 60 30 10 6 3 1

y(s™ 102138 | 510,69 | 340,46 | 170,23 | 102,14 | 51,07 | 17,02 | 10,21 5,11 1,7

A metodologia do API RP 13B-1 realiza somente as leituras das rotagdes 600, 300,
200 e 100 rpm, entretanto, no presente trabalho, foi feita a leitura em toda a faixa de
cisalhamento permitida pelo viscosimetro para posterior escolha da regido a ser utilizada na

determinagdo dos parametros.

4.6 Ensaio de estabilidade térmica da goma xantana

Os ensaios de estabilidade da goma xantana consistiram em submeter o

fermentado a diferentes condicdes de tempo e temperatura de aquecimento. Os tempos

foram de 10 e 20 minutos e as temperaturas foram de 90°C, 100°C, 110°C e 121°C.

O fermentado foi preparado em trés etapas. A primeira etapa consistiu em preparar

o pré-indculo a partir da incubacio do conteddo dois criotubos da linhagem Xanthomonas
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campestris ATCC 13951 em um frasco Erlenmeyer (250 ml) contendo 50 ml de YM em
incubadora rotativa operando a 175 rpm e 28°C por 24 horas. A segunda etapa consistiu em
preparar o indculo a partir do repique de 10 ml da cultura fresca do pré-indculo em cada um
dos quatro (4) frascos Erlenmeyer (250 ml) contendo 100 ml de YM. Estes frascos foram
incubados em uma incubadora rotativa operando a 175 rpm e 28°C por 24 horas. A terceira
etapa consistiu em preparar o fermentado rico em goma xantana a partir do repique de 10
ml da cultura fresca do in6culo em cada um dos trinta frascos Erlenmeyer (250 ml)
contendo 100 ml de meio para producdo de goma conforme definido na Secao 4.1.2. Estes
frascos foram incubados em uma incubadora rotativa operando a 175 rpm e 28°C por 72

horas.

Em todas as etapas, os frascos contendo o meio de cultivo foram esterilizados a
121°C por 15 minutos em autoclave e a inoculac¢do dos frascos foi realizada com o auxilio
de pipetas graduadas previamente esterilizadas e um pipetador automatico numa sala de

inoculacdo sob a chama do bico de Bunsen.

Decorridas 72 horas de fermentacdo, o conteido dos 30 frascos, totalizando 3300
ml, foi vertido em um Becker e misturado para garantir uniformidade do fermentado a ser
analisado. Antes do tratamento térmico, uma amostra do caldo fermentado foi submetida a
andlise reoldgica, conforme metodologia descrita a Secdo 4.5 excluindo-se a etapa de
preparacdao da amostra uma vez que o fermentado por si sé constituiu a amostra a ser
analisada e a temperatura de andlise que foi de 25°C. Também foram retiradas amostras
para determinacdo da xantana bruta produzida, conforme metodologia descrita na Secdo
4.5, bem como para a determinacao da sacarose consumida, conforme metodologia descrita

na secdo 4.9.1.

Para cada par tempo versus temperatura, foi preparado um frasco Erlenmeyer de 1
litro contendo 400 ml de caldo fermentado. A temperatura de 90°C foi aplicada a amostra
submergindo o frasco Erlenmeyer contendo a amostra num banho de dgua termostatizado e
as demais temperaturas foram aplicadas a amostra inserindo o frasco Erlenmeyer contendo

a amostra numa autoclave.

Apés o tratamento térmico, os frascos foram colocados em banho de gelo para
rapido resfriamento e, em seguida, colocados em um banho de dgua termostatizado a 25°C

por 30 minutos. As amostras de fermentado, entdo, foram submetidas a andlise reoldgica,
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conforme metodologia descrita a Sec¢do 4.5 excluindo-se a etapa de preparacdo da amostra
uma vez que o fermentado por si sé constituiu a amostra a ser analisada e a temperatura de

anélise que foi de 25°C.

A goma xantana presente em cada amostra de caldo fermentado submetido as
diferentes condi¢des de tratamento térmico foi recuperada conforme metodologia descrita
na Sec¢do 4.3 utilizando uma propor¢do de 1:2 v/v de etanol e foram, por fim, submetidas a
andlise reoldgica segundo metodologia da norma API RP 13B-1 conforme descrito na

Secao 4.5.

4.7 Ensaio para avaliacio de diferentes agentes precipitantes

Avaliou-se o desempenho trés agentes precipitantes na recuperacdo da goma
xantana do caldo fermentado: etanol (dlcool etilico), 2-propanol (isopropanol) e 2-
propanona (acetona), todos com mais que pureza maior que 99%. Para o etanol, foram
aplicadas as propor¢des de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5 v/v de fermentado para etanol e foram
aplicadas as proporg¢des de 1:1, 1:1,5, 1:2, 1:2,5 e 1:3 v/v de fermentado para a acetona ou
isopropanol. O ensaio foi realizado em triplicata para cada condi¢cdo agente/proporcdo, a

temperatura ambiente.

O fermentado foi preparado em duas etapas. A primeira etapa consistiu em
preparar o in6culo a partir da incubagdo do conteido dois criotubos da linhagem
Xanthomonas campestris NRRL B-1459 em um frasco Erlenmeyer (250 ml) contendo 50
ml de YM em incubadora rotativa operando a 175 rpm e 28°C por 24 horas. A segunda
etapa consistiu em preparar o fermentado rico em goma xantana a partir do repique de 10
ml da cultura fresca do inéculo em cada um de cinco frascos Erlenmeyer (250 ml) contendo
100 ml de meio para producdo de goma conforme definido na secdo 4.1.2. Estes frascos

foram incubados em uma incubadora rotativa operando a 175 rpm e 28°C por 72 horas.

Em todas as etapas, os frascos contendo o meio de cultivo foram esterilizados a
121°C por 15 minutos em autoclave e a inoculac¢do dos frascos foi realizada com o auxilio
de pipetas graduadas previamente esterilizadas e um pipetador automatico numa sala de

inoculacdo sob a chama do bico de Bunsen.

Ao final de 72 horas, o conteido dos 5 frascos, totalizando 550 ml de caldo

fermentado, foi vertido em um frasco Erlenmeyer de 1 litro e submetido a tratamento
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térmico a 121°C por 10 minutos para inativagio celular. Apds esta etapa, o fermentado foi

resfriado em banho de gelo.

Amostras de 10 ml de fermentado foram coletadas em beckers de 50 ml com
pipeta volumétrica. Entretanto, uma vez que o fermentado é demasiadamente viscoso, em
média, 10% do coletado fica aderido nas paredes da pipeta. Por isso, fez-se a pesagem do
becker antes e apds a adicdo do fermentado de modo a se determinar a massa exata da

amostra.

A densidade foi estimada por 3 coletas de amostra com 3 pipetas volumétricas
limpas. As pipetas foram pesadas antes e apds amosrtagem e os beckers, onde foram
coletadas as amostras, foram pesados antes e apds coleta. A soma da massa de fermentado
presente na pipeta € no Becker constituem, com maior precisdo, a massa equivalente ao
volume de 10 ml da pipeta volumétrica. A quantificacdo da concentragdo em g/l de xantana,
portanto, foi feita com base no peso de amostra de fermentado coletada e da densidade

assim determinada.

A adicdo do precipitante foi feita com o auxilio de uma pipeta volumétrica e a
mistura fermentado/agente precipitante foi agitada com o auxilio de um bastao de vidro.
Em seguida, a mistura contendo a goma precipitada foi filtrada a vacuo e secada em estufa

conforme descrito na Secao 4.3.

4.8 Métodos Analiticos
4.8.1 Determinacio de sacarose

4.8.1.1 Quantificacdo por determinacio de aciicares redutores

A quantificacdo do conteido de sacarose no fermentado foi determinada pelo
método DNS (Miller, 1959). Este € um método colorimétrico onde a concentragao dos
acucares redutores apds a reacdo com o DNS (4dcido dinitrosalicilico) € proporcional a

absorbancia no espectro visivel a A = 540 nm.

O reagente DNS ¢ preparado dissolvendo-se com aquecimento 5 gramas de dcido
3,5 dinitrosalicilico em 150 ml de dgua destilada e 200 ml de solucdo de NaOH 1N. Apds
dissolucdo, sao adicionados 150 g de tartarato de sddio e potdssio tetrahidratado. O volume
¢ ajustado para 500 ml em baldo volumétrico. O reagente € colocado em frasco envolvido

com papel aluminio para protecdo contra a luz e estocado em geladeira.
51



O método consiste em reagir a amostra contendo os agucares redutores com o
reagente DNS em banho-maria (aproximadamente 100°C) por 5 minutos. A propor¢ao
utilizada foi de 1 ml de DNS para 1 ml de amostra adicionados em tubos de ensaio. Apds a
reacdo, os tubos sdo colocados em banho de gelo para resfriamento e diluidos com 10 ml de

dgua destilada para a realizacdo da leitura em espectrofotometro.

Uma vez que esta metodologia analitica quantifica aguicares redutores totais e a
fonte de carbono utilizada foi sacarose, as amostras de mosto e fermentado foram
previamente submetidas a uma etapa de hidrdlise dcida com HCI. Esta etapa consiste em
reagir 2 ml de amostra com 2 ml de HCI 1N em banho-maria (aproximadamente 100°C) por
10 minutos. Em seguida, a mistura é resfriada em banho de gelo e € adicinado 2 ml de

NaOH 1N para neutralizar a mistura.

Para se determinar a relacdo absorbincia versus quantidade de agucar redutor,
construiu-se uma curva padrdo de massa conhecida de glicose, um actcar redutor, versus
absorbancia. De uma solu¢do padrao de glicose de 10 g/l foram feitas diluicdes para
obtencdo de solugdes de concentracao 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 g/l. Amostras de cada uma
destas solucdes foram submetidas a reacdo com o reagente DNS conforme descrito
anteriormente. Assim, pontos de valores de massa conhecidos de 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1,0

mg versus absorbancia foram obtidos e construiu-se a curva padrao.

4.8.1.2 Quantificaciao por HPLC

As concentragdes de sacarose, frutose e glicose das amostras de xantana foram
determinadas por cromatografia de troca anidnica de alto desempenho (HPAEC). Utilizou-
se um aparelho de cromatografia da Dionex dotado de uma coluna de troca aniOnica
(Carboac PA-1) e detector de pulso amperiométrico. O eluente utilizado foi hidréxido de

s6dio 100 mM com fluxo de 1,0 ml/min.

As solugdes para andlise no cromatdgrafo foram preparadas diluindo-se uma
amostra de xantana na forma de pé em dgua deionizada em baldo volumétrico. A
quantidade de xantana diluida variou de acordo com a amostra. A solugdo foi deixada em
repouso na temperatura ambiente por pelo menos 16 horas a fim de garantir total

solubilizacdo da amostra. Em seguida, esta solucdo foi filtrada em filtro Milipore de 22um
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para eliminacdo das moléculas de xantana e outras impurezas que poderiam entupir a

coluna cromatogréfica.

4.9 Metodologia para otimizacao de processo
4.9.1 Planejamento fatorial

Os ensaios de otimizacdo foram baseados em planejamento fatorial de trés fatores
em dois niveis com configuracio estrela e trés repeticdes do ponto central (Barros Neto et
al.). Este planejamento consiste de 3° pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 repeticdes do
ponto central, totalizando 17 ensaios. Os fatores estudados foram: (1) concentracdo inicial
do substrato (sacarose), (2) vazdo de ar e (3) temperatura. Os valores estudados de cada
fator codificados e ndo codificados estdo apresentados na Tabela 5 e a descricdo das

condic¢des de cada ensaio do planejamento fatorial estdo apresentados na Tabela 6.

As respostas avaliadas foram: (1) concentragdo de xantana em g/L no fermentado
ap6s 48 horas de fermentacdo (Xagn), (2) rendimento em xantana calculado como

R=100-(X,/S,,) em que Sp, € a concentracdo de sacarose na hora zero de cada

batelada em g/L e (3) o parAmetro reoldgico indice de consisténcia, kK em mPa.s". O indice

de comportamento de fluxo, n, ndo foi avaliado pois sua variabilidade € muito pequena.

As fermentagOes referentes a cada ensaio do planejamento foram realizadas por
bateladas repetidas em ciclos de trés a seis bateladas por bloco. A ordem de execucdo dos
ensaios foi obtida por aleatoriza¢do no programa Statistica 6.0 e os cédlculos das varidveis
estatisticas associadas aos resultados obtidos no planejamento para cada linhagem foram

realizados no programa Statistica 6.0.

TABELA 5 - DEFINICAO E NIVEIS DOS FATORES ESTUDADOS

Fatores
Nivel Temperatura Vazio de ar Concentracio de sacarose
Codificado (°C) (vvm) (g/L)
-1,68 23 0,2 16,6
-1 25 0,5 20,0
0 28 1.0 25,0
1 31 L5 30,0
1,68 33 1.8 334
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TABELA 6 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL: 8 PONTOS FATORIAIS, 6 PONTOS AXIAIS E 3 REPETICOES DO

PONTO CENTRAL
Fatores
Codificados Decodificados
Fnsaio Concentraciio Concentragio Vaziao de ar Temperatura
de Sacarose Vazio de ar Temperatura de Sacarose (vvm) °C)
(g/L)
1 -1 -1 -1 20 0,5 25
2 1 -1 -1 30 0,5 25
3 -1 1 -1 20 1,5 25
4 1 1 -1 30 L5 25
5 -1 -1 1 20 0,5 31
6 1 -1 1 30 0,5 31
7 -1 1 1 20 1,5 31
8 1 1 1 30 L5 31
9 -1,68 0 0 17 1,0 28
10 1,68 0 0 33 1,0 28
11 0 -1,68 0 25 0,2 28
12 0 1,68 0 25 1,8 28
13 0 0 -1,68 25 1,0 23
14 0 0 1,68 25 1,0 33
15 0 0 0 25 1,0 28
16 0 0 0 25 1,0 28
17 0 0 0 25 1,0 28

Os ensaios do planejamento foram feitos numa seqii€éncia obtida por aleatorizacio
no programa Statistica 6.0 que estd apresentada na Tabela 7. As varidveis foram
distribuidas da seguinte forma: a varidvel A como o fator temperatura, a varidvel B como o

fator aeragdo e varidvel C como o fator concentragdo inicial de sacarose.

4.9.2 Anilise por meio de superficies de resposta

Os dados obtidos experimentalmente em ensaios planejados por meio do
planejamento fatorial permitem a geracdo de um modelo empirico que relaciona uma
resposta (varidvel dependente) aos fatores estudados (varidvel independente). O modelo
gerado € submetido a uma andlise de significincia estatistica e de ajuste aos dados
experimentais. Havendo significancia estatistica e ajuste adequado, pode-se construir as
superficies de resposta e curvas de contorno para se determinar como a resposta varia em
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func¢ao dos fatores e, assim, determinar os niveis dos fatores que conduzem a resposta 6tima

desejada.

A anélise de significancia estatistica dos efeitos, do modelo e de ajuste do modelo
foi realizada pelo teste F, sendo que este tltimo foi feito com base no erro puro associado
as repeticdes do ponto central. Para o cdlculo dos efeitos considerou-se inicialmente o
modelo completo de 10 parametros que inclui o efeito principal, o efeito linear e quadratico
de cada varidvel individualmente e o efeito combinado de cada par de varidveis:

y =bg + bi.X; + b2.X5 + ba.X3 + bo.X1.Xo + bi3.X1.X5 + b3 X0.X3 +b11.x12 + bzz.xzz + b33.x32

Havendo efeitos ndo significativos, estes foram desconsiderados € um novo

modelo considerando somente os efeitos significativos foi submetido a andlise de variancia.

TABELA 7 - ORDEM DE EXECUCAO DOS ENSAIOS

Ordem de RANDOM
Exzc;usgio 2#%%(3) central composite, nc=8 ns=6 nc0=2 nsO=1 Runs=17
Ensaios Ordem do Planejamento A (Temperatura) B (Aeracio) C (Sacarose)
1 10 (C) 0 0 0
2 6 -1 -1 1
3 17 (C) 0 0 0
4 12 1,68179 0 0
5 11 -1,6818 0
6 1 -1 -1 -1
7 4 1 1 -1
8 14 0 1,68179 0
9 3 1 -1 1
10 2 -1 1 1
11 15 0 0 -1,6818
12 8 1 -1 -1
13 7 -1 1 -1
14 16 0 0 1,68179
15 5(C) 0 0 0
16 9 1 1 1
17 13 0 -1,6818 0
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4.9.3 Funcio desejabilidade

A metodologia de planejamento fatorial com andlise por meio de superficies de
resposta utiliza o ajuste dos dados experimentais a um modelo quadrético para se buscar em
que faixa de valor dos fatores estudados uma resposta especifica do processo € 6tima. O
modelo quadratico inclui os efeitos linear e quadrético e os efeitos de interacao de primeira
ordem entre os fatores. O ajuste deste modelo € feito separadamente para cada resposta ou

varidvel do processo.

No desenvolvimento de um produto ou processo, existe a necessidade de
selecionar condicdes de processo que irdo resultar num produto ou processo com as
qualidades desejadas. No caso de um processo para producdo de xantana, deseja-se obter
uma goma com alto indice de consisténcia e alta pseudoplasticidade (n<<0,5) e um

processo com alto rendimento e produtividade.

Em geral, muitas repostas Y; s@o importantes e nem sempre as condi¢des de
processo que sdo Otimas para uma resposta Y; sdo Otimas para as demais respostas Yo, ...,
Y. Derringer e Suich (1980) propuseram uma metodologia de otimizacdo simultanea de
um conjunto de resposta Y; que dependem de um conjunto de varidveis independentes X;
(fatores). Esta abordagem € baseada no conceito da fun¢do desejabilidade, inicialmente

proposta por Harrington (1965, apud Derringer and Suich, 1980).

Inicialmente, atribui-se a cada resposta Y; uma fung¢do desejabilidade d; que
caracteriza a resposta com uma pontuagdo que varia de 0 (muito indesejavel) até 1 (muito
desejavel). A funcdo desejabilidade desenvolvida por Derringer e Suich (1980) tem a

seguinte forma para o caso de maximiza¢cdo ou minimizac¢ao de uma resposta:

(0 7, <Y, )

lvo _y 1 |
di=4l—f* Y. <¥ <Y, $

v -7

l 1 v, =Y J

em que Y; € p valor do estimador da resposta Y; obtido por técnicas de regressao
dos dados do processo a uma modelo tipicamente polinomial, Y;, é o valor minimo
aceitdvel para o estimador Y;, ¥;* é o valor maximo desejado para o estimador ¥; e r um

parametro que € escolhido pelo usudrio para regular a funcio desejabilidade em fun¢do do
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quao critico é para o processo a varidvel estar mais longe ou mais préxima de seu valor
otimo.
Quando se tem uma resposta com restricdo de maximo e minimo de valor e o

6timo da resposta estd entre estes valores tolerdveis, a funcdo desejabilidade pode ser

descrita da seguinte forma:.

(?l_Yi*S Y<?< )
ci Yl* ix = 1i Ci
dl=<?l._yl,*t R . ;
= o <h<y,

. 0 Y, >V, ou¥ >Y")

em que Y; é o valor do estimador da resposta Y; obtido por técnicas de regressio
dos dados do processo a uma modelo tipicamente polinomial, Y;, é o valor minimo
aceitdvel para o estimador Z, Y;" é o valor maximo aceitdvel para o estimador 17l-, ci €o
valor altamente desejavel e s e ¢ sdo parametros que sdo escolhidos pelo usudrio para
regular a fun¢do desejabilidade em fung¢do do quao critico € para o processo a varidvel estar
mais longe ou mais préxima de seu valor 6timo c¢;. A Figura 14 ilustra como a func¢ao
desejabilidade varia com r, no caso de maximiza¢do ou minimiza¢do de uma resposta, ou s

e t, no caso de um valor critico de uma resposta, dentro das restricdes impostas.

FIGURA 14 — PERFIL DA FUNCAO DESEJABILIDADE (DERRINGER AND SUICH, 1980)

Uma vez determinadas as restri¢des da funcdo desejabilidade d; para cada resposta
Y;, pode-se determinar desejabilidade global D do processo. A desejabilidade global € a

média geométrica da funcdo desejabilidade d; de cada resposta para uma dada condicdo de
valores dos fatores estudados: D =(dy-d, ... dk)l/ k.. Com esta abordagem, a
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otimizacdo de multiplas respostas torna-se a otimizacdo de uma unica resposta que € a
desejabilidade global. A fun¢do objetivo é maximizar D e se determinar quais os valores de
X que irdo maximizar o valor de D, i.e., aproximé-la da unidade. Isto pode ser conseguido

utilizando-se técnicas conhecidas de otimizagao.
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5 Resultados e Discussoes
5.1 Avaliacio do agente precipitante

Os ensaios de recuperagcdo de goma xantana bruta com trés agentes precipitantes -
etanol, isopropanol e acetona - tiveram como objetivo avaliar qual deles apresentava
melhor rendimento considerando, paralelamente, o custo e as exigéncias técnicas para o seu
uso industrial. Foram avaliadas propor¢des menores para a acetona e o isopropanol, pois
alguns trabalhos publicados indicam melhor rendimento de xantana com estes agentes.
Além disso, economicamente, uma proporcdo maior destes dois agentes nao seria
interessante quando comparado com o etanol, cujo preco e disponibilidade o tornam mais
atraente para uso em escala industrial. A Figura 15 mostra a massa de xantana bruta
recuperada por litro de fermentado em funcdo da natureza e proporcdo de agente

precipitante.

12
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=#=Etanol

24 =&-[sopropanol

Acetona

xantanabruta recuperada por volume de fermentado (g/l)

0 . . . . . .
0 1 2 3 4 5 6
Proporcio de volume de agente precipitante por volume de fermentado

FIGURA 15 - XANTANA BRUTA RECUPERADA DO CALDO FERMENTADO EM FUNCAO DA NATUREZA E
PROPORCAO DO AGENTE PRECIPITANTE

A acetona apresenta maior rendimento na recuperacdo da goma quando comparada
ao etanol e ao isopropanol. Na proporcdo de 1:1 para fermentado, esta tendéncia € ainda
mais acentuada devido ao fato de esta substancia apresentar constante dielétrica muito

inferior a da 4gua abaixando consideravelmente a polaridade do meio e, conseqiientemente,
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diminuindo a solubilidade de macromoléculas organicas, como a xantana. O principio da
precipitacdo com solvente organico reside na reducdo da constante dielétrica do meio
aquoso e esta reducdo faz com que as interagdes carga-dipolo e dipolo-dipolo fiquem mais
evidentes entre solutos ndo puramente idnicos, como diversas proteinas e polissacarideos,
que acabam por se atrair e precipitar (Blanch e Clark, 1996). O etanol e o isopropanol por
apresentarem constante dielétrica maior que a acetona e mais proxima a da 4gua,

necessitam de maior quantidade para efetuar eficientemente a precipitacido da goma.

Considerando como 100% de recuperacdo da goma xantana bruta a quantidade
precipitada com 3 volumes de acetona, foram calculadas a percentagens de recuperacio
relativa para cada agente precipitante e proporcdo utilizada. A Figura 16 apresenta o
resultado do ensaio de precipitacdo em termos percentuais. O etanol, na propor¢do de 1:5,
precipitou 90% da xantana bruta relativamente a quantidade precipitada com 1:3 de
acetona. O isopropanol apresentou rendimento aproximadamente 30% superior ao etanol
nas proporcdes de 1:1 e 1:2, esta diferenca diminui para aproximadamente 10% na

proporcao de 1:3.
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FIGURA 16 - PERCENTUAL DE GOMA XANTANA BRUTA RECUPERADA EM FUNCAO DA NATUREZA E
PROPORCAO DO AGENTE PRECIPITANTE

Os resultados apresentados na Figura 15 e na Figura 16 demonstram claramente

que a acetona € o melhor o agente precipitante pois apresenta melhor rendimento, ou seja,
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maior quantidade de xantana recuperada por volume de precipitante. A acetona precipita
87% da xantana bruta na proporcao de 1:1,5 em contraste com o etanol que precipita este
mesmo percentual na proporcdo de 1:4. Necessita-se, portanto, de 2,5 vezes mais volume

de etanol que acetona para precipitar aproximadamente 90% da xantana bruta.

A escolha para o uso industrial, entretanto, depende do custo de cada solvente e
das exigéncias operacionais. A acetona tem maior valor de mercado, apresenta
comercializacdo sujeita a rigoroso controle governamental, pois € um solvente utilizado no
refino da cocaina, e também € uma substancia mais inflamavel que o etanol, necessitando
de maiores investimentos operacionais. Frente a estas consideracdes, etanol, apesar de
necessitar de um maior volume para recuperar a xantana, apresenta-se industrialmente mais

interessante que a acetona.

A Figura 17 mostra aspectos do fermentado e da xantana precipitada apds adi¢dao

de etanol e apds lavagem com édgua e reprecipitagdo com etanol.

FIGURA 17 - ASPECTOS DA PRECIPITACAO DA XANTANA DO FERMENTADO UTILIZANDO ETANOL — (A)
FRASCO X4 CALDO FERMENTADO APOS TRATAMENTO TERMICO E BECKER X3 GOMA XANTANA REDILUIDA
APOS PRECIPITACAO; (B), (C) E (D) GOMA XANTANA REPRECIPITADA COM ETANOL

A Figura 17 (A) mostra a fotografia de uma amostra (X4) de caldo fermentado

obtida ao final de uma batelada e de uma amostra (X3) de xantana rediluida em dgua
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destilada apds precipitacdo com etanol. Esta fotografia evidencia a diferenca de coloracdo
entre o fermentado e a solu¢do de xantana bruta rediluida em que o pigmento amarelo das
células ja ndo estd mais presente. A Figura 17 (B) mostra a fotografia da amostra (X3) apds
lavagem e reprecipitacio com etanol. Nesta fotografia, observa-se o aspecto fibroso da
fracao flotada e uma segunda fracdo no fundo do Becker. As Figura 17 (C) e (D) mostram
outras fotografias da amostra (X3) precipitada evidenciando o aspecto de algodao molhado

da goma precipitada.

Como a goma xantana é um polissacarideo de alto peso molecular, a abrupta
reducgdo da solubilidade com a adicdo do precipitante faz com que suas moléculas se unam
rapidamente formando um aglomerado das fitas poliméricas criando, em seu interior,
microambientes que aprisionam parte da mistura etanol-dgua contendo restos celulares,
incluindo proteinas, RNA, lipidios e polissacarideos do envoltério celular, e até mesmo

solutos do meio, como a sacarose.

Por este motivo, algumas amostras de xantana bruta foram analisadas quanto ao
seu conteudo de sacarose. As amostras analisadas foram as amostras obtidas ao final de 48h
de fermentacdo de cada uma das 17 bateladas do planejamento experimental da linhagem
Xanthomonas campestris ATCC 13951 e precipitadas com etanol na propor¢do 5:1 de
fermentado conforme descrito na se¢do 4.3. A Tabela 8 mostra o contetido de sacarose das

amostras de xantana determinado por HPLC.
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TABELA 8 - TEOR DE SACAROSE EM AMOSTRAS DE XANTANA RECUPERADA COM ETANOL

Batelada Sacarose no Sacarose Residual Xantana Contetdo de sacarose na
mosto no fermentado bruta xantana bruta

(g/L) (g/L) (g/L) (g/kg) %
1 25 14 11,0 65,8 6,6
2 31 22 7,7 40,1 4,0
3 27 14 8,8 36,7 3,7
4 26 13 14,3 98,6 9,9
5 26 9 9,5 16,7 1,7
6 21 6 11,4 25,7 2,6
7 21 9 14,6 49,0 4,9
8 25 14 12,1 24,0 2,4
9 29 22 9,3 20,3 2,0
10 29 22 10,8 26,0 2,6
11 18 9 9,2 15,5 1,5
12 21 11 10,3 41,7 4,2
13 21 14 9,7 36,6 3,7
14 33 22 9,9 56,6 5,7
15 25 13 12,5 44,7 4,5
16 31 17 11,7 59,3 5,9
17 26 13 11,3 41,8 42

A Figura 18 mostra o teor de sacarose na xantana bruta em funcdo da concentragdao
de sacarose residual no fermentado e também em funcio da razdo entre a concentracdo de
sacarose residual no fermentado (g/1) e a quantidade de xantana bruta recuperada do

fermentado (g/1).
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FIGURA 18 - TEOR DE SACAROSE NA XANTANA BRUTA - (A) EM FUNCAO DA SACAROSE RESIDUAL NO
FERMENTADO E (B) EM FUNCAO DA RAZAO DA MASSA SACAROSE RESIDUAL NO FERMENTADO POR MASSA
DE XANTANA RECUPERADA DO CALDO

A simples visualiza¢do da dispersdo dos valores ndo sugere nenhuma correlagdao

entre as varaveis. A

Tabela 9 mostra a estatistica descritiva e a Figura 19 mostra o histograma e o

normal p-Plot dos valores do conteiddo de sacarose na xantana bruta (%p/p).

TABELA 9 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES PERCENTUAIS (P/P) DE SACAROSE NA XANTANA BRUTA

N x Intervalo de confianca 95 % Xmin Xmax s S Erro padrao

17 4,11 3,03 5,19 1,55 9,861 0,0440 2,099 0,509
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Histogram: SacXant Normal P-Plot: SacXant
Shapiro-Wilk W=,90645, p=,08714
— Expected Normal

No. of obs.
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X <= Category Boundary Value

FIGURA 19 - HISTOGRAMA E NORMAL P-PLOT PARA OS DADOS DO PERCENTUAL DE SACAROSE NA
XANTANA BRUTA

Embora a distribuicdo dos dados mostrada no histograma e no Normal p-Plot
evidencie certo desvio da normalidade, segundo o teste de Shapiro-Wilk, pode-se afirmar
que os dados seguem uma distribuicao normal (p>0,05). A média da quantidade de sacarose

na xantana bruta foi de 4,11% p/p.

Estes resultados sugerem, portanto, que, conforme suposto, a sacarose residual do
fermentado tende a precipitar juntamente com a xantana quando precipitada com etanol e
que este percentual de sacarose ndo apresenta correlacdio com a quantidade de xantana
precipitada e tampouco com a quantidade de sacarose residual. Considerando que os
valores seguem uma distribui¢cdo normal, a variabilidade pode ser atribuida a pequenos

desvios aleatdrios que ocorrem na etapa da precipitacao.

5.2 Determinacio da biomassa de Xanthomonas campestris

A metodologia para determinagdo de biomassa de fermentado de Xanthomonas
campestris ATCC 13951 a partir da medida da absorbancia € citada em diversos trabalhos
publicados na literatura, entre eles, Garcia-Ochoa et al. (1992, 1999), Casas et al. (2000) e
Patton and Dugar (1981), Tait (1986), Schweickart (1989), Moraine and Rogovin (1973).

Garcia-Ochoa et al. (1992) utiliza esta metodologia fazendo uma curva de
calibracdo com diferentes fermentados a partir da medida da absorbancia a 540 nm e
determina¢do da concentragdo da biomassa por gravimetria (massa seca). Neste trabalho, o
pesquisador afirma que nao foi observada absorbadncia pela xantana ou sacarose no
comprimento de onda de 540 nm. Garcia-Ochoa (1999) ainda sugere a equagdo

Cg = 0,2845 - ODs40nm para determinacdo da biomassa de Xanthomonas campestris, em
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que Cg € a concentragdo de biomassa em g/l e OD540 nm é a densidade otica do

fermentado diluido. O pesquisador, entretanto, ndo informa qual a dilui¢do aplicada.

Patton and Dugar (1981), em seu trabalho, utilizaram a mesma metodologia exceto
pelo comprimento de onda que foi de 600 nm uma vez que, segundo eles, este comprimento
de onda foi o que apresentou absorbancia minima do meio de cultivo constituido
basicamente de glicose ou sacarose, como fonte de carboidrato, e farelo de semente de
algoddo, como fonte de nitrogénio. A contribui¢do da absorbancia do meio de cultivo, ainda
assim, foi descontada das medidas de absorbancia do caldo fermentado. Os autores relatam
que a curva de calibragdo foi construida a partir de amostras de fermentado selecionadas
durante os ensaios e, uma vez que uma curva de calibragdo confidvel foi obtida, ndo mais

foram realizadas determinagdes gravimétricas da biomassa.

Ashraf et al. (1996) propuseram a construcdo de uma curva de calibracdo para
determinacgdo a biomassa de Xanthomonas campestris por medida da absorbancia em que a
contribuicao da absorbancia da goma € descontada da absorbancia do fermentado, uma vez

que esta dltima medida é afetada pela presenca das células e da goma.

Finalmente, Begot et al. (1996), enfatizou que, na determina¢do de biomassa por
densidade 6tica, a curva de calibracdo além de ser especifica para um género e espécie €
também especifica para o aparelho utilizado na realizacdo das leituras, pois a faixa de

linearidade da curva depende da sensibilidade do aparelho.

Frente a estas informacdes acerca da metodologia, que inclusive € trivial na
engenharia bioquimica, fez-se necessario reavaliar a contribui¢do do meio de cultivo, da
concentracdo de xantana e da diluicdo do fermentado na determinacdo da biomassa por
turbidimetria. Os cinco ensaios realizados, portanto, tiveram como objetivo obter uma
curva de calibracdo confidvel levando-se em consideracdo a contribuicdo destas varidveis e

também a sensibilidade do espectrofotémetro.

5.2.1 Cinética de crescimento

Os Ensaios 1, 2, 3 e 5 forneceram informacdes acerca da cinética de crescimento
da Xanthomonas campestris ATCC 13951 em funcdo do tempo e quantidade de indculo
adicionada e o Ensaio 4 forneceu informagdo acerca da influéncia da dilui¢do do caldo na

absorbancia. A Figura 20 apresenta o resultado dos Ensaios 1,2,3 e 5.
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FIGURA 20 - CONCENTRACAO DE BIOMASSA EM FUNCAO DO TEMPO DE INCUBACAO (A - ENSAIO 1),
VOLUME DE INOCULO (B - ENSAIO 2), VOLUME DE INOCULO E TEMPO DE INCUBACAO (C - ENSAIO 3) E
TEMPO DE INCUBACAO ( D - ENSAIO 5).

O perfil de crescimento celular obtido pelo Ensaio 1 (Figura 20 (A)) mostra que,
nas condi¢des de propagacdo aplicadas, o tempo de 20 horas de incubag¢do nao foi
suficiente para se atingir a fase estaciondria de crescimento. Os dados experimentais da fase
exponencial de crescimento foram ajustados uma curva exponencial em que a taxa de
crescimento microbiano € proporcional a concentragao celular:

i—f = Uy X que integrando, resulta em X =X, ekt
em que X é a concentracdo de biomassa (g/l) no tempo t, Xy é a concentracdo de

biomassa (g/1) no tempo t;, t € o tempo (h) e ux € a velocidade especifica de crescimento

(h™h.

O ajuste dos dados a curva retornou os seguintes valores: Xo = 0,30 g/l e px =
0,076 h™'. O coeficiente de determinagio ou explicacio do modelo (R2) foi de 0,988, o que

indica um bom ajuste dos dados experimentais & curva evidenciando a fase de crescimento
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exponencial. A concentragdo de biomassa inicial X, obtida pela regressdo apresenta valor
alto ao se observar os valores obtidos ao final da fermentacdo nos cinco ensaios conforme
apresentados na Tabela 10. Se o caldo fermentado obtido nestes 5 ensaios fossem
considerados como a cultura fresca que foi utilizada no presente trabalho como inéculo
numa por¢do de 10 ml para 100 ml de mosto, a massa inicial (Xo) assumiria valores de 0,10

a 0,25 g/l.

TABELA 10 - CONCENTRACOES DE BIOMASSA MAXIMA OBTIDA EM CADA UM DOS CINCO ENSAIOS

Ensaio Tempo de incubacdo (h)  Volume de inéculo (ml) Concentracao de biomassa (g/l)
1 20 10 1,38
2 20 10 1,29
3 68 10 2,15
4 20 10 1,19
5 72 10 2,77

A influéncia do volume inicial do inéculo na concentracdo de biomassa ao final de
20 horas ficou evidente quando se compara os volumes de 0,1 ml, 1 ml e 10 ml na Figura
20(B). A concentracdo final de biomassa obtida com 10 ml de in6culo tem valor préximo

ao obtido pelo Ensaio 1 nas mesmas condicdes de ensaio conforme mostrado na Tabela 10.

Confirmando a tendéncia de continuidade do crescimento exponencial observada
no Ensaio 1, valores maiores de concentracido de biomassa foram obtidos nos Ensaios 3 e 5,
ou seja, 2,15 g/l em 68 horas e 2,77 g/l em 72 horas de incubacdo. O perfil de crescimento
obtido no Ensaio 5 ajustou-se bem a uma curva polinomial de 3* ordem evidenciando uma
inflexdo a partir da qual a taxa de crescimento celular torna-se menor que a taxa de morte
celular até que estas taxa se igualam na fase estaciondria. Curva de crescimento similar foi
reportada por Amanullah et al. (1996) na padronizacido do indculo para ensaios em planta
piloto. Cabe mencionar que, a julgar pelos procedimentos experimentais aplicados, a causa
de qualquer variabilidade significativa do indculo estd relacionada a viabilidade das células

e ao volume da suspensao celular contida nos criotubos utilizados no pré-indculo.

5.2.2 Absorbancia do fermentado

Em todos os ensaios, foram feitas medidas de absorbancia do fermentado diluido

em vdrias propor¢des nos comprimentos de onda de 540 nm e 600 nm. O resultado global
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destes ensaios forneceu informagdes importantes sobre a relacdo da concentracdo de
biomassa no fermentado com a absorbancia, com a dilui¢do e, também, com a concentragao

de xantana no fermentado que foi quantificada somente nos ensaios 3, 4 e 5.

A Figura 21 apresenta o perfil da variacdo da Absorbancia a 540 nm e 600 nm em
funcdo da concentracdo de biomassa proveniente de uma tUnica amostra de fermentado
diluido seqiiencialmente de 1 a 30 vezes (Ensaio 4). Os valores das abscissas nos graficos
da Figura 21 sdo os valores correspondentes a concentracao de biomassa estabelecida apos
a dilui¢do do fermentado, i.e., o valor médio da concentracdo de biomassa no fermentado

dividido pela diluicdo aplicada.

L4 7 1,4 -
= 1,2 A y=19124x+0,0993 . 1.2 -
£ 10 Re=09787 g y=1,7919x+0,0695 8
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FIGURA 21 - ABSORBANCIA A 540 NM E 600 NM EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA

Observa-se na Figura 21 que, apesar de o ajuste linear resultar em um coeficiente
de determina¢cdo do modelo (R?) de aproximadamente 0,98 para os dois perfis indicando
uma forte correlagao linear entre as varidveis, hd um suave desvio desta linearidade a partir
de valores de absorbancia acima de 0,5-0,6. Este desvio € esperado uma vez que € inerente
a sensibilidade do espectrofotometro. Por este motivo, todos os modelos apresentados para
relacionar a concentracao de biomassa as varidveis absorbancia, dilui¢do e concentragdo de
xantana foram ajustados nesta regiao de linearidade, i.e., somente foram utilizados para os

calculos os dados em que o valor da absorbancia ndo ultrapassou o limite maximo de 0,6.

As Figura 22, Figura 23, Figura 24 e Figura 25 apresentam o perfil da
concentracdo de biomassa (valores reais corrigidos pela dilui¢do aplicada) em fungdo a

absorbancia obtidos nos ensaios 1, 2, 3 e 5 respectivamente.
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FIGURA 23 - CONCENTRACAO DE BIOMASSA EM FUNCAO DA ABSORBANCIA A 540 NM E 600 NM (ENSAIO 2)
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FIGURA 24 - CONCENTRACAO DE BIOMASSA EM FUNCAO DA ABSORBANCIA A 540 NM E 600 NM (ENSAIO 3)
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FIGURA 25 - CONCENTRACAO DE BIOMASSA EM FUNCAO DA ABSORBANCIA A 540 NM E 600 NM (ENSAIO 5)

Observa-se nas Figuras Figura 22, Figura 23, Figura 24 e Figura 25 que houve
certa variac@o na inclinag@o das retas de regressdo e que os valores do intercepto das retas
de regressdo apresentaram valor negativo que podem ser explicados pela influéncia do meio
de cultivo e da presenca de xantana no fermentado. A contribui¢do do meio de cultivo YM
foi considerada desprezivel, com um valor médio de 0,011. Por isso, as leituras no
espectrofotometro foram comparadas a um branco de dgua destilada, i.e., o valor de zero
absorbéncia foi tomado como sendo o da dgua destilada. A contribuicio da xantana na
absorbéncia do fermentado diluido € considerada relevante conforme serd apresentado mais
adiante. O valor negativo do intercepto, portanto, reflete a influéncia nao computada da

xantana e do meio de cultivo.

A Tabela 11 apresenta uma estatistica descritiva dos resultados obtidos, o valor
médio dos parametros de regressao do modelo linear y=ax+b obtidos nos cinco ensaios € o
teste probabilidade baseado na distribui¢ao ¢ de Student para este modelo baseado na média

dos parametros.

Os valores médios dos parametros a € b da curva de calibracdo apresentados na
Tabela 11 sdo estatisticamente significativos uma vez que a probabilidade de o valor da
variavel ¢ de Student tabelado ser maior que o valor calculado ndo ultrapassa 5%. Este valor
significa que o valor médio dos parametros representa uma estimativa do valor real com
95% de confianca. Uma abordagem considerando os valores de concentracdo de biomassa
diluida (X/d) em func¢do da absorbancia do fermentado diluido a 540 nm que foram obtidos

em todos os ensaios estd apresentada na Figura 26.
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TABELA 11 - ESTATISTICA DESCRITIVA E TESTE T DE STUDENT PARA O MODELO y=a.ABS+b

Absorbancia a 540 nm

Ensaio tcalc P
X S
1 2 3 4 5 X/(S\/N) ItTabI > tcalc
0,428 0,422 0,485 0,392 0,405 0,427 0,0356 26,81 0,0012%
b -0,0188 -0,0213 -0,0227 -0,0100 -0,0150 -0,0176  0,00513 7,65 0,157%
R? 0,981 0,984 0,983 0,999 0,979 0,985 N=5 v=4

Absorbancia a 600 nm

Ensaio tcalc P
X S
1 2 3 4 5 X/(S\/N) ItTabI > tcalc
0,537 0,494 0,561 0,462 0,483 0,507 0,0407 27,85 0,001%
b -0,0276 -0,0243 -0,021 -0,011 -0,016 -0,020  0,00638 7,04 0,214%
R? 0,976 0,986 0,981 0,999 0,972 0,983 N=5 v=4

x € a média amostral, s é o desvio padrdo da média amostral, N é o nimero de graus de liberdade da média
amostral, #r,, € 0 valor da varidvel ¢ de student tabelado correspondente a 95% de confianca, N € o nimero de
amostras e v € o numero de graus de liberdade associado ao calculo das médias.
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FIGURA 26 - VALORES DE CONCENTRACAO DE BIOMASSA DILUIDA (X/D) EM FUNCAO DA ABSORBANCIA DO
FERMENTADO DILUIDO A 540 NM

O valor dos parametros da correlacio linear que considera todos os pontos (X/d)
versus ABSsionm estdo bem préoximos das médias dos parametros individuais dos cinco
ensaios apresentados na Tabela 9. Observa-se também que os dados obtidos no Ensaio 3

apresentam desvio mais acentuado da reta de regressdo. As correlagdes (X/d) versus ABS
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do fermentado diluido, no entanto, nao levam em consideracdo a concentracdo de xantana

no fermentado.

Para quantificar a influéncia da xantana na medida da absorbancia do fermentado,
foi construida uma curva de calibracdo de absorbancia versus concentragdo de xantana de
solucdes aquosas. A Figura 27 apresenta os valores de absorbancia nos comprimentos de

onda de 540 nm e 600 nm de solugdes aquosas de xantana grau alimenticio em vdrias

concentragdes.
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FIGURA 27 - ABSORBANCIA DE SOLUCOES AQUOSAS DE XANTANA A 540 NM E 600 NM

A reta de regressdo foi forcada a passar pelo ponto zero uma vez que o branco na
leitura da absorbancia foi dgua destilada. De fato, em concentracdo zero de xantana a
absorbancia medida deve ser a mesma da dgua destilada. Os coeficientes de determinagao
dos modelos foram superiores a 0,99 indicando forte correlacdo linear entre as varidveis. A
inclinacdo das retas mostra que a absorbancia da xantana no comprimento de onda de 540
nm tende a ser maior que em 600 nm na medida em que a sua concentracdo de xantana
aumenta. Quando ndo se tem os valores da concentragdio de xantana no
fermentado,portanto, é recomenddvel fazer a leitura da absorbancia do fermentado a 600

nm minimizando a interferéncia da xantana na medida.

Com esta informacao quantitativa da contribui¢ao da xantana, pode-se descontar o

valor de absorbincia oriundo da interferéncia da xantana dos valores de absorbincia
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medidos para o fermentado. Esta é abordagem mais simples que se pode fazer da relacao
entre as varidveis concentragdo de biomassa, absorbancia, concentracdo de xantana e

diluicao. Matematicamente, pode ser escrita como uma relagdo linear de duas varidveis:
y=mx+b
onde (X/d)=m.AABS+b

em que X € a concentragdo de biomassa em g/l, d € a dilui¢do aplicada, AABS=
(ABSFerm — ABSXant), ABSgem € a medida de absorbancia do fermentado diluido e
ABSxa¢ € 0 valor tedrico da contribuicio da xantana na absorbancia do fermentado
calculada a partir do coeficiente angular da reta da Figura 18 e da concentracdo de xantana

em g/l (P) no fermentado diluido: ABSyan = myan P.

Outra abordagem seria o ajuste multivaridvel em que a concentracdo de biomassa
do fermentado sem estar diluido poderia ser obtida diretamente de um modelo linear

multivaridvel. Matematicamente, esta relagcdo linear poderia ser escrita da seguinte forma:
y=m; X;+my Xy + ..+ Mg X+ b

Em que y € a varidvel dependente, X1, X2, ..., Xk s30 as varidveis independentes, m1,

my, ..., Mg sao os coeficientes angulares e b o coeficiente linear.

Os dados dos ensaios 3, 4 e 5 forneceram dados para avaliar as correlagdes entre as
varidveis. Nos ensaios 3 e 4, foram quantificados os valores de xantana bruta e no ensaio 5
também foi quantificada a xantana pura. A Tabela 12 mostra os dados obtidos no Ensaio 3

em ordem de dilui¢do e ensaio.
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TABELA 12 - DADOS EXPERIMENTAIS DO ENSAIO 3

540 nm
Amostra X X/d ABSrerm d P P/d ABSterm - ABSqant
A-5 0,837 0,167 0,389 5 7,35 1,47 0,814
B-5 0,939 0,188 0,414 5 7,30 1,46 0,835
C-5 1,072 0,214 0,451 5 8,10 1,62 0,839
D-5 2,071 0,414 0,894 5 9,73 1,95 0,687
E-5 2,154 0,431 0,896 5 10,76 2,15 0,668
A-10 0,837 0,084 0,222 10 7,35 0,73 0,907
B-10 0,939 0,094 0,235 10 7,30 0,73 0,918
C-10 1,072 0,107 0,253 10 8,10 0,81 0,920
D-10 2,071 0,207 0,503 10 9,73 0,97 0,950
E-10 2,154 0,215 0,504 10 10,76 1,08 0,947
A-20 0,837 0,042 0,138 20 7,35 0,37 0,953
B-20 0,939 0,047 0,146 20 7,30 0,36 0,959
C-20 1,072 0,054 0,154 20 8,10 0,41 0,960
D-20 2,071 0,104 0,274 20 9,73 0,49 0,975
E-20 2,154 0,108 0,287 20 10,76 0,54 0,973
600 nm
Amostra X X/d ABS¥term d P P/d ABSterm - ABSan
A-5 0,837 0,167 0,129 5 7,35 1,47 0,204
B-5 0,939 0,188 0,128 5 7,30 1,46 0,222
C-5 1,072 0,214 0,142 5 8,10 1,62 0,246
D-5 2,07 0,414 0,811 5 9,73 1,95 0,64
E-5 2,15 0,431 0,793 5 10,76 2,15 0,60
A-10 0,837 0,084 0,065 10 7,35 0,73 0,124
B-10 0,939 0,094 0,064 10 7,30 0,73 0,136
C-10 1,072 0,107 0,071 10 8,10 0,81 0,145
D-10 2,071 0,207 0,085 10 9,73 0,97 0,355
E-10 2,154 0,215 0,094 10 10,76 1,08 0,333
A-20 0,837 0,042 0,032 20 7,35 0,37 0,086
B-20 0,939 0,047 0,032 20 7,30 0,36 0,094
C-20 1,072 0,054 0,036 20 8,10 0,41 0,095
D-20 2,071 0,104 0,043 20 9,73 0,49 0,191
E-20 2,154 0,108 0,047 20 10,76 0,54 0,187

A, B, C D e D referem-se As condicdes de volume de indculo / tempo de fermentacdo de (2,5 ml / 44 h), (5
ml /44 h), (10 ml /44 h), (5 ml/ 66 h) e (10 ml / 66 h) respectivamente.
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Os dados das amostras D-5 e E-5 foram desconsiderados para os cdlculos dos

parametros dos modelos obtidos por regressdo linear propostos pois o0s valores de

absorbancia sdo maiores que 0,6. A Tabela 13 apresenta os modelos propostos e a Tabela

14 o resultado dos ajustes aos modelos.

TABELA 13 - MODELOS PROPOSTOS PARA AJUSTE DOS DADOS DO ENSAIO 3

Variaveis
Modelo
y X1 X2 X3
1 y=m x,+b X/d ABSgerm - -
2 y:rnl X1+b X/d AABS - -
3 y=m; X;+mX+b X ABSerm d
4 y=m X;+m X +m3X3+Db X P ABSierm d
TABELA 14 - PARAMETROS DOS MODELOS PROPOSTOS PARA AJUSTE DOS DADOS DO ENSAIO 3
540 nm
Coeficientes de Regressao Variaveis Estatisticas
Modelo B
ml m2 m3 R F P (Ftab>Fcalc)
1 -0,0227 0,4850 - - 0,983 - -
2 -0,00379 0,6002 - - 0,842 - -
3 -1,524 5,208 0,0978 - 0,841 26,42 0,01%
4 2,114 0,321 1,331 0,025 0,962 76,09 0,00%
600 nm
Coeficientes de Regressao Variaveis Estatisticas
Modelo
ml m2 m3 R2 F P (Ftab>Fcalc)
1 -0,0208 0,5612 - - 0,981 - -
2 -0,00302 0,6905 - - 0,852 - -
3 -1,498 6,002 0,0978 - 0,826 23,68 0,02%
4 -2,125 0,323 1,543 0,025 0,963 78,83 0,00%

Os melhores ajuste foram conseguidos com os modelos 1 e 4, o mais simples € o

mais complexo respectivamente. O modelo 2, que utilizou como varidvel independente um

valor de absorbancia, descontando a contribuicdo da absorbancia da xantana, ndo

apresentou um ajuste satisfatério. O modelo 3, por sua vez, colocou a varidvel diluicdo

como varidvel independente correlacionando-a ao valor da biomassa no fermentado ndo

diluido. Esta modelo também ndo apresentou um ajuste foi satisfatério. A Figura 28 é um

grafico dos valores da concentracdo de biomassa do fermentado calculados pelo modelo
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versus os valores observados experimentalmente que evidencia a dispersdo dos valores

preditos pelos modelos 2 e 3.
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O Ensaio 4 consistiu da diluicdo seqiiencial de uma mesma amostra de
fermentado. A concentracdo da xantana em cada amostra de fermentado diluido foi
reduzida também seqiiencialmente de modo que, a abordagem do desconto da xantana na

absorbancia do fermentado apresentou uma boa correlacio como pode ser observado na

Figura 29.
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FIGURA 29 - DESCONTO DA INFLUENCIA DA XANTANA NA MEDIDA DE ABSORBANCIA DO FERMENTADO
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Indo contra as tendéncias do Ensaio 3, os dados do Ensaio 5 apresentam bom
ajuste quase todos os modelos. A Tabela 15 apresenta os dados obtidos no Ensaio 5 em
ordem de ensaio e dilui¢do. Os dados das amostras C-5, D-5 e E-5 obtidos no comprimento
de onda de 600 nm e os dados das amostras B-5, C-5, D-5 e E-5 obtidos no comprimento
de onda de 540 nm foram desconsiderados para os célculos dos parametros dos modelos
por regressdo linear propostos uma vez que os valores de absorbancia sdao maiores que 0,6.
A Tabela 16 apresenta os modelos propostos e a Tabela 17 o resultado dos ajustes aos

modelos.
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TABELA 15 - DADOS EXPERIMENTAIS DO ENSAIO 5

540 nm
Amostra X X/d ABSgerm d Ppruto/d  AABSgruto  Pruro/d  AABSpuro
A-5 0,82 0,163 0,472 5 0,886 0,378 0,563 0,412
A-10 0,82 0,082 0,249 10 0,443 0,202 0,282 0,219
A-20 0,82 0,041 0,127 20 0,221 0,104 0,141 0,112
B-5 1,25 0,250 0,683 5 1,322 0,543 0,920 0,586
B-10 1,25 0,125 0,374 10 0,661 0,303 0,460 0,325
B-20 1,25 0,062 0,195 20 0,331 0,160 0,230 0,171
C-5 1,88 0,376 0,883 5 1,656 0,707 1,105 0,766
C-10 1,88 0,188 0,503 10 0,828 0,415 0,553 0,444
C-20 1,88 0,094 0,268 20 0,414 0,224 0,276 0,239
D-5 2,32 0,464 0,983 5 2,012 0,769 1,254 0,850
D-10 2,32 0,232 0,583 10 1,006 0,476 0,627 0,516
D -20 2,32 0,116 0,313 20 0,503 0,260 0,313 0,280
E-5 2,77 0,555 1,018 5 2,077 0,797 1,323 0,878
E-10 2,77 0,277 0,622 10 1,039 0,511 0,661 0,551
E-20 2,77 0,139 0,347 20 0,519 0,292 0,331 0,312
600 nm
Amostra X X/d ABSgerm d Pgruto/d  AABSgruro  Pruro/d  AABSpyro
A-5 0,82 0,163 0,402 5 0,886 0,325 0,563 0,353
A-10 0,82 0,082 0,209 10 0,443 0,170 0,282 0,184
A-20 0,82 0,041 0,107 20 0,221 0,088 0,141 0,095
B-5 1,25 0,250 0,583 5 1,322 0,467 0,920 0,502
B-10 1,25 0,125 0,319 10 0,661 0,261 0,460 0,279
B-20 1,25 0,062 0,164 20 0,331 0,135 0,230 0,144
C-5 1,88 0,376 0,793 5 1,656 0,648 1,105 0,696
C-10 1,88 0,188 0,438 10 0,828 0,365 0,553 0,389
C-20 1,88 0,094 0,229 20 0,414 0,193 0,276 0,205
D-5 2,32 0,464 0,896 5 2,012 0,719 1,254 0,786
D-10 2,32 0,232 0,511 10 1,006 0,423 0,627 0,456
D -20 2,32 0,116 0,269 20 0,503 0,225 0,313 0,241
E-5 2,77 0,555 0,943 5 2,077 0,761 1,323 0,827
E-10 2,77 0,277 0,546 10 1,039 0,455 0,661 0,488
E-20 2,77 0,139 0,296 20 0,519 0,251 0,331 0,267

A, B, CD e D referem-se as condi¢des de tempo de incubagdo de 24h, 36h, 48h, 60h e 72h respectivamente.
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TABELA 16 - MODELOS PROPOSTOS PARA AJUSTE DOS DADOS DO ENSAIO 5

Modelo Varidveis
y X1 X2 X3
1 y=m; X, +b X/d ABSferm - -
2 y=m;x;+b X/d AABSgruTO - -
3 y=m; x;+b X/d AABSpyro
4 y=m; X;+mX+b X ABStm d
5 y=m; X;+m X +m3X3+Db X Pgruto ABSferm d
6 y=m; X;+m X +m3X3+Db X Ppuro ABSfeim d
TABELA 17 - PARAMETROS DOS MODELOS PROPOSTOS PARA AJUSTE DOS DADOS DO ENSAIO 5
540 nm
Modelo Coeficientes de Regressao Variaveis Estatisticas
ml m2 m3 R’ F P (Fup>Fealc)

1 -0,0150 0,405 - - 0,979 -

2 -0,0166 0,500 - - 0,986 -

3 -0,0156 0,461 - - 0,985 -

4 -2,514 6,033 0,142 - 0,970 27,57 0,0480%
5 -0,695 0,354 0,010 0,276 0,970 64,87 0,0058%
6 -1,230 1,826 0,043 0,333 0,944 33,84 0,0372%

600 nm
Coeficientes de Regressao Variaveis Estatisticas
Modelo
ml m2 m3 R2 F P (Ftab>Fcalc)

1 -0,0165 0,483 - - 0,972 -

2 -0,0188 0,594 - - 0,981 -

3 -0,0183 0,552 - - 0,980 -

4 -2,348 6,114 0,146 - 0,964 17,11 0,0859%
5 -0,590 -0,210 -0,004 0,317 0,964 70,84 0,0030%
6 -0,852 0,347 0,011 0,461 0,924 32,54 0,0079%

A Figura 30 apresenta um grafico dos valores da concentracdo de biomassa
calculados pelos modelos (preditos) versus os valores obtidos experimentalmente

(observados).
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FIGURA 30 - VALORES PREDITOS VERSUS OBSERVADOS PARA A BIOMASSA OBTIDOS NO ENSAIO 5: (A) E (B)
ABSORBANCIA A 540 NM E (C) E (D) ABSORBANCIA A 600 NM

Dentre os modelos tipo univaridvel, que desconsideraram o efeito da dilui¢do
embutido-o na varidvel dependente (X/d) e considerando como tnica varidvel independente
o valor da absorbancia corrigida ou ndo, verificou-se que todos eles apresentaram bom
ajuste considerando o coeficiente de explicacdo do modelo (R?) de aproximadamente 0,98.
Entretanto, na Figura 21, pode ser observado que o modelo 3 apresentou maior desvio na
predicdo dos valores observados. A diferenca entre os modelos 1 e 2 aparentam nio ser

significativas.

Dentre os modelos do tipo multivaridvel, em que a varidvel dependente é a
concentracdo de biomassa no fermentado e o efeito da diluicdo e da concentracdo de
xantana entram como varidveis independentes, observa-se que os valores preditos pelo
modelo 4, que desconsiderou o efeito da xantana, apresentaram desvio acentuado dos

valores observado. A diferenga entre os modelos 5 e 6 aparentam ser ndo significativas.

Frente a estes resultados, torna-se necessario decidir o modelo mais adequado para

ser utilizado uma vez que tanto a abordagem mais simples quanto a mais complexa
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apresentaram correlagcdes aceitdveis. Considerando as condicdes tipicas do processo de
producdo de xantana, com valores da concentracdo de xantana variando de 5 a 30 g/l tem-se
que, quando o fermentado € diluido 5, 10, 20 ou 30 vezes, a concentracdo de xantana no
fermentado diluido situa-se numa faixa de 0,25 a 6 g/l. Nesta faixa de concentracdo, a
correlagdo linear da curva da concentragdo de xantana versus absorbancia € vélida (Figura
X). Portanto, 0 modelo que desconta a contribui¢do da absorbancia da xantana (modelo 2)
representa uma correlacdo razodvel para ser utilizada na quantificacdo da biomassa.
Adicionalmente, no caso do presente trabalho, em que a xantana foi recuperada do caldo
como xantana bruta, foi dada preferéncia aos modelos que consideram o produto bruto. O
modelo utilizado para a determinacdo de biomassa no presente trabalho, portanto, foi o

modelo 2 utilizando o comprimento de onda de 600 nm.

5.3  Regiio de cisalhamento calculo dos pariametros reolégicos

Segundo Machado (2002), os fluidos pseudoplésticos apresentam duas regides
com tendéncia a viscosidade constante, i.e., a ter comportamento newtoniano: Regido I, a
baixas taxas de cisalhamento, e Regido II, a altas taxas de cisalhamento. Portanto, para que
seja realizada a determinag@o dos parametros reolégicos caracteristicos do comportamento
pseudopléstico, estas regides devem ser identificadas e desconsideradas para o cdlculo

destes parametros.

Para se determinar a regido caracteristica do comportamento pseudopléstico foram
utilizadas duas amostras de xantana comerciais, uma de grau alimenticio e outra de grau
industrial cedidas pela CP Kelco. As amostras foram submetidas a andlise reoldgica
segundo metodologia descrita na se¢do 4.5. Os dados da andlise reoldgica estdo
apresentados na Tabela 18 para a goma xantana de grau alimenticio, e na Tabela 19 para

xantana de grau industrial.
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TABELA 18 - DADOS DA ANALISE REOLOGICA DA SOLUCAO DE XANTANA DE GRAU ALIMENTICIO CPKELCO

Dados Experimentais

Variaveis Calculadas

® (rpm) Y™ 1 (Ibf/ 100 ft?) 1 (cp) T (Pa) LOG [v] LOG [1] M (cp)
600 1021,38 26,8 12,6 12,8 3,01 1,11 12,6
300 510,69 21,2 19,9 10,2 2,71 1,01 19,9
200 340,46 18,2 25,7 8,7 2,53 0,94 25,6
100 170,23 14,4 40,7 6,9 2,23 0,84 40,5
60 102,14 12,6 59,3 6,0 2,01 0,78 59,1
30 51,07 10,6 99,3 5,1 1,71 0,71 99,4
10 17,02 83 235,3 4,0 1,23 0,60 233,5
6 10,21 7,2 339,0 34 1,01 0,54 337,6
3 5,11 6.5 611,5 3,1 0,71 0,49 609.,0
1 1,7 5,0 1405,0 24 0,23 0,38 1408,2

TABELA 19 - DADOS DA ANALISE REOLOGICA DA SOLUCAO DE XANTANA DE GRAU INDUSTRIAL CPKELCO

Dados Experimentais

Variaveis Calculadas

Y™

® (rpm) 7 (Ibf/ 100 ft?) 1 (cp) 7 (Pa) LOG[y] LOGI1] 1 (cp)
600 1021,38 275 12,9 13,2 3,01 1,12 12,9
300 510,69 21,3 20,0 10,2 271 1,01 20,0
200 340,46 18,5 26,0 8,9 2,53 0,95 26,0
100 170,23 14,8 418 7,1 2,23 0,85 41,6
60 102,14 12,8 60,2 6.1 2,01 0,79 60,0
30 51,07 10,7 100.3 5.1 1,71 0,71 100,3
10 17,02 8,5 2385 41 1,23 0,61 239,1
6 10,21 7.7 363,5 3,7 1,01 0,57 361,1
3 5.11 6.5 607.3 3,1 0,71 0,49 609,0
1 1,7 5.0 1410,0 2.4 0.23 038 14082

Para visualizar o comportamento pseudopldstico caracteristico das solucdes de

xantana, a Figura 31 mostra a curva de viscosidade das solu¢des de xantana grau

alimenticio e grau industrial da CP Kelco.
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FIGURA 31 - CURVA DE VISCOSIDADE DE UMA SOLUCAO DE XANTANA (0,43 % P/V) GRAU ALIMENTICIO E
GRAU INDUSTRIAL DA CP KELCO

A Figura 32 mostra a curva de escoamento das solugdes de xantana grau

alimenticio e grau industrial da CP Kelco em que foram plotados todos os pares (,T)

obtidos na andlise reoldgica.
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FIGURA 32 - CURVA DE ESCOAMENTO DE UMA SOLUCAO DE XANTANA (0,43 % P/V)

Observa-se, na Figura 33, que a baixas taxas de cisalhamento e altas taxas de
cisalhamento a correlacdo das varidveis (¥, T) aparenta ser de natureza linear. De fato, ao se
fazer um zoom nestas regiodes, verifica-se este comportamento linar. A Figura 33 apresenta
o zoom das regides extremas de taxa de cisalhamento: Regido I — rotagdo de 1 a 10 rpm — e

Regido II - rotacdo de 100 a 600 rpm.
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FIGURA 33 - REGIOES DE BAIXAS E ALTAS TAXAS DE CISALHAMENTO

Para a determinacdo da regido intermedidria foram desconsiderados os dois pontos
extremos de cada regido. Portanto, a regido intermedidria caracteristica do comportamento
pseudopléstico das solugdes de xantana considerada no presente trabalho foi a regido de

rotacdo de 6 a 200 rpm equivalente 2 regido de taxa de cisalhamento de 10,21 a 340,46 s™.

A Figura 34 mostra os dados obtidos na regido intermedidria € o resultado da

regressao logaritmica dos dados.
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FIGURA 34 - REGIAO INTERMEDIARIA DE TAXA DE CISALHAMENTO
A regressdo dos dados (t,y) apresentou um bom ajuste ao modelo da lei da

poténcia T=k"7" com um coeficiente de explicacdo do modelo (R?) de 1,00 e 0,99. Os

parametros reoldgicos podem ser obtidos da curva de regressdo dos graficos apresentados

na Figura 34:

n=0,26 e k = 1890 mPa.s" para a xantana de grau alimenticio;

n=0,25 e k =2020 mPa.s" para a xantana de grau industrial.

Esta andlise da regido pseudopldstica foi feita para todas as amostras de xantana
produzidas ao final de cada batelada que foram submetidas a andlise reolégica. Todas as
solucdes analisadas apresentaram resultados similares, com valores do coeficiente de
explicacio do modelo (R?) maiores que 0,98 na regido intermedidria. Os parimetros
reoldgicos n e k apresentados neste trabalho, portanto, foram determinados com os dados

obtidos na regido intermedidria de taxa de cisalhamento de 10,21 a 340,46 st

54 Estabilidade térmica

No processo de producao de goma xantana bruta, a primeira etapa do processo de
recuperacdo (downstream process) da goma xantana consiste de um tratamento térmico,
que tem como finalidade inativar as células e enzimas bacterianas. Um grupo de
pesquisadores (Capron et al., 1997; Capron et al., 1998) apresentou estudos indicando que
a goma xantana, apds passar por esta etapa de tratamento térmico, apresenta modificacdes
em sua estrutura molecular tercidria perdendo sua configuracdo de dupla hélice e,

conseqiientemente, parte de sua capacidade viscosificante.
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Para avaliar a ocorréncia deste fenomeno de perda de capacidade viscosificante da
goma xantana durante o tratamento térmico do fermentado, foi realizado um ensaio em oito
condi¢des de [Temperatura-tempo]. Uma das amostras submetida a temperatura de 110°C
foi perdida, pois inicialmente tentou-se realizar o tratamento térmico em banho de 6leo mas
houve formagdo de espuma em excesso € a amostra extravasou do frasco. O tratamento
térmico a 110°C da amostra que restou foi feito em autoclave com o frasco tampado com
algoddo hidrofébico por 10 minutos. A Figura 35 apresenta os valores de n e k do caldo
fermentado apds 72 horas de incubagdo antes do tratamento térmico e de amostras deste

mesmo fermentado apds tratamento térmico em diferentes condi¢des [Temperatura(°C)-

tempo(min)].
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FIGURA 35 - PARAMETROS REOLOGICO DO FERMENTADO ANTES E APOS DIFERENTES CONDICOES DE
TRATAMENTO TERMICO

Em termos de caracteristicas pseudopléstica e viscosificante de um fluido, quanto
mais baixo valor de n, mais pseudopléstico € o fluido, i.e., maior € a queda de viscosidade
aparente com o aumento da taxa de cisalhamento, e, quanto maior o valor de k, maior € a
viscosidade aparente do fluido numa determinada taxa de cisalhamento e, portanto, maior €

a sua capacidade viscosificante.

Portanto, o que se verifica na evolu¢do dos parametros n e k é que quanto maior o
tempo e a temperatura do tratamento térmico mais pseudopldstico se tornou o caldo

fermentado, i.e., a viscosidade aparente aumentou (aumento de k) bem como a variabilidade
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desta viscosidade aparente em fungdo da taxa e cisalhamento se tornou maior (menor n).
Adicionalmente, verifica-se que hd um ponto méximo de n e k na temperatura de 110°C.
Estes resultados estdo e acordo com o relatado por Iseki ef al. (2001) que evidenciaram a
um aumento na pseudoplasticidade e viscosidade de solu¢des aquosas e xantana quando
submetidas a temperaturas elevadas e repouso, fendmeno este atribuido a formagao de géis

fracos.

Apoés o tratamento térmico, a goma xantana em pé recuperada de cada uma das
mostras foi submetida a nova andlise reoldgica segundo metodologia da norma API RP
13B-1. A Figura 36 apresenta os parametros n e k determinados para as amostras de
xantana recuperadas das amostras do mesmo caldo fermentado submetidas as diferentes

condi¢des [Temperatura (°C)-tempo(min)] do tratamento térmico.
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FIGURA 36 - PARAMETROS REOLOGICOS DAS SOLUCOES DE XANTANA OBTIDA NAS DIFERENTES CONDICOES
DE TRATAMENTO TERMICO.

Observa-se que a evolugdo dos parametros n e k em funcdo do bindmio
[Temperatura-tempo] da goma recuperada apresentou o mesmo perfil dos pardmetros
determinados para o caldo fermentado submetido ao tratamento térmico. Capron et al.
(1997) relataram uma diminuicdo da viscosidade reduzida da xantana em concentragdes de
0,5 a 0,3 g/l quando submetidas a aumento gradual da temperatura de tratamento térmico de
25°C a 60°C. Em outro estudo sobre a viscoelasticidade de amostras de fermentado diluido

em solucdes aquosas contendo NaCl em diferentes concentragdes, Capron et al. (1998)
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relatam que, apés submeter uma amostra de fermentado (20 g/l de xantana a 0,02M de
NaCl) a um tratamento de aquecimento e resfriamento de 25°C a 90°C num periodo de 20
minutos, as moléculas de xantana sofreramm desnaturacdo de sua conformagdo original
resultando em uma menor capacidade viscosificante. Estes fatos, entretanto, ndo estdo de
acordo com os resultados obtidos no presente trabalho que, ao contrdrio do relatado por
Capron et al., evidenciam uma melhora da capacidade viscosificante da goma obtida apds

tratamento térmico do fermentado a temperatura de 110°C por 10 minutos.

5.5 Producao de xantana por processo de batelada repetida

Inicialmente, foram feitos ensaios preliminares para se avaliar a reprodutibilidade
do processo de bateladas repetidas para a produgdo de goma xantana. A Figura 37 apresenta
fotografias que evidenciam alguns aspectos importantes do processo de produ¢do de goma

xantana em reator tipo bolha.

FIGURA 37 - FOTOGRAFIAS EVIDENCIANDO ASPECTOS CARACTERISTICOS DO PROCESSO DE PRODUCAO DE
GOMA
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A Figura 37 (A) mostra uma fotografia do reator tirada na hora zero da primeira
batelada do ciclo. Nesta fotografia, observa-se a boa distribuicao das bolhas no reator e a
coloragdo quase transparente do meio inoculado. As Figura 37 (B) e (C) mostram
fotografias do reator ap6s decorridas 24 horas de fermentacdo de duas bateladas distintas.
Nestas fotografias, observa-se que ha intensa formacao de espuma e arraste de fermentado
para fora do reator. Apds 24 horas, a coloracdo do fermentado ja estd mais amarelada
evidenciando crescimento celular e a cor mais intensa no fermentado que foi carreado para
o Erlenmeyer (“tanque pulmao”) indica que muita massa celular foi carreada pela espuma.
As Figura 37 (D), (E) e (F) mostram fotografias do reator ap6s 48 horas de fermentagao.
Nestas fotografias, a coloracdo amarelada forte evidencia um grande aumento na
concentracdo de biomassa e as bolhas de ar emergem com reduzida velocidade devido a
alta viscosidade do caldo rico em goma xantana. As bolhas pequenas tendem a coalescer
formando bolhas maiores com maior capacidade emersdo devido a maior massa (maior
forca de empuxo) e menor area superficial (menor tensdo de cisalhamento). Este fendmeno
de coalescéncia das bolhas de ar a baixa velocidade superficial foi observado por Al-Masry
e Ali (2007) em estudos da formacao e distribuicao do raio das bolhas em reator de coluna
de bolha com solucdes de xantana a 10%. Adicionalmente, os pesquisadores evidenciaram
que, na regido proxima ao distribuidor de ar, as bolhas formadas tendem ser menores com
distribuicdo homogénea e reduzida taxa de formacdo devido a alta viscosidade do meio

conforme pode ser observado nas fotografias da Figura 37 (D) e (E).

5.5.1 Ensaio preliminar

O ensaio preliminar foi realizado com a linhagem Xanthomonas campestris NRRL
B-1459". Este ensaio consistiu de um ciclo de 6 bateladas repetidas de 48h. As condicdes
de operacdo foram: aerag¢do 1 vvm e temperatura de 28°C. A Figura 38 apresenta o perfil de

consumo de sacarose com o tempo para cada batelada.

91



35

-)

2 30

[«}]

(7]

o 25 -

©

[$]

@B 20 - \

Q

o -1

S 71 -2

8" -3

-E- 10 A

5 4

5 51 73

(&) -6

0 T T T 1

Mosto 0Oh 24h 48h

Tempo

FIGURA 38 - PERFIL DE CONSUMO DE SUBSTRATO EM CADA BATELADA

A concentracdo de sacarose inicial nas cinco primeiras bateladas foi de
aproximadamente 30 g/l e na sexta batelada este valor foi reduzido para 20 g/l apds
verificacdo do alto valor de sacarose residual no fermentado apés decorridas as 48 horas de
fermentagcdo. A concentragdo pouco acima de 30 g/l e 20 g/l é resultado da evaporagdo de

dgua durante e apds a esterilizagao.

A taxa de consumo de sacarose no tempo de Oh até 48h de cada batelada do ciclo
variou de 0,25 a 0,35 g/l.Lh com um valor médio de 0,29+0,04 g/L.h (pgisu= 0,001%). A cada
24 horas, o consumo médio de sacarose foi de 6,2+1,4 g/l (pdistt:8.10'7%). Por este motivo,
uma grande quantidade de sacarose restou no fermentado ao final das 48 horas. Este valor
da concentragdo inicial de sacarose, portanto, precisou ter seu efeito avaliado visando maior
conversdo e minimizando o valor residual a cada batelada. A Figura 39 mostra o perfil da
concentracdo de sacarose ao longo do ciclo em determinada hora da fermentacdo para as

cinco primeiras bateladas.
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FIGURA 39 - PERFIL DA CONCENTRACAO DE SACAROSE A CADA 24 HORAS AO LONGO DE UM CICLO

A concentragdo de sacarose no mosto, como esperado, apresentou um perfil
continuo. Por outro lado, o efeito da diluicio do mosto ao ser adicionado ao reator, somado
a presenga de sacarose residual no inéculo, fez com que houvesse certa variacdo na
concentracdo de sacarose na hora zero ao longo do ciclo. Esta variacdo se projetou nas
horas subseqiientes como resultado de taxas de consumo de substrato pouco varidveis ao

longo do ciclo. Um desvio mais acentuado ocorreu no intervalo de 24h a 48h da batelada 4.

A Figura 40 apresenta a concentracdo de xantana nos tempos 24h e 48h e o
rendimento global de cada batelada, i.e., a massa de xantana produzida por massa de
sacarose inicial. O rendimento apresentou pouca variacdo com um valor maximo de 65% na
batelada 6, o que € esperado visto que esta batelada iniciou com menor quantidade de
sacarose. Um discreto aumento no rendimento pode ser observado da batelada 3 para a
batelada 5. O valor médio do rendimento das cinco primeiras bateladas foi de 46+4% no

tempo 24h (pgisu=0,002%) e 54+4% no tempo 48h (paise=0,001%)
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FIGURA 40 — VALORES DE (A) RENDIMENTO E (B) CONCENTRACAO DE XANTANA OBTIDOS EM 24H E 48H NO
ENSAIO PRELIMINAR

A concentracdo de xantana média nas cinco primeiras bateladas foi de 14,5 +1,0
g/l (paise=0,0005%) no tempo 24h e 17,4+1,2 g/l (paisy=0,0006%) no tempo 48h. Esta
menor produgcdo de goma nas ultimas 24 horas pode ser explicada pelo aumento da
concentracdo celular e conseqiiente desvio de consumo de substrato para producdo de
biomassa. Papagianni et al. (2001) relatou que a taxa de formacdo de xantana € maior na
fase exponencial de crescimento, comportamento este caracteristico de microorganismos

em que a formagdo de produto € parcialmente associada ao crescimento.

O valor do pH variou de 7,0 a 6,0 ao final das 48h. Em trabalho publicado por
Moraine and Rogovin (1971), o valor pH cai para 5,0 nas primeiras 48 horas quando a
formagdao de produto cai consideravelmente. Quando os pesquisadores mantém o pH
controlado em 7,0, a concentracdo final de xantana é de 30 g/l em contraste com 15 g/l
conseguidos sem controle de pH. A falta de controle de pH neste ensaio preliminar,

portanto, contribui também para uma menor formacao de produto nas ultimas 24 horas.

Cabe ainda comentar que os valores calculados para Yp/s (valores ndo mostrados)
apresentaram valores muito altos, inclusive acima de 100%. Estes valores refletem a
condicdo em que o produto € recuperado: precipitacio com etanol diretamente do caldo
fermentado. A xantana bruta contém impurezas como restos celulares e até mesmo sacarose

residual que fica agregada a rede polimérica, como foi apresentado na Secao 5.1.

A Figura 41 mostra o perfil dos parametros reoldgicos de solucdes aquosas das
amostras de xantana bruta a 0,43% p/v recuperada do caldo fermentado final de cada

batelada do ciclo do ensaio preliminar.
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FIGURA 41 - PARAMETROS REOLOGICOS DA XANTANA BRUTA

Em termos de qualidade pseudopléstica de um fluido, quanto mais baixo valor de
n, mais evidente € o desvio do comportamento newtoniano e, portanto, mais pseudoplastico
€ o fluido, i.e., maior é a diferenca entre a viscosidade do fluido a baixissimas taxas de
cisalhamento e a altas taxas de cisalhamento. E, quanto maior o valor de k, maior € a
viscosidade aparente do fluido numa determinada taxa de cisalhamento. Sob esta Otica,
verifica-se que, os parametros reoldgicos da goma xantana produzida evoluiram para
melhores valores, indicando melhoria da qualidade da goma ao longo do ciclo. Os valores
de n e k, no entanto, estdo abaixo dos valores obtidos para as amostras comerciais da CP

Kelco.
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5.5.2 Ensaios de otimizacéio

Os ensaios de otimizagdo por planejamento fatorial foram realizados por meio de
ciclos de bateladas repetidas. A primeira batelada foi sempre iniciada com as varidveis
concentracdo inicial de sacarose, aeracao e temperatura nas condi¢des do ponto central. Os
resultados destas bateladas ndo foram considerados para andlise visto que a inocula¢do do
reator foi feita com 10% indculo contra aproximadamente 18% de fermentado que foi
deixado no reator para o inicio das bateladas subseqiientes. Os ciclos variaram de 3 a 8
bateladas consecutivas, incluindo a primeira batelada. Ciclos menores de 3 ou 4 bateladas
ocorreram por causa de contaminagdo do reator ou extravasamento do fermentado para fora

do reator como conseqiiéncia de formagdo de espuma em excesso.

As seguintes respostas foram analisadas quanto ao efeito dos fatores estudados: (1)
concentracdo de xantana em g/L no fermentado apds 48 horas de fermentacdo (Xasp), (2)

rendimento em xantana calculado como R =100-(X ,,/S,,) em que Sy, é a concentragdo

de sacarose na hora zero de cada batelada em g/L e (3) o parametro reolégico indice de

consisténcia, k em mPa.s".
5.5.2.1 Linhagem NRRL B-1459*

Neste planejamento, foram realizadas mais duas repeticdes do ponto central
chamadas de R1 e R2, totalizando cinco repeticdes do ponto central. Os ensaios foram
realizados em quatro ciclos: (1) bateladas 1 a 3, (2) bateladas 4 a 8, (3) bateladas 9 a 14 e
(4) bateladas de 15 a 17. A Tabela 20 apresenta o resultado do planejamento experimental

de 3 fatores em configuracao estrela com repeti¢cao do ponto central.
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TABELA 20 - RESULTADO DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL (NRRL B-1459%)

Fatores Respostas
Ensaio  Sacarose Aeracio Temperatura  Xantana48h  Rendimento n k
(g/L) (vvm) (°C) (g/L) (%) (mPa.s")
1 25 1,0 28 9,9 35,1 0,32 900
2 30 0,5 25 11,5 38,9 0,35 615
3 25 1,0 28 9,2 40,0 0,31 1043
4 25 1,0 33 8,4 30,7 0,39 678
5 25 1,0 23 7,5 27,5 0,35 740
6 20 0,5 25 7,1 35,6 0,32 994
7 20 1,5 31 7,6 34,0 0,32 1009
8 25 1,8 28 7,3 26,7 0,33 867
9 30 0,5 31 9,7 33,1 0,33 977
R1 25 1,0 28 9,5 40,7 0,31 925
10 30 1,5 25 10,1 35,7 0,31 1074
11 17 1,0 28 8,3 50,4 0,30 1269
R2 25 1,0 28 8,1 33,1 0,30 1132
12 20 0,5 31 8,6 42,8 0,32 1023
13 20 1,5 25 9,2 45,3 0,35 781
14 33 1,0 28 8,9 27,2 0,31 1026
15 25 1,0 28 8,4 34,8 0,38 527
16 30 1,5 31 9,6 32,2 0,40 526
17 25 0,2 28 8,4 33,0 0,40 348

5.5.2.1.1 Resposta: Concentragdo de xantana 48h

Para a resposta concentracdo de xantana 48h, somente o efeito linear do fator
concentracao inicial de sacarose apresentou significancia estatistica. O modelo completo de
10 parametros, conseqiientemente, nao apresentou significncia estatistica, apresentando
coeficiente de explicagdo do modelo (R?) igual a 0,436. Este resultado ndo representa a
realidade do processo cuja producdo de xantana sofre influéncia consideravel da quantidade
de oxigénio dissolvido diretamente influenciado pela vazio de ar e, em menor extensao, da

temperatura.

Este resultado, ndo conclusivo do efeito dos fatores estudados sobre a resposta,

pode ter sido decorrente dos seguintes motivos: (i) falta de controle de outras varidveis
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importantes nos ensaios, gerando ruidos na resposta, (ii) limitacdo experimental —

dimensdes do reator — e (ii) escolha equivocada da regido de estudo dos fatores estudados.

Quanto aos ruidos, uma varidvel importante do processo que ndo foi controlada foi
a concentragdo de biomassa na hora zero, i.e., no inéculo de cada batelada. Como os
resultados do ensaio preliminar indicaram boa reprodutibilidade, esta varidvel foi
negligenciada. Nos ensaios de validacdo, entretanto, esta varidvel foi determinada e

considerada para avaliagdo do processo como serd visto mais adiante.

Outra fonte de ruido pode ter sido a falta de controle da concentracdo inicial de
sacarose. O mosto foi preparado com o valor de concentracdo de sacarose predeterminado
pelo planejamento. Entretanto, o mosto além de sofrer efeito de concentracdo durante a
esterilizacdo por conta da evaporacdo de dgua, ainda € misturado ao fermentado presente no
reator, de forma que a quantidade inicial de sacarose, i.e., na hora zero da fermentagdo, nao
¢ igual a predeterminada pelo planejamento. A Figura 42 mostra os valores de concentragao
de sacarose predeterminada pelo planejamento, da concentragdo de sacarose no mosto € no
fermentado na hora zero de cada batelada. O efeito destas fontes de ruido na resposta

provavelmente foi tdo importante quanto o efeito dos fatores estudados.
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FIGURA 42 - VALORES DA CONCENTRACAO DE SACAROSE: PLANEJADA, NO MOSTO E NA HORA ZERO DA
FERMENTACAO (NRRL B-1459%)
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Outra limitacdo nos ensaios foram as reduzidas dimensdes do reator, que foi
desenhado para caber na autoclave. A altura de trabalho foi de 24 cm e o didmetro de 6 cm.
A altura reduzida diminui o tempo de residéncia das bolhas de ar no reator, reduzindo assim
o tempo para transferéncia de oxigénio. Esta transferéncia fica ainda mais prejudicada na
medida em que e goma € produzida pois o diametro reduzido faz com que os efeitos de
parede sejam mais proeminentes. O fermentado torna-se mais viscoso e exibe propriedades
peseudopldsticas tipicas das solugdes aquosas de xantana, i.e., nas regides mais afastadas do
fluxo de ar, especificamente na parede interna do reator, a viscosidade é mais alta e ha
estagnacdo do fluido com o aprisionamento de bolhas de ar conforme pode ser visto nas

fotografias apresentadas na Figura 37.

Para se avaliar a variabilidade da resposta concentracdo final de xantana, fez-se
uma andlise estatistica de dois conjuntos dos valores obtidos considerando-as como
pertencentes a uma mesma populacdo. Os conjuntos avaliados foram: (i) todos os valores
de concentracdo de xantana 48h obtidos no planejamento e (ii) somente os valores de
concentracdo de xantana 48h obtidos nos ensaios no ponto central. A Tabela 21 apresenta a
estatistica descritiva e Figura 43 apresenta os histograma e o Box Plot destes conjuntos.

TABELA 21 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES OBTIDOS PARA A RESPOSTA CONCENTRACAO DE
XANTANA 48H (NRRL B-1459%)

Repeticao no ponto central Todos os ensaios

Nimero de amostras 5 19
Média 9,0 8.8
Intervalo de confianca 95 % 8,1a10,0 8,3a9,3
Minimo - Maximo 8,1-99 7,1 -11,5
Variancia 0,583 1,23
Desvio Padrao 0,764 1,11

Erro Padrao 0,342 0,254
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Observa-se que a distribuicdo dos valores do ponto central visualmente nio se
ajustou bem ao esperado para uma distribui¢do normal uma vez que o numero de amostras
¢ de apenas cinco valores de concentracdo de xantana 48h. Entretanto, o teste de Shapiro
Wilk indica que a distribui¢@o destes valores pode ser considerada como a normal (p> 0,05
e W > 0,9). A distribui¢do dos valores da concentragdo final de xantana obtidos em todos
0s ensaios visualmente se aproxima de uma distribui¢do normal o que é confirmado teste de
Shapiro-Wilk (p>0,05 e W>0,9). A comparacio dos valores médios e desvios padrdo dos
dois conjuntos por meio do Box plot, confirma que, estatisticamente, os valores da
concentracdo final de xantana provém de uma mesma populacdo. E o fato de todos estes
valores terem apresentado esta distribuicao normal é mais um indicativo de que a escolha
dos niveis dos efeitos estudados ndo foi significativa de modo a superar o efeito dos ruidos
existentes no processo.
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5.5.2.1.2 Resposta: Rendimento

Para a resposta Rendimento, somente os efeitos linear e quadriatico do fator
concentracdo inicial de sacarose e o efeito de interacdo dos fatores temperatura e vazao de
ar apresentaram significancia estatistica conforme apresentado no grafico de pareto na
Figura 44. O modelo completo de 10 parametros apresentou um valor de 0,696 para
coeficiente de determinacdo do modelo (R?) conforme apresentado na andlise de variancia
(ANOVA) mostrada na Tabela 22. O modelo de 10 parametros nao foi estatisticamente
significativo uma vez que o valor de F calculado € menor que o valor tabelado embora o

teste F para o ajuste do modelo aos dados experimentais tenha indicado um bom ajuste

(FCalculado <F Tabelado)-

TABELA 22 - ANOVA - MODELO COMPLETO PARA A RESPOSTA RENDIMENTO (NRRL B-1459%)

Fonte de Variacio SQ GL MQ  Fesicoape FraweLavo  Featcutado
0,05%) Frabelado

Regressao 503,9 9 56,0

Residuo 220,5 9 24,5 2,3 3,18 0,72

Falta de Ajuste 192,68 5 38,5

Erro Puro 27,83 4 7,0 5,5 6,26 0,89

Total 724,38 18

Variacao Explicada (R?) 0,696 Variaciao Explicavel (R) 0,962

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: R

3 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Pure Error=6,95655
DV: Rendimento

[ |eseew
- |17s083

(1)[Sacaro se](L) -5,87233

2Lby3L -4,29759

[Sacarose](Q)

Temperatura(Q)

Vazao(Q) -1,47023 |

1Lby3L -,472795

1Lby2L -,284388

(2)Vazao(L)

(3)Temperatura(L) ,0525835

J 1
p=,05
Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 44 - GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS REFERENTES AO MODELO COMPLETO PARA A RESPOSTA
RENDIMENTO (NRRL B-1459%)
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O modelo de quatro parametros, que desprezou os efeitos ndo significativos,
apresentou o coeficiente de determinacdo do modelo pouco menor (R?=0,644), conforme

ANOVA apresentada na A Tabela 23.

TABELA 23 - ANOVA - MODELO DE 4 PARAMETROS PARA A RESPOSTA RENDIMENTO (NRRL B-1459%)

Fonte de Variacio SQ GL MQ F CALCULADO Frappiavo  Featcutado
0,05%) Frapetado

Regressao 466,5 3 155,5

Residuo 257.8 15 17,2 9,0 3,29 2,75

Falta de Ajuste 230,02 11 20,9

Erro Puro 27,83 4 7,0 3,0 5,94 0,51

Total 724,38 18

Variacao Explicada (R?) 0,644 Variaciao Explicavel (R) 0,962

O teste F para se avaliar a significancia estatistica da regressao apesar de positivo
(Fcalculado>FTabelado) N30 é adequado para fins de predi¢ao segundo Barros et al. (2001) que
sugerem que Fcujculado S€ja pelo menos 10 vezes o valor de Frypelado- Por outro lado, o teste F
para se avaliar a falta de ajuste do modelo aponta para um bom ajuste do modelo
(Fcalculado<FTabelado), i-€., 0s residuos devido a falta de ajuste sdo maiores que o erro puro
associado as repeticoes no ponto central. Mesmo ndo apresentando a significancia
estatistica recomendada, o modelo pode ser ttil para fins de orientacdo para novas regides
de estudo. As superficies de respostas para a resposta rendimento construidas com base no

modelo de quatro parametros foram plotadas e sdo apresentadas na Figura 45.
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FIGURA 45 — SUPERFICIES DE RESPOSTA PARA O RENDIMENTO (NRRL B-1459%)

A superficie de resposta do bindmio [Temperatura,Vazao] sugere uma relacdo
inversa para o bindmio temperatura € vazao de ar na maximizacdo do rendimento. Na
verdade, a baixa temperatura favorece o crescimento da biomassa em detrimento da
formacdo de xantana, conforme relatado por Shu e Yang (1989), e a alta aeragdo compensa
este efeito melhorando tanto a homogeneizacdo do meio quanto a transferéncia de oxigénio
conforme relatado por Suh et al. (1992) e Pons et al. (1990), aumentando, portanto, a taxa
de formacao de produto . Por outro lado, o aumento da temperatura favorece a formagao de
produto, conforme relatado por Shu e Yang (1989), contrabalangando os efeitos da
diminui¢do da disponibilidade de oxigénio.

As superficies de resposta dos bindmios [Temperatura,Sacarose] e

[Vazdo,Sacarose] evidenciam o aumento do rendimento com a diminui¢ao da concentracio
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de sacarose. Esta relacdo € esperada uma vez que a pouca variabilidade nas taxas de
consumo de sacarose € de producdo de xantana observada faz com que, quanto maior a
concentracdo inicial de sacarose, menor seja o rendimento e vice-versa. A Figura 46 mostra
os valores da concentracio de xantana final em ordem crescente, a concentragdo de

sacarose na hora zero e o rendimento final de cada batelada.
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FIGURA 46 — CONCENTRACAO E RENDIMENTO FINAL DE XANTANA E CONCENTRACAO DE SACAROSE NA
HORA ZERO EM CADA BATELADA (NRRL B-1459%)

Verifica-se que as curvas delineadas pelos pontos experimentais da concentragdao
de sacarose e pelos pontos calculados do rendimento sdo praticamente a imagem de espelho
uma da outra, confirmando a afirmacao anterior. Estas curvas se afastam na medida em que
a concentracdo de xantana aumenta — uma tendéncia matematicamente € Gbvia. Este
resultados indicam que a taxa de formag¢do de produto nao sofre influéncia da concentragdo

inicial de substrato estando de acordo com o relatado por Schweickart e Quinlan (1989).

Cabe analisar a estatistica descritiva dos conjuntos de valores de rendimento em
xantana obtidos nos ensaios do ponto central em comparagdo com os valores obtidos em

todos 0s ensaios.
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A Tabela 24 apresenta a estatistica descritiva e a Figura 46 mostra o Box plot dos

valores de rendimento em xantana destes dois conjuntos.

TABELA 24 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES OBTIDOS PARA A RESPOSTA RENDIMENTO (NRRL B-

1459%)
Repeticao no ponto central Todos os ensaios
Numero de amostras 5 19
Média 39,1 38,8
Intervalo de confianca 95 % 35,8-424 35,7-419
Minimo - Maximo 35,6 -42,0 29,9-51,9
Variancia 7,0 40,2
Desvio Padrao 2,6 6,3
Erro Padrao 1,2 1,4
Box & Whisker Plot Box & Whisker Plot
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50 r 1 50 N
45+ { 45}

I
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351 351

30r O Mean = 39,1 1 80r
[] +SD = (36,5, 41,7)
T +1,96*SD = (34,0, 44,3)

O Mean = 38,8
[]+SD=(325,45,2)
T +1,96*SD = (26,4, 51,2)———

25 . . . 25
R - Repeticbes do ponto central R - Todos os pontos

FIGURA 47 - BOX PLOT PARA OS VALORES DA RESPOSTA RENDIMENTO (NRRL B-1459%)

Os valores médios do rendimento para os dois conjuntos foram muito proximos e
os desvios observados no Box Plot coerentes com a origem do conjunto de valores, sendo
maiores para a média dos valores obtidos por todos os ensaios evidenciando a variabilidade

do rendimento frente a variacdo da concentragao de inicial sacarose como ja comentado.

Por outro lado, a menor variabilidade dos valores do rendimento no ponto central
pode ser atribuida a variabilidade da concentracdo de sacarose na hora zero. A Figura 48
evidencia a correlagdo entre os valores da concentracdo de sacarose planejados, da
concentracdo de sacarose na hora zero e da concentracdo de xantana com os valores da

resposta rendimento em xantana obtidos nos ensaios do ponto central.
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FIGURA 48 - RENDIMENTO EM XANTANA, CONCENTRACAO DE SACAROSE NA HORA ZERO E CONCENTRACAO
DE XANTANA OBTIDOS NOS ENSAIOS DO PONTO CENTRAL

5.5.2.1.3 Resposta: Indice de consisténcia (k)

Nenhum efeito apresentou significancia estatistica para a resposta inidice de
consisténcia. O modelo completo de 10 parametros para predicdo do valor de k ndo se
ajustou bem aos dados experimentais apresentando um valor de 0,525 para coeficiente de
explicacio do modelo (R?). Neste caso, vale uma andlise comparativa da estatistica
descritiva de cada conjunto de valores: (i) dos obtidos no ponto central e (ii) dos obtidos em
todos os ensaios. A Tabela 25 apresenta a estatistica descritiva e a Figura 49 mostra o

histograma e o Box plot dos valores do indice de consiténcia destes dois conjuntos.

TABELA 25 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES DO INDICE DE CONSISTENCIA (NRRL B-1459%)

Repeticao no ponto central Todos os ensaios
Nimero de amostras 5 19
Média 905 866
Intervalo de confianca 95 % 618 - 1193 751-981
Minimo - Méximo 527-1132 348 — 1269
Variancia 53568 57311
Desvio Padrao 232 239
Erro Padrao 104 55
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FIGURA 49 - HISTOGRAMA E BOX PLOT PARA OS VALORES DA RESPOSTA K (NRRL B-1459%)

Os valores médios para o valor do indice de consisténcia (k) para os dois conjuntos
foram muito préximos e os desvios padrdo observados nos Box Plots evidenciam que o
desvio padrao de k obtidos nos ensaios do ponto central foi tdo grande quanto o dos obtidos

em todos os ensaios.

Cabe ressaltar que as bateladas 15, 16 e 17 corresponderam ao ultimo ciclo de
ensaios realizados do planejamento e em todos estes ensaios foram obtidos baixos valores
do indice de consisténcia (527, 526 e 348, respectivamente) e baixos valores de consumo de
sacarose (0,9, 0,8 e 0,11, respectivamente) evidenciando um forte desvio que
provavelmente foi originado de um erro grosseiro, conforme versa a estatistica, mas que

nao teve a sua fonte identificada.

5.5.2.1.4 Otimizacdo do processo utilizando a funcdo desejabilidade

Para a otimizacdo do processo em reator de bolha da linhagem NRRL B-1459*
utilizando a funcdo desejabilidade, os dados obtidos no planejamento experimental foram
ajustados ao modelo spinline (polinomial cibico) para cada resposta V; j = f; (X1, X, X3).
Os parametros para o cdlculo da funcao desejabilidade para cada resposta estd apresentado

na Tabela 26.
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TABELA 26 — PARAMETROS DA CURVA DE DESEJABILIDADE PARA CADA RESPOSTA (NRRL B-1459%)

d=0 d=0,5 d=1 Curvatura
Respostas Minimo Médio* Maximo S t
Rendimento (%) 29,9 41 52 0,1 1,0
Concentracao de Xantana (g/L) 7,1 9,3 11,5 0,1 1,0
Indice de consisténcia k (m.Pa.s™) 348 1000 1269 0,1 10

*corresponde ao valor médio mais aceitdvel para o processo

A Figura 50 apresenta, nas primeiras trés linhas e trés colunas, o perfil de cada

resposta Y; em funcdo de cada fator X; isoladamente, na ultima coluna, apresenta a funcdo

desejabilidade d; para cada resposta individualmente em fun¢do das respostas X; e a ultima

linha mostra o perfil da fun¢ao desejabilidade global D para as trés respostas em fun¢do do

fator X; mantendo-se os outros fatores no seu valor 6timo.

Profiles for Predicted Values and Desirability
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O resultado da otimizag¢do utilizando a funcio desejabilidade, portanto, indica que
as condi¢des 6timas de processo de batelada repetida em reator de coluna bolha utilizando a
linhagem NRRL B-1459*%, dentro das restricdes estabelecidas na Tabela 26, sdo
concentracdo de sacarose em 17 g/L, aeracdo em 1 vvm e temperatura em
aproximadamente 31°C. A Figura 51 apresenta as curvas de contorno para a fungdo
desejabilidade global D em fungdo dos fatores estudados mantendo-se o terceiro fator no

seu ponto 6timo.

B

>

=

5

3 I os

8 B o5

g o4
o2
o

) )

< <

g g

g Il os g

[0 2 [0

£ [

2 CJos 2
o2
o

Sacarose (g/L) Vazao de ar (wm)

FIGURA 51 — CURVAS DE CONTORNO DA FUNCAO DESEJABILIDADE (NRRL B1459%)
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5.5.2.2 Linhagem ATCC 13951

Os ensaios foram realizados em trés ciclos: (1) bateladas 1 a 8, (2) bateladas 9 a 12
e (3) bateladas 13 a 17. A Tabela 27 apresenta o resultado do planejamento experimental de

3 fatores em configuracao estrela com repeticdo do ponto central.

TABELA 27 - RESULTADO DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA LINHAGEM ATCC 13951

Fatores Respostas
Ensaio  Sacarose  Aeracio  Temperatura Xantana Rendimento k
(g/L) (vvm) °C) 48h (g/L) (%) " (mPa.s")

1 25 1,0 28 11,0 49,6 0,28 1282
2 30 0,5 25 7,7 27,7 0,25 1653
3 25 1,0 28 8,8 36,9 0,25 1781
4 25 1,0 33 14,3 63,9 0,24 2035
5 25 1,0 23 9,5 44.0 0,30 931

6 20 0,5 25 11,4 65,3 0,29 1029
7 20 1,5 31 14,6 86,0 0,29 1108
8 25 1,8 28 12,1 53,6 0,30 1098
9 30 0,5 31 9,3 31,7 0,29 1246
10 30 1,5 25 10,8 38,4 0,30 1175
11 17 1,0 28 9,2 49,8 0,29 1137
12 20 0,5 31 10,3 47,0 0,32 1062
13 20 1,5 25 9,7 66,0 0,31 899

14 33 1,0 28 9,9 47,2 0,29 1227
15 25 1,0 28 12,5 57,1 0,30 1066
16 30 1,5 31 11,7 52,9 0,29 1152
17 25 0,2 28 11,3 36,7 0,31 994

5.5.2.2.1 Resposta: Concentragdo de Xantana 48h

Para a resposta concentracdo de xantana 48h, o modelo completo de 10 parametros
ndo se ajustou bem aos dados experimentais apresentando um valor de 0,645 para o
coeficiente de explicacio do modelo (R?). Nenhum efeito apresentou significAncia
estatistica conforme o grafico de Pareto dos efeitos calculados para modelo completo (10

parametros) apresentado na Figura 52.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Concentragdo de xantana (48h)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=3,467486
DV: P
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FIGURA 52 - GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS DO MODELO COMPLETO PARA A RESPOSTA
CONCENTRACAO DE XANTANA 48H (ATCC 13951)

Neste caso, as mesmas consideracdes feitas acerca dos resultados obtidos para a
resposta concentracdo de xantana (48h) obtidas nos ensaios para linhagem NRRL B-1459*
valem para a linhagem ATCC 13951, i.e., os ruidos do processo influenciaram a resposta
tanto quanto os fatores estudados. Cabe ainda uma analise comparativa da estatistica
descritiva dos dois conjuntos de valores: (1) valores obtidos nos ensaios do ponto central e
(2) valores obtidos em todos os ensaios do planejamento. A Tabela 28 mostra a estatistica
descritiva e a Figura 53 apresenta o Box plot de cada conjunto de valores da resposta

concentracdo de xantana 48h.

TABELA 28 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES DA CONCENTRACAO DE XANTANA 48H

(ATCC13951)
Repeticao no ponto central Todos os ensaios

Nimero de amostras 3 17
Média 10,7 10,8
Intervalo de confianca 95 % 6,1 -154 9,9-11,8
Minimo - Maximo 8,8-12,5 7,7-14,6
Variancia 3,47 3,5
Desvio Padrao 1,86 1,87

Erro Padrao 1,075 0,453
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Box & Whisker Plot Box & Whisker Plot
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FIGURA 53 - BOX PLOT PARA OS VALORES DA CONCENTRACAO DE XANTANA 48H (ATCC 13951)

Comparando-se os dois conjuntos de valores verifica-se que a variabilidade dos
valores obtidos nos ensaios no ponto central foi tdo grande quanto a variabilidade dos
valores obtidos em todos os ensaios do planejamento que sofreram a influéncia dos efeitos

estudados.

5.5.2.2.2 Resposta: Rendimento

Para a resposta rendimento, somente o efeito linear da concentracdo inicial de
sacarose apresentou significancia estatistica conforme apresentado pelo grafico de pareto na

Figura 54.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Rendimento
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FIGURA 54 - GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS DO MODELO COMPLETO PARA A RESPOSTA RENDIMENTO
(ATCC 13951)

O coeficiente de determinacdo do modelo (R%) de 10 parimetros apresentou valor

de 0,788 conforme apresentado na ANOVA apresentada na Tabela 29.

TABELA 29 - ANOVA - MODELO COMPLETO PARA A RESPOSTA RENDIMENTO (ATCC 55298)

Fonte de Variacio SQ GL MQ  Fearcuiapo | TABELADO Featcutado
(0,05%) Frapetado

Regressao 2560,8 9 284.5

Residuo 689,3 7 98,5 2,9 3,68 0,79

Falta de Ajuste 570,05 5 114,0

Erro Puro 119,21 2 59,6 1,9 19,30 0,10

Total 3250,06 16

Variacao Explicada (R?) 0,788 Variacdo Explicavel (R) 0,963

O teste F para se avaliar a significancia estatistica do modelo completo foi
negativo (Fcaiculado < Fravelado) €mbora o teste F para a falta de ajuste tenha sido positvo
(Fcalculado < Frabelado), i-€., mesmo com o modelo tendo apresentado ndo significancia
estatistica, os residuos orginados da falta de ajuste foram menores que os residuos
originados da repeticdes no ponto central (erro puro). O modelo de 10 parametros, portanto,

nio € adequado para descrever a relagdo entre o rendimento e os fatores estudados. O
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modelo de dois pardmetros considerando somente o efeito linear da concentragdo de

sacarose apresentou R’ igual a 0,456 e falta e significincia estatistica.

As causas deste resultado ndo significativo para o ajuste de um modelo de segunda
ordem empirico preditivo envolvendo os fatores estudados s@o as mesmas consideradas
para os ensaios conduzidos com a linhagem NRRL B-1459*: falta de controle da
concentracdo inicial de biomassa, da concentracdo de sacarose na hora zero ou regido de
estudo dos fatores ndo significativa. Cabe ainda mencionar que a significancia estatistica do
efeito linear da concentracdo inicial de sacarose deve-se a dependéncia do rendimento com
esta varidvel conforme discutido anteriormente a respeito dos resultados da resposta
rendimento obtidos para a linhagem NRRL B-1459*. Figura 55 mostra a variabilidade da

concentracgdo inicial de sacarose na hora zero de cada batelada.
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FIGURA 55 - VALORES DA CONCENTRACAO DE SACAROSE: PLANEJADA,NO MOSTO E NA
HORA ZERO DA FERMENTACAO (ATCC 13951)

Uma andlise da estatistica descritiva dos dois conjuntos de valores é vélida para
evidenciar a variabilidade desta resposta frente aos valores dos fatores estudados. A Tabela
X mostra a estatistica descritiva dos dois conjuntos de valores: (1) valores obtidos nos
ensaios do ponto central e (2) valores obtidos em todos os ensaios do planejamento. A
Tabela 30 mostra a estatistica descritiva e a Figura 56 apresenta o Box plot de cada

conjunto de valores da resposta rendimento.
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TABELA 30 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES DE RENDIMENTO (ATCC 13951)

Repeticao no ponto central Todos os ensaios

Nimero de amostras 3 17
Média 45,7 48,6
Intervalo de confianca 95 % 26,6 — 64,9 41,2 -559
Minimo - Maximo 36,7 -50,8 27,7-86,0
Variancia 59,6 203,1
Desvio Padrao 7,7 14,3

Erro Padrao 4,46 3,46
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FIGURA 56 - BOX PLOT PARA OS VALORES DE RENDIMENTO (ATCC 13951)

Similarmente ao dissertado para os resultados do rendimento obtidos para a

inicial de sacarose.

coeficiente de determinacdo do modelo (R?) apresentou o valor de 0,490. A Tabela 31

mostra a estatistica descritiva e a Figura 57 o Box plot dos dois conjuntos de valores de k:

5.5.2.2.3 Resposta: Indice de consisténcia (k)

Para esta resposta, nenhum efeito apresentou significancia estatistica e o

(1) obtidos nos ensaios do ponto central e (2) os obtidos em todos os ensaios.
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TABELA 31 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES DE K (ATCC 13951)

Repeticao no ponto central

Todos os ensaios

Numero de amostras
Média

Intervalo de confianca 95 %
Minimo - Maximo
Variancia

Desvio Padrao

Erro Padrao

3
1376
465 - 2287
1066 - 1781
134450
366,7
211,7

17
1228
1069 - 1387
899 - 2035
95909
310
75
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FIGURA 57 - BOX PLOT PARA OS VALORES DO INDICE DE CONSISTENCIA (ATCC 13951)

A média e o desvio padrao dos valores de k obtidos nos ensaios ponto central
foram um pouco maior que os obtidos para o conjunto de valores obtidos em todos os

ensaios. A grande variabilidade do indice de consisténcia no ponto central evidenciando o

quanto os ruidos do sistema influenciaram nesta resposta.

5.5.2.2.4 Oftimizacdo do processo utilizando a funcdo desejabilidade

Para a otimiza¢do do processo em reator de bolha da linhagem ATCC 13951,
utilizando a fungdo desejabilidade, os dados obtidos no planejamento experimental foram
ajustados ao modelo spinline (polinomial cubico) para cada resposta V; ; = f;(Xy, X, X3).

Os parametros para o cdlculo da funcao desejabilidade para cada resposta estd apresentado

na Tabela 32.
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TABELA 32 — PARAMETROS DA CURVA DE DESEJABILIDADE PARA CADA RESPOSTA (ATCC 13951)

d=0 d=0,5 d=1 Curvatura
Respostas Minimo Médio* Maximo S t
Rendimento (%) 30 60 90 0,1 1,0
Concentracao de Xantana (g/L) 7,7 11,2 14,7 0,1 1,0
Indice de consisténcia k (m.Pa.s™) 890 1500 2100 0,1 10

*correponde ao valor médio mais aceitdvel para o processo

A Figura 58 apresenta, nas primeiras trés linhas e trés colunas, o perfil de cada
resposta Y; em funcdo de cada fator X; isoladamente, na ultima coluna, apresenta a funcdo
desejabilidade d; para cada resposta individualmente em fun¢do das respostas X; e a ultima
linha mostra o perfil da fun¢ao desejabilidade global D para as trés respostas em fun¢do do

fator X; mantendo-se os outros fatores no seu valor 6timo.
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FIGURA 58 — PERFIL DAS RESPOSTAS E FUNCAO DESEJABILIDADE PARA CADA FATOR ESTUDADO (ATCC
13951)

O resultado da otimizagao utilizando a fung¢do desejabilidade, portanto, indica que

as condi¢des 6timas de processo de batelada repetida em reator de coluna bolha utilizando a
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linhagem ATCC 13951, dentro das restri¢des estabelecidas na Tabela 32, sdo concentra¢io
de sacarose de 17 a 20 g/L, vazdo de ar de aproximadamente 1 vvm e temperatura de 33°C.
A Figura 59 apresenta as curvas de contorno para a funcdo desejabilidade global D em

funcao dos fatores estudados mantendo-se o terceiro fator no seu ponto 6timo.
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FIGURA 59 — CURVAS DE CONTORNO DA FUNCAO DESEJABILIDADE (ATCC 13951)

118



5.5.2.3 Analise comparativa dos resultados obtidos para as linhagens
NRRL B-1459* e ATCC 55298.

Conforme comentado na secdo Material e Métodos, a linhagem NRRL B-1459*
apresentou valores de concentracdo final de xantana e de qualidade da goma inferiores aos
obtidos para a linhagem ATCC13951. Para verificar se houve alguma degradacdo da
linhagem conservada por longo tempo em freezer, fez-se uma andlise comparativa entre os

resultados obtidos para a linhagem NRRL B-1459%* e a linhagem ATCC 13951.

Cabe ressaltar, que esta andlise comparativa leva em consideracdo os valores
observados em todas as bateladas do planejamento experimental em que houve grande
variabilidade das condi¢cdes do processo de producdo da goma e outras fontes de
variabilidade ja mencionadas, sendo a mais critica a concentracdo inicial de células em cada
batelada. Portanto, a anélise estatistica da média dos valores da concentracdo de xantana e
do indice de consisténcia obtidos para cada linhagem ndo foi obtida em condi¢des
altamente controladas de ensaio de modo que uma diferenca estatisticamente significativa
entre as média sugere fortemente que a fonte de variabilidade foi a linhagem utilizada nos
ensaios. A Figura 60 apresenta o Box plot para a média do conjunto de todos os valores da
concentracdo final de xantana 48h obtidos nos ensaios do planejamento fatorial para a
linhagem NRRL B-1459" ¢ para a linhagem ATCC 13951 e a Tabela 33 mostra o resultado
do teste t de Student.

TABELA 33 — TESTE T PARA MEDIAS POPULACIONAIS INDEPENDENTES

indice de consisténcia k (mPa.s") Concentracao de xantana 48h (g/L)
Linhagem
Média t-valor df p Média t-valor df p
ATCC 10,8 - - - 1228 - - -
NRRL 8,8 4,00 34 0,00032 866 3,9 34 0,00038
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Box & Whisker Plot Box & Whisker Plot
indice de consisténcia, k (mPa.s") - ATCC vs. NRRL Concentragdo Final de Xantana (g/L) - ATCC vs. NRRL
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FIGURA 60 - BOX PLOT PARA COMPARACAO DOS VALORES DA CONCENTRACAO DE XANTANA E DO INDICE
DE CONSISTENCIA (NRRL B-1459* vERsUS ATCC 13951)

O p-valor para o teste t de Student foi menor que 0,001 tanto para a comparacao
das médias dos valores da concentracdo de xantana quanto para a média dos valores do
indice de consisténcia de cada linhagem indicando que tratam-se de populacdes distintas e
sugerindo, portanto, que a linhagem NRRL B-1459* pode ter sofrido degradacio devido ao
longo tempo de estocagem. Uma simples inspe¢do no Box plot aponta que as médias sdo
distintas. Esta mesma abordagem foi utilizada por Galindo et al. (1994) para distinguir a
linhagem NRRL B-1459 de uma variante espontanea E2 isolada por Ramirez (1993, apud
Galindo et al., 1994).

A média dos valores de concentracdo final de xantana e a média dos valores de
indice de consisténcia foram 23% e 42% maior para a linhagem ATCC 55298,
respectivamente. Estes resultados estdo em concordancia com a variabilidade relatada por
Cadmus et al. (1976) que verificou diferenca de 60% na viscosidade final do caldo e de
55% no rendimento final de fermentacdes de 48 h em frascos agitados conduzidas sob as
mesmas condicdes. A viscosidade do fermentado, entretanto, ¢ dependente da concentragdo
de xantana de modo que parte da variabilidade nos valores da viscosidade final do
fermentado é devido a diferenca de concentracdo. No caso dos valores do indice de
consisténcia determinados no presente trabalho, todos foram determinados em solucdes
com a mesma concentracdo de xantana e nas mesmas condi¢des experimentais de modo

que a variabilidade residiu no processo e na linhagem que a produziu.
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5.5.2.4 Linhagem ATCC 55298

Os ensaios foram realizados em trés ciclos: (1) bateladas 1 a 5, (2) bateladas 6 a 11
e (3) bateladas 12 a 17. A Tabela 34 apresenta o resultado do planejamento experimental de

3 fatores em configuracao estrela com repeticdo do ponto central.

TABELA 34 - RESULTADO DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA LINHAGEM ATCC 55298

Fatores Respostas
Ensaio  Sacarose  Aeracio  Temperatura Xantana Rendimento k
(g/L) (vvm) (°C) (g/L) (%) " (mPas")
1 25 1,0 28 9,3 39,3 0,27 1601
2 30 0,5 25 9,6 34,2 0,27 1437
3 25 1,0 28 10,4 442 0,26 1590
4 25 1,0 33 11,3 48,8 0,29 1354
5 25 1,0 23 11,3 48,7 0,29 1155
6 20 0,5 25 12,0 56,0 0,27 1485
7 20 1,5 31 10,1 53,9 0,27 1686
8 25 1,8 28 13,4 62,3 0,26 1506
9 30 0,5 31 9,9 37,6 0,27 1597
10 30 1,5 25 12,3 46,8 0,30 1140
11 17 1,0 28 13,0 80,1 0,30 1200
12 20 0,5 31 8,6 47,0 0,26 1807
13 20 1,5 25 11,0 66,0 0,30 1053
14 33 1,0 28 11,8 47,2 0,26 1673
15 25 1,0 28 12,6 57,1 0,26 1556
16 30 1,5 31 13,4 52,9 0,25 1692
17 25 0,2 28 8,2 36,7 0,27 1600

5.5.2.4.1 Resposta: Concentragdo de xantana 48h

Para a resposta concentragdo de xantana 48h, nenhum efeito apresentou
significancia estatistica no nivel de significincia de 5% conforme grifico de Pareto
apresentado na Figura 61. O modelo completo de 10 parametros, conseqiientemente, nao
foi estatisticamente significativo apesar de ter apresentando um valor de 0,728 para

coeficiente de explicacdo (R?).
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FIGURA 61 - GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS DO MODELO COMPLETO PARA CONCENTRACAO DE

As mesmas consideragOes feitas acerca dos resultados obtidos para a resposta
concentracdo de xantana 48h nos ensaios com as linhagens NRRL B-1459* e ATCC 13951
valem para a linhagem ATCC 55298, i.e., os ruidos do processo influenciaram a resposta
tanto quanto os fatores estudados. Cabe, portanto, fazer uma analise comparativa por meio
da estatistica descritiva dos dois conjuntos de valores da concentracdo de xantana 48h: (1)
obtidos nos ensaios do ponto central e (2) obtidos em todos os ensaios. A Tabela 35 mostra

a estatistica descritiva e a Figura 62 apresenta o Box plot de cada conjuntos de valores da

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: P

3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=2,804074
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XANTANA 48H

resposta concentracdo de xantana 48h.

TABELA 35 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES DA CONCENTRACAO DE XANTANA 48H (ATCC

55298)

Repeticao no ponto central

Todos os ensaios

Nimero de amostras 3
Média 10,8
Intervalo de confianca 95 % 6,6-149
Minimo - Maximo 9,3-12,6
Variancia 2,8
Desvio Padrao 1,68

Erro Padrao

0,97

17
11,1
10,2-11,9
8,2-134
2,7
1,64
0,40
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Box & Whisker Plot Box & Whisker Plot
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FIGURA 62 - BOX PLOT PARA OS VALORES DE P (ATCC 55298)

Uma andlise comparativa entre os dois conjuntos de valores confirma que a
variabilidade dos valores no ponto central foi tdo grande quanto a variabilidade de todos os
valores obtidos nos ensaios do planejamento que sofreram a influéncia dos efeitos

estudados.

5.5.2.4.2 Resposta:Rendimento (R)

Para a resposta rendimento em xantana (R), nenhum dos efeitos estudados
apresentou significancia estatistica no nivel de significancia de 5% conforme mostrado no

grafico de Pareto dos efeitos apresentado na Figura 63.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: R
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=85,14102
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FIGURA 63 - GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS DO MODELO COMPLETO PARA A VARIAVEL R (ATCC
55298)

Nesta caso, os ruidos do processo influenciaram a resposta tanto quanto os fatores
estudados. Uma das fontes de ruidos fpo a variabilidade da concentragdo de sacarose na

hora zero de fermentagao que estd evidenciada na Figura 64.
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FIGURA 64 - VALORES DA CONCENTRACAO DE SACAROSE: PLANEJADO (S), NO MOSTO E NA HORA ZERO DA
FERMENTACAO (ATCC 55298)

Similarmente ao dissertado com relagdo aos resultados obtidos para a linhagem

NRRL B-1459%*, a variabilidade dos valores de R € diretamente proporcional a variagdo da
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concentracdo de xantana (P) e inversamente proporcional 4 concentracdo de sacarose na
hora zero (Sen): R = P/S,, - A resposta R, portanto, acompanha tendéncia a observada para
a resposta P acrescida dos ruidos dos valores de Son. A Figura 65 mostra os valores da

concentracdo de xantana (P) em ordem crescente, a concentragdo de sacarose na hora zero

(Son) e o rendimento (R) de cada batelada.

14 - - 60
S
= 127 +50 <
RS S
© (0]
10 <8
S 140 28
T g
3 8 - Sw
(0]
° T30 EZ
uQ 6 1 -gxg
& QS
L (A
= +20 © £
o) 4 S
g ~P 3
o - R g
O 27 B 10 O
-+ S
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0
O OO NN~ NLOANTONM— OO0+~ OWN
o o
Batelada

FIGURA 65 - VARIAVEIS R, P E Sy PARA CADA BATELADA (ATCC 55298)

Seguindo a tendéncia observada para a linhagem NRRL B-1459%*, verifica-se que
as curvas delineadas pelos pontos experimentais da concentracdo de sacarose e pelos pontos
calculados do rendimento sdo praticamente a imagem de espelho uma da outra,
confirmando a afirmac@o anterior. E estas curvas se afastam na medida em que a

concentragéo de xantana aumenta.

E, uma vez que, para o rendimento, ndo foram determinadas correlagdes
significativas com os fatores estudados vale analisar a estatistica descritiva dos conjuntos
de valores de R obtidos nos ensaios do ponto central em comparacdo com os valores
obtidos em todos os ensaios. A Tabela 36 apresenta a estatistica descritiva e a Figura 66

mostra o histograma e o Box plot dos valores de R destes dois conjuntos.
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TABELA 36 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS VALORES DA RESPOSTA RENDIMENTO (ATCC 55298)

Repeticao no ponto central Todos os ensaios
Numero de amostras 3 17
Média 46,9 50,5
Intervalo de confianca 95 % 23,9 - 69,8 445 - 56,5
Minimo - Maximo 39,3 - 57,1 34,2 - 80,1
Variancia 85,1 136,1
Desvio Padrao 9,2 11,7
Erro Padrio 5,33 2,83
Box & Whisker Plot Box & Whisker Plot
80 T T 80
70 1 70
60 1 60r
50 1 50¢f o
[m]
40t 1 40t
30 R — 30
O Mean =46,9 O Mean =505 -
[J+sD= (37,6, 56,1) [ ]+sD= (38,9, 62,2)
2 T £1,96'SD = (28,8,649) ) 2 T~ +1,96*SD = (27,7, 73,4)
R - Repeti¢des do ponto central R - Todos os pontos

FIGURA 66 - BOX PLOT PARA OS VALORES DA RESPOSTA R (ATCC 55298)

Os valores médios para o valor do rendimento em xantana (R) para os dois
conjuntos foram muito préximos e os desvios observados no Box Plot coerentes com a
fontes dos valores analisados: maiores para a média de todos os valores refletindo a maior
variabilidade do processo frente a variacdo dos fatores estudados, embora seus efeitos nao

tenham sido significativos..
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5.5.2.4.3 Resposta:indice de consisténcia (k)

Para a resposta indice de consisténcia (k) somente o efeito quadratico da vazdo de
ar (V) e o efeito de interagdo entre sacarose (S) e temperatura (T) ndo apresentaram
significancia estatistica conforme mostrado no grafico de Pareto dos efeitos calculados para
modelo completo (10 parametros) apresentado na Figura 67. A andlise de variancia do

modelo completo estd apresentada na Tabela 37.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: K
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=564,8829
DV:K

(3) Temperatura(L) 22,79

Temperatura(Q)
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[Sacarose](Q) -4,68697

|
1
1Lby3L —3,62802

Vazao(Q) 1 1 13559

p=,05
Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 67 - GRAFICO DE PARETO DO MODELO COMPLETO PARA A VARIAVEL K (ATCC 55298)

TABELA 37 - ANOVA DO MODELO COMPLETO PARA A RESPOSTA K (ATCC 55298)

Fonte de Variaciao SQ GL MQ Feac vl v, pvalor
Regressao 594481,3 9 66053,5
Residuo 197858,0 7 28265,4 23 9 7 0,14
Falta de Ajuste 196728,20 5 39345,6
Erro Puro 1129,80 2 564,9 69,7 5 2 0,01
Total 792339,30 16

Variacao Explicada (R?) 0,750 Variaciao Explicavel (R) 0,999

O modelo completo apresentou um valor para coeficiente de explicacdo do modelo

(R?) igual a 0,750 e o teste F para a regressdo indica que ndo hd significincia estatistica
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(pvalor>0,05). Entretanto, o teste F para a falta de ajuste resultou em um pvalor menor que
0,05 indicando que os residuos da regressdao sdo bem menores que o erro puro associado as
repeticdes do ponto central de modo que uma nova regressdo considerando apenas os
efeitos significativos pode ser testado para o ajuste dos dados a fim de se reduzir os erros
associados a falta de ajuste da regressao. Para tanto foi testado um modelo de 8 parametros
excluindo-se o efeito quadratico de V e o efeito de interacdo entre S e T. A Figura 68

mostra o grafico de Pareto e a Tabela 38 a andlise de variancia do modelo de 8 parametros.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: K
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=564,8829
DV: K

7//////////////////////////////
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[Sacarose](O) 5 25025

1 Lby2L

Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 68 - GRAFICO DE PARETO DO MODELO DE 8 PARAMETROS PARA A VARIAVEL K (ATCC 55298)

TABELA 38 - ANOVA DO MODELO DE 8 PARAMETROS PARA A VARIAVEL K (ATCC 55298)

Fonte de Variacio SQ GL MQ Feac vl v, pvalor
Regressao 586345,6 7 83763,7
Residuo 205993,7 9 22888,2 3,7 7 9 0,04
Falta de Ajuste 204863,9 7 29266,3
Erro Puro 1129,8 2 564.9 51,8 7 2 0,02
Total 792339,3 16

Variacao Explicada (R?) 0,740 Variacdo Explicavel (R) 0,999

A andlise de variancia para o modelo de 8 parametros para a resposta k por meio

do teste F indica significancia estatistica tanto para a regressao quanto para a falta de ajuste.
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O modelo codificado, portanto, é representado por:
k=1587,08 +46,16.S - 35,51 .8%- 66,92 .V + 146,62 . T-99,81 . T*+ 43,88 . S.V + 88,00.V.T

Para efeito comparativo desta andlise da resposta kK com as outras respostas que
ndo apresentaram significancia estatistica para o modelo quadratico, cabe mostrar a
estatistica descritiva dos conjuntos de valores de k obtidos no ponto central e dos valores de
k obtidos em todos os ensaios. A Figura 69 apresenta os Box Plot destes conjuntos de

valores de k.
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FIGURA 69 - BOX PLOT PARA OS VALORES DA RESPOSTA K (ATCC 55298)

A comparagao dos dois gréficos evidencia que a variabilidade nos valores de k nas
condi¢cdes de ensaio no ponto central (erro puro) foi bem menor que a variabilidade
decorrente do efeito dos fatores estudados de modo que a andlise de variancia apresentou
significancia estatistica para os efeitos avaliados na resposta k. Uma vez que o a regressao
retornou um modelo estatisticamente valido, pode-se, portanto, fazer uma da andlise por
meio das superficies de resposta. A Figura 70 apresenta as superficies de resposta para o

indice de consisténcia (k) em funcdo dos fatores estudados.
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FIGURA 70 - SUPERFICIES DE RESPOSTA PARA O INDICE DE CONSISTENCIA, K (ATCC 55298)

A andlise das superficies indica, portanto, que sdo obtidos maiores valores de k
para a goma xantana produzida pela linhagem ATCC 55298 em temperaturas acima de
31°C (nivel 1 da codificac@o) e concentragdo inicial de sacarose em torno de 25 g/l (nivel 0
da codificagdo). Quanto ao efeito da vazdo de ar, a tendéncia observada na superficie de
resposta plotada com o fator sacarose aponta para valores 6timos acima de 1,5 vvm
enquanto que a superficie de resposta plotada com o fator temperatura indica duas regides
de mdximo: uma de temperaturas em torno do ponto central (25°C) e baixa vazdo (0,5 vvm)

e outra de temperaturas acima de 30°C e vazdo de ar acima de 1 vvm.
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5.5.2.4.4 Otimizacdo do processo utilizando a funcdo desejabilidade

Para a otimizacdo do processo em reator de bolha da linhagem ATCC 55298
utilizando a funcdo desejabilidade, os dados obtidos no planejamento experimental foram
ajustados ao modelo spinline (polinomial cubico) para cada resposta V; ; = f;(Xy, X2, X3).
Os parametros para o cdlculo da funcdo desejabilidade para cada resposta estd apresentado

na Tabela 39.

TABELA 39 — PARAMETROS DA CURVA DE DESEJABILIDADE PARA CADA RESPOSTA (ATCC 55298)

d=0 d=0,5 d=1 Curvatura
Respostas
Minimo Médio* Maximo S t
Rendimento (%) 34 57 80 0,1 1,0
Concentracao de Xantana (g/L) 8,2 10,8 13,5 0,1 1,0
Indice de consisténcia k (m.Pa.s™) 1000 1500 2000 0,1 10

*corresponde ao valor médio mais aceitavel para o processo

A Figura 71 apresenta, nas primeiras trés linhas e trés colunas, o perfil de cada
resposta Y; em funcdo de cada fator X; isoladamente, na ultima coluna, apresenta a funcdo
desejabilidade d; para cada resposta individualmente em fun¢do das respostas X; e a ultima
linha mostra o perfil da fun¢ao desejabilidade global D para as trés respostas em fun¢do do

fator X; mantendo-se os outros fatores no seu valor 6timo.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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FIGURA 71 — PERFIL DAS RESPOSTAS E FUNCAO DESEJABILIDADE PARA CADA FATOR ESTUDADO

(ATCC 55298)

O resultado da otimizagao utilizando a func¢do desejabilidade, portanto, indica que

as condi¢des 6timas de processo de batelada repetida em reator de coluna bolha utilizando a

linhagem ATCC 55298, dentro das restricdes estabelecidas na Tabela 39 — Parametros da

curva de desejabilidade para cada resposta (ATCC 55298), sdo concentracio de sacarose de

33 g/L, vazdo de ar de aproximadamente 1,8 vvm e temperatura de 33°C. A Figura 72

apresenta as curvas de contorno para a fungdo desejabilidade global D em funcdo dos

fatores estudados mantendo-se o terceiro fator no seu ponto 6timo.
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FIGURA 72 — CURVAS DE CONTORNO DA FUNCAO DESEJABILIDADE (ATCC 55298)
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5.5.2.5 Resumo dos resultados obtidos nos ensaios do planejamento

A Tabela 40 apresenta os valores da média, desvio padrao, minimo e maximo das
respostas concentra¢do de xantana 48h, rendimento, indice de consisténcia (k) e indice de
comportamento de fluxo obtidos nos ensaios de otimiza¢do com as linhagens Xanthomonas

campestris NRRL B-1459*, ATCC 13951 e ATCC 55298.

TABELA 40 — RESUMO DAS RESPOSTAS OBTIDAS NOS ENSAIOS DE OTIMIZACAO COM CADA LINHAGEM

Xantana 48h (g/L) Rendimento (%)

Linhagem

Média* DesvPad Minimo Maximo Média* DesvPad Minimo Maximo
NRRL B-1459" 8,8° 1,1 7,1 11,5 38.,8° 6,3 29,9 51,9
ATCC 13951 10,8° 1,9 7,7 14,6 48,6 14,3 27,7 86,0
ATCC 55298 11,1° 1,6 8,2 13,4 50,5° 11,7 34,2 80,1

k (mPa.s") n

Linhagem

Média* DesvPad Minimo Maximo Média* DesvPad Minimo Maximo
NRRL B-1459" 8667 239 348 1269 0,34* 0,033 0,30 0,40
ATCC 13951 1228° 310 899 2035 0,29° 0,022 0,24 0,32
ATCC 55298 1478°¢ 223 1053 1807 0,27¢ 0,016 0,25 0,30

*letras diferentes indicam diferengas significativas entre grupos (p<0,05 pelo teste 1)

Os dados da Tabela 40 mostram que as linhagens ATCC 13951 e ATCC 55298
apresentaram produtividade e rendimento médios similares, mas melhores quando
comparados aos obtidos com a linhagem NRRL B1459". Em termos de qualidade do
produto, i.e., caracteristicas reologicas da xantana, as amostras produzidas pela linhagem
ATCC 55298 apresentaram, em média, melhor qualidade que as amostras produzidas pelas

outras duas linhagens.

A Tabela 41 apresenta um resumo das condi¢des Otimas para maximizar
produtividade, rendimento e qualidade da goma xantana para cada linhagem conforme

determinado com o uso da fun¢do desejabilidade.

TABELA 41 - RESUMO DAS CONDICOES OTIMAS DE OPERACAO PARA MAXIMIZACAO DAS RESPOSTAS

Linhagem Sacarose (g/L) Temperatura (°C) Vazio de ar (vvim)
NRRL B-1459" 17-20 31 1

ATCC 13951 17-20 33 1-1,5
ATCC 55298 30-33 33 1,8
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As condigdes apresentadas na Tabela 41 foram validadas experimentalmente
somente para as linhagens ATCC 13951 e ATCC 55298 uma vez que a NRRL B-1459"
apresentou suspeita de degradacdo conforme discutido nas secoes 4.1 e 0. Algumas
modificagcdes nestas condi¢des foram feitas levando-se em conta os dados de literatura e o
julgamento do processo baseado no “bom senso” na anélise dos dados obtidos nos ensaios

do planejamento.

Verificou-se que, independentemente das condi¢des operacionais, o fermentado
continha muita sacarose residual. O valor de 33 g/L. de sacarose no mosto determinado
como Otimo para maximizar as repostas do processo com a linhagem ATCC 55398 nio
condiz com a realidade observada nos experimentos. O valor da sacarose no mosto,

portanto, foi fixada em 20 g/L nos ensaios de validagao.

Adicionalmente, ao se manter constante a concentracdo inicial de sacarose no
mosto, a variabilidade do rendimento em xantana € uma fung¢do somente da taxa de
formacgdo de produto. Outro aspecto que mereceu uma analise mais critica foi o efeito da
temperatura e aeracdo na qualidade do produto. A Figura 73 apresenta o perfil dos
parametros reoldgicos ao longo dos ciclos obtidos nos ensaios do planejamento fatorial para

a linhagem ATCC 13951.

A tendéncia observada nas quatro primeiras bateladas do 1° ciclo evidencia que os
parametros reolégicos melhoram em condi¢des de maior temperatura e aeragdo. A batelada
2 foi caracterizada pelo bindmio (aeragdo, temperatura) em (-1,-1) com baixo rendimento
(27,7%) porém boa qualidade reoldgica do produto final. A baixa temperatura pode ter
favorecido o crescimento microbiano em detrimento da formagdo de produto. De fato, Shu
e Yang (1989) relataram que temperaturas na faixa de 24-27°C favorecem o crescimento de

biomassa e temperaturas entre 27-30°C favorecem a formacao de xantana.
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FIGURA 73 — PERFIL DOS PARAMETROS REOLOGICOS AO LONGO DOS CICLOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL (ATCC 13951)

O 2° ciclo € caracterizado por um bindmio (aeragdo, temperatura) ndo sinérgico
com as seguintes combinag¢des codificadas (-1,1), (1,-1), (0,0) e (-1,1) da batelada 9 a 12,
respectivamente, resultando em qualidade reoldgica inferior do produto final quando
comparada com as bateladas 1-4. O 3° ciclo iniciou o bind6mio (aeracdo, temperatura) em
(1,-1), prosseguiu com valores medianos (0,0) e (0,0) nas bateladas 14 e 15, teve uma
combinacdo sinérgica (1,1) que ndo apresentou melhores parametros reolégico que as

demais e terminou em condi¢des de baixa vazio e temperatura mediana (-1,68,0).

A variabilidade encontrada nas bateladas que operaram nas condi¢des do ponto
central foi grande e, provavelmente, reflete a variabilidade na concentracdo inicial de
biomassa bem como ao tempo em que esta biomassa estd reciclando no sistema. Peters et
al. (1993) relatou que a massa molecular do polissacarideo tende a aumentar com o
aumento da taxa especifica de crescimento e a melhora dos parametros reoldgicos
observada no ensaio preliminar, em que o reciclo da biomassa foi feito em condic¢des

operacionais fixas, ratifica esta tendéncia.
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Outra fonte de variabilidade na qualidade do produto final poderia ser a
concentracdo final de biomassa, uma vez que, neste trabalho, a xantana foi recuperada do
caldo sem separacdo das células, i.e., xantana grau industrial. Kennedy et al. (1982),
trabalhando com fontes complexas de nitrogénio (peptona, dgua de maceracao de milho,
extrato de levedura) para producdo de xantana grau industrial, atribuiu a grande
variabilidade reoldgica das amostras (0,27 < n < 0,86 ¢ 21,5 < k < 2880 mPa.s" para

solucdo aquosa 0,5% p/v) tanto a presenca de células quanto aos residuos das fontes

complexas utilizadas.

A Figura 74 apresenta o perfil dos parametros reoldgicos ao longo dos ciclos

obtidos nos ensaios do planejamento fatorial para a linhagem ATCC 55298.
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FIGURA 74 — PERFIL DOS PARAMETROS REOLOGICOS AO LONGO DOS CICLOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL (ATCC 55298)

O perfil dos parametros reoldgicos das amostras de xantana produzida pela
linhagem ATCC 55298 também indica que baixas temperaturas (<28°C) levam a produgio
de um polissacarideo com qualidade reoldgica inferior. A operagio na temperatura de 33°C,
entretanto, parece nao ter tido efeito positivo nos parametros reoldgicos, sugerindo que essa
nao é uma temperatura adequada, conforme apontado pela otimizacao utilizando a fungao
desejabilidade. O efeito da aeracdo na qualidade da goma, por outro lado, ndo foi tdo
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pronunciado, estando de acordo com a andlise por meio de superficie de resposta. Observa-
se também que a variabilidade dos parametros reoldgicos das amostras obtidas nas
bateladas 1, 3 e 15, que operaram nas condi¢des do ponto central, foi menor que a

observada para a linhagem ATCC 13951.

5.5.3 Ensaios de validacio

Os ensaios de validacao dos resultados obtidos na otimizagao foram feitos somente
para as linhagens ATCC 13951 e ATCC 55298. O numero de bateladas nos ciclos variaram
de 2 a 5 devido tanto a contamina¢do do sistema quanto a problemas operacionais, como
ruptura de mangueira ou formacao de espuma vigorosa levando ao arraste de fermentado
para o Erlenmeyer (“tanque pulmao”). A concentra¢do de sacarose foi mantida em 20 g/L
no mosto de alimentacdo mas sofreu dilui¢do variada ao longo das bateladas em cada ciclo
inerente ao processo de bateladas repetidas. As condi¢des de operagdo, temperatura e vazao
de ar, foram testadas tanto para os valores determinados com a funcdo desejabilidade

quanto em outras condicdes que foram julgadas apropriadas para maiores investigacoes.

5.5.3.1 Validac¢io com a linhagem ATCC 13951

Os ensaios de validagdo com a linhagem ATCC 13951 foram conduzidos em 3
ciclos: (1°) bateladas 1 a 4 — interrompido por vazamento —, (2°) bateladas 5 a 8 —
interrompido por vazamento —, e (3°) bateladas 9 a 10 — interrompido por contaminagdo. Na
batelada 3 do 1° ciclo, houve vazamento de aproximadamente 100-120 ml de fermentado
porém a batelada ndo foi interrompida: o Erlenmeyer (“tanque pulmao”) foi trocado e a
amostragem das 24h foi feita com parte do fermentado que vazou. Os perfis cinéticos de

cada batelada destes 3 ciclos estdo apresentados na Figura 75.
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O perfil cinético de cada batelada foi desenhado com somente 3 pontos (Oh, 24h e
48h), o que ndo € uma pratica adequada quando se quer quantificar dados cinéticos. Este
nimero reduzido de amostragens foi decorrente do reduzido volume do reator (600ml) que
foi limitado ao tamanho da autoclave e da necessidade de se ter uma quantidade de
fermentado ao final de cada batelada suficiente para se recuperar goma xantana para
realizar o ensaio de determinacdo dos parametros reoldgicos. Os perfis apresentados na

Figura 75, entretanto, fornecem dados qualitativos sobre o sistema em estudo.

De uma maneira geral, observa-se que a formacdo de produto estd associada ao
crescimento, a taxa de formagao de biomassa é maior nas primeiras 24h, quando nao ha
limitagdo da fonte de nitrogénio, € a curva de crescimento microbiano s atinge o estado
estaciondrio por volta das 48h de fermentacdo. A taxa formagdo de produto também foi
maior nas primeiras 24h, com excecdo da batelada 3, que serd comentada mais adiante. A
taxa de consumo de substrato sofreu pouca variacdo ao longo das bateladas apresentando
pequena redugdo apds 24h em algumas bateladas, provavelmente devido a menor demanda

microbiana para formag¢do de biomassa nas culturas quando ja se atingia a fase estaciondria.

Os efeitos das condi¢des operacionais ficaram mais evidentes nas primeiras 24
horas em que uma aeracdo mais vigorosa de 1,5-2 vvm acelerou a taxa de crescimento do
microrganismo bem como a formagdo de produto conforme relatado por Papagianni et al.
(2001). A temperatura de 33°C usada na batelada 8 ndo foi adequada para a producédo de
goma embora tenha apresentado perfil cinético similar as outras. Outras bateladas foram
conduzidas com a temperatura de 33°C cujos resultados ndo foram mostrados porque houve
vazamento do fermentado devido a intensa formacdo de espuma. Casas et al. (2001)
relataram que a temperatura de 34°C nédo foi adequada para a produgido de xantana e a
operac¢do na temperatura de 31°C apresentou menor produ¢ido de goma quando comparada
com a operac¢do a 28°C em reator de mistura. Esta melhor performance a 28°C relatada por
Casas et al. (2001), entretanto, ocorreu certamente pela maior agitacdo aplicada nesta

temperatura que a 31°C.

Observa-se ainda, na Figura 79, que a taxa de consumo de substrato e a taxa de
formacdo de goma apresentam nitida correlacio linear conforme observado por
Schweickart e Quilan (1989), que verificaram que a formacdo do produto tem como

substrato limitante a fonte de carbono e a formacdo de biomassa tem como substrato
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limitante a fonte de nitrogénio e que estas relacdes obedecem a uma cinética de Monod
“quasi-estequiométrica” com  valores de  YxanwnwGlicose € Y Biomssa/Nitrogénio  d€

aproximadamente 0,51 e 5,0 respectivamente.

Como ji comentado, no presente trabalho, quantificou-se a xantana bruta de modo
que alguns valores de Y<xantanaSacarose Calculados foram maiores 1. Para se ter valores
comparativos com a literatura, foi definido o rendimento Y*X/s como o rendimento
corrigido Y (Xantana -BiomassaySacarose» €M que fol descontada da massa xantana bruta
quantificada a massa celular formada. Esta correcdo considerou que toda a biomassa foi
carreada junto com a goma na precipitacdo com etanol. Neste ensaio de validagdo, obteve-
se uma média de 0,57+0,09 para Y xss nos dois ciclos cujo valor estd proximo aos valores
obtidos por Schweickart e Quinlan (1989) utilizando processo de batelada de 72 a 120
horas e reator de mistura. A Figura 76 apresenta os dados obtidos para o rendimento (R) e

Y*X/s para cada batelada.
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FIGURA 76 - RENDIMENTO E Y x/s DE CADA BATELADA DO ENSAIO DE VALIDACAO (ATCC 13951)

O efeito da concentragdo inicial de xantana fica evidente quando se observa a
evolugdo da varidvel Y*X/s ao longo dos ciclos. Particularmente, a reducdo de Y*X/s da
batelada 1 para a batelada 2 (31°C e 1 vvm) e da batelada 9 para a batelada 10 (31°C e 1,5
vvm) € um reflexo da maior quantidade de biomassa no tempo Oh que, somada a
disponibilidade de nitrogénio no meio, levou a um desvio do consumo de sacarose para a

formagdao de biomassa em detrimento da formacdo de xantana. O rendimento global,
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entretanto, nao foi prejudicado uma vez que a concentracao inicial de xantana também foi
maior nas bateladas subseqiientes a primeira batelada de cada ciclo. Este efeito do desvio
do consumo de sacarose para producdo de biomassa ndo foi observado entre as bateladas 5
e 6 devido a uma menor taxa de crescimento celular na batelada 6. Estes eventos podem ser
melhor visualizados na Figura 77 que apresenta os perfis da concentracdo de xantana,
sacarose € biomassa nos tempos Oh, 24h e 48h ao longo dos ciclos e os parametros

reoldgicos do caldo fermentado obtido ap6s 48h em cada batelada.

O primeiro ciclo operou com temperatura constante em 31°C e houve somente
mudanca na vazao de ar de 1 vvm para 1,5 vvm da batelada 2 para a batelada 3. O aumento
da aeracdo na batelada 3 provocou arraste de grande volume de fermentado nas primeiras
24 horas. Verifica-se que a concentracdo de biomassa aumentou bastante no intervalo de Oh
para 24h, mas permaneceu praticamente constante das 24h até as 48h quando houve
conversdao de grande parte da sacarose residual em xantana. A concentracdo final de
xantana na batelada 3 foi de 14,9 g/L. contra uma média de 11,9 g/LL das bateladas que
operaram nas mesmas condi¢des (4, 5, 6, 9 e 10). Esta batelada pode ser considerada um
ponto outlier do sistema em estudo e interessante para andlise que serd apresentada mais

adiante.

O segundo ciclo operou a temperatura de 31°C e 1,5 vvm, com exce¢do da
batelada 7 que operou com 2 vvm. Nesta batelada, observa-se que houve maior formagao
de biomassa nas primeiras 24h bem como maior formacdo de produto, indicando que o
aumento da aeracdo contribuiu na melhora dos fendmenos de transferéncia de massa de
oxigénio, gas carbonico e nutrientes. Este efeito foi comprovado com a reducio da vazio
para 1,5 vvm na batelada seguinte. O terceiro ciclo operou nas condig¢oes padrdo de 31°C e

1,5 vvm apresentando perfil similar as bateladas que operaram nas mesmas condi¢des.

Quanto a batelada 3 a alta taxa de formagao de biomassa nas primeiras 24h pode
ser explicada pela existéncia de um leito de espuma acima da fase liquida que levou a uma
melhor disponibilidade de oxigénio para as células. Segundo Prins evan't Riet (1987),
espumas sdo caracterizadas por ser uma dispersdo ndo uniforme de gds em um pequeno
volume de liquido. Stevenson et al. (2008) apresentam uma teoria do mecanismo
hidrodinamico de uma espuma fazendo uma analogia com uma coluna de destilagcdo: as
bolhas formadas na interface liquido-espuma representam o primeiro estigio € a drenagem
de liquido no topo, gerada pela coalescéncia das bolhas, gera uma corrente de refluxo
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interna. Este fendmeno de drenagem e coalescéncia das bolhas numa espuma foi também
estudado por Maurdev et al. (2006). Embora os pesquisadores tenham sido motivados a
estudar este fendmeno para uso na recuperacao de proteinas por enriquecimento da espuma,

esta teoria pode ser ttil para explicar o que ocorreu na batelada 3.

Nas fermentacgdes realizadas no reator de coluna de bolha, sempre havia formacao
de espuma e foi observado que, em todo leito de espuma e ndo somente no topo, havia
constante ruptura e coalescéncia das bolhas de modo que o fermentado era reciclado entre
as duas fases do sistema conforme relatado por Maurdev et al. (2006). Este equilibrio
dinamico de formagdo de correntes ascendentes, que saiam da interface liquido-espuma
para a fase espuma, e descendentes, que retornavam do leito de espuma através do filme
liquido a fase liquida, permitia também a homogeneiza¢do do meio € acesso aos nutrientes
ainda disponiveis na fase liquida. Aliado a esta dinamica, obviamente, a drea superficial de
troca das bolhas de ar € muito maior na fase espuma do que na fase liquida e a espessura
fina do filme liquido na espuma diminui a contribui¢do do bulk do liquido na resisténcia a
transferéncia de oxigénio, resultando em uma maior disponibilidade de oxigé€nio para as

células suspensas na espuma.

A existéncia da fase espuma, portanto, constituiu em uma vantagem nesta batelada
aumentando a taxa especifica de crescimento celular nas primeiras 24h e uma maior
conversdo de sacarose em xantana a partir das 24h quando, o esgotamento da fonte de
nitrogénio, favoreceu a transformagao de substrato em produto e ndo biomassa. A reduzida
quantidade de antiespumante utilizada nesta batelada também constitui em fator favoravel
para a melhora dos fendmenos de transferéncia uma vez que o antiespumante nao sé
elimina a espuma, mas também provoca a coalescéncia das bolhas na fase liquida reduzindo
a razdo superficie/volume conforme apresentado por Al-Masry (1999) e Prins e van’t Riet

(1987).
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A Figura 78 apresenta o perfil da concentracdo final de xantana (48h) e dos
parametros reoldgicos do caldo fermentado e da xantana recuperada ao final de cada
batelada ao longo dos ciclos. A variabilidade dos valores dos parametros n e k do caldo
fermentado (Figura 78 (B)) estdo associados a variabilidade na concentragdo de xantana no

caldo (Figura 78 (A)) bem como a qualidade da goma xantana produzida (Figura 78 (C)).

O perfil dos parametros n e k do caldo fermentado (Figura 78 (B)) apresentam
variacdes ao longo do ciclo seguindo o padrdo da variacdo da concentragdo de xantana no
mesmo, i.e., quanto maior a concentracdo de xantana no caldo menor o valor de n € maior o
valor de k. Esta tendéncia estd de acordo com o reportado na literatura de aumento da
viscosidade de solu¢des de xantana como aumento da concentracdo (Xuewu et al., 1996;
Milas et al., 1985). Esta tendéncia, entretanto, ndo ocorreu no 3° ciclo em que o fermentado
produzido na batelada 10, apesar de ter apresentado maior concentragdo de goma (Figura
78 (A)), apresentou valor do indice de consisténcia inferior ao do produzido na batelada 9
(Figura 78 (B)). A andlise reoldgica da goma recuperada evidencia que goma produzida na

batelada 10 tinha qualidade inferior a produzida na batelada 9 justificando o desvio.

Os valores dos parametros n e k das amostras de xantana obtidas no ensaio de
validag¢do estdo inferiores (595+78 mPa.s") aos valores determinados para as amostras
obtidas nos ensaios do planejamento experimental (1228+310 mPa.s"). A explicagdo para
este fato estd na maior quantidade de antiespumante utilizada nestes ensaios que operaram

com vazao de ar acima de 1 vvm, tendo a maioria operado com 1,5 vvm.

Em todas as bateladas do ensaio de validacdo, foi necessdrio utilizar muito
antiespumante devido a intensa formacgdo de espuma. A adi¢do do antiespumante ndo tinha
um controle quantitativo de modo que uma quantidade muitas vezes além da necesséria era
adicionada. Muitas vezes, quando ja se tinha uma massa considerdvel de xantana no
fermentado, a gota de antiespumante adicionada era envolvida por uma camada de goma
perdendo sua acdo tensoativa permanecendo no fermentado na forma de uma pequena
esfera, sendo retirado antes do tratamento térmico. Mesmo apds etapa de recuperacdo, a
goma apresentava muito residuo de antiespumante que ficava visivel quando a amostra era
solubilizada para anélise reoldgica. A presenca de antiespumante em grande quantidade no

fermentado, portanto, comprometeu a qualidade do produto final.
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FIGURA 78 - PERFIS DA CONCENTRACAO DE GOMA XANTANA 48H (A), DOS PARAMETROS REOLOGICOS DO
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DOS CICLOS (ENSAIO DE VALIDACAO - ATCC 13951)
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A Tabela 42 apresenta um resumo comparativo das respostas obtidas nos ensaios

de otimizagdo e nos ensaios de validacdo.

TABELA 42 — COMPARACAO DAS RESPOSTAS OBTIDAS NOS ENSAIOS DE OTIMIZACAO E NOS ENSAIOS DE

VALIDACAO (ATCC 13951)
Fonte dos Xantana 48h (g/L) Rendimento (%)
Dados Média* DesvPad Minimo Miximo Média* DesvPad Minimo Maiximo
Validacao 12,5% 1,3 10,9 14,9 72,5 9,5 61,7 86,5
Otimizacao 10,8 1,9 7,7 14,6 48,6° 14,3 27,7 86,0
k (mPa.s") n

Linhagem

Média* DesvPad Minimo Maximo Média* DesvPad Minimo Maximo
Validacao 595% 74 437 697 0,36 0,01 0,34 0,37
Otimizacao 1228° 310 899 2035 0,29 0,02 0,24 0,32

*letras diferentes indicam diferengas significativas entre grupos (p<0,05 pelo teste 7)

A média dos valores da concentracdo final de xantana e a média dos valores de
rendimento obtidos nos ensaios de validagao foram maiores que os obtidos nos ensaios de
validacdo. A comparagdo dos parametros reolégicos, no entanto, ndo pode ser considerada
devido aos problemas ja mencionados a respeito da quantidade excessiva de antiespumante
utilizada nos ensaios de valida¢do. A condi¢do de opera¢do em 31°C e 1,5 vvm mostrou-se

a mais adequada em termos de rendimento e produtividade.

5.5.3.2 Validacdo com a linhagem ATCC 55298

Os ensaios de validacdo com a linhagem ATCC 55298 foram conduzidos em 2
ciclos conforme planejamento inicial, com ocorréncia de vazamento de fermentado em
algumas bateladas por formacao excessiva de espuma mas que nao acarretaram necessidade
de parada do ciclo: (1°) bateladas 1 a 5 e (2°) bateladas 6 a 12. Os perfis cinéticos de cada

batelada destes 3 ciclos estdo apresentados na Figura 79.

Mais uma vez cabe ressaltar que o perfil cinético de cada batelada foi desenhado
com somente 3 pontos (Oh, 24h e 48h), ndo sendo adequado para quantificar parametros

porém os perfis fornecem dados qualitativos sobre o sistema em estudo.
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A vazdo e a temperatura no 1° ciclo foram mantidos constantes em 1 vvm e 31°C.
O 2° ciclo operou em condi¢gdes variadas iniciando na condi¢do de 31°C e 1 vvm que
apresentou perfil cinético similar ao das bateladas do 1° ciclo. As bateladas 7 e 8 operaram
em 33°C e 2 vvm. Nestas bateladas, a alta vazdo de ar provocou arraste de dgua que
condensava no Erlenmeyer (tanque pulmao) e intensa formacao de espuma. A cinética da
batelada 7, apesar da mudanca das condi¢des de vazdo e temperatura, ndo variou muito em
comparacdo com as bateladas 1 a 6 bem os valores de rendimento e concentracdo final de
xantana variaram pouco. A batelada 8 apresentou vazamento de metade do fermentado,
evento similar ao ocorrido com a batelada 3 do ensaio de validacdo com a linhagem ATCC
13951, e sera comentada mais adiante. As bateladas 9 e 10 operaram em 29°C e 1 vvm e a
batelada 9 apresentou a taxa consumo de sacarose visivelmente inferior porém sem redugao
na taxa de formacdo de xantana. As bateladas 11 e 12 operaram em 31°C e 1,5 vvm € 0
perfil cinético evidencia uma maior taxa de consumo de sacarose e de produgao de xantana
quando comparadas com as bateladas 1 a 5 que operaram nas mesmas condi¢des de
temperatura mas com aeragdo inferior (1 vvm). Este resultado indica que o aumento da
aeracdo levou a uma melhora na transferéncia de oxigénio e agitacdo estando de acordo
com o relatado por Pons et al. (1990) que obtiveram melhor performance na producio de
xantana em reator de coluna de bolha operando com aeracdo de 1,5 vvm do que com 1

vvim.

Observa-se ainda, na Figura 79, que a taxa de consumo de substrato e a taxa de
formacdo de goma apresentam nitida correlacdio linear conforme observado por
Schweickart e Quilan (1989), que verificaram que a formacdo do produto tem como
substrato limitante a fonte de carbono e a formacdo de biomassa tem como substrato
limitante a fonte de nitrogénio e que estas relagdes obedecem a uma cinética de Monod
“quasi-estequiométrica” com valores de  Yxanwnw/Glicose € Y Biomssa/Nitrogénio ~ d€

aproximadamente 0,51 e 5,0 respectivamente.

Como j4 apresentado, no presente trabalho, foi definido o rendimento Y x/s como
o rendimento corrigido Y (xantana -Biomassa)/Sacaroses €M que foi descontada da massa xantana
bruta quantificada a massa celular formada. Esta correcdo considerou que toda a biomassa
foi carreada junto com a goma na precipitacdo com etanol. Neste ensaio de validagao,
obteve-se uma média de 0,82+0,18 para Y*X/s nos dois ciclos cujo valor estd proximo aos
valores obtidos por Yang et al. (1996) utilizando um reator com células imobilizadas em

149



um leito fixo fibroso operando com processo de batelada repetida de 24 a 40 horas de
duracdo. A Figura 80Figura 80 apresenta os dados obtidos para o rendimento (R) e Y'xss

para cada batelada.
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FIGURA 80 — RENDIMENTO E Y*X,S DE CADA BATELADA DO ENSAIO DE VALIDACAO (ATCC 55298)

As bateladas 7 e 8 apresentaram os maiores valores para Y*X/s, que embora
maiores que 1 pelos motivos ja apontados, indicam que alta vazio e temperatura favorecem
a formag¢do de xantana estando de acordo com o relatado por Pons et al. (1989) e Shu e
Yang (1989). O rendimento global (R) sofreu pouca variagdo tendo sido menor nas
bateladas 9, pela alta sacarose residual, e 10, certamente pela menor temperatura de

operagdo favorecendo.

A Figura 81 apresenta o perfil da concentragdo de xantana, sacarose e biomassa
nos tempos Oh, 24h e 48h ao longo dos ciclos. Como pode ser observado no 1° ciclo houve
variabilidade significativa na concentracio de biomassa nos tempos 24h e 48h de
fermentacdo embora, no tempo Oh a variabilidade tenha sido menor, excetuando-se a
primeira batelada que foi inoculada com cultura crescida em shaker a partir de criotubos. A
concentracdo de xantana no tempo 48h, entretanto, sofreu pouca variacdo bem como o

rendimento conforme apresentado na Figura 80 e Figura 81, respectivamente.
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A batelada 8 apresentou vazamento de metade do fermentado entre 24h e 48h de
fermentagdo e maior produgcdo de goma ao final de 48h quando comparada as demais.
Houve pouco crescimento celular nas primeiras 24 horas (a causa desta inibi¢cao ndo foi
determinada) seguido de vigoroso crescimento celular bem como alta taxa de formacao de
produto acompanhado da formacdo do leito de espuma e arraste de fermentado. Estes
eventos foram muito similares aos ocorridos com a batelada 3 do ensaio de validacdo da
linhagem ATCC 13951 sendo que o efeito da formacgdo do leito de espuma foi evidenciado
no intervalo entre 24h e 48h de fermentacdo. As mesmas consideragdes feitas acerca da
dinamica do leito de espuma valem também para explicar uma concentragao de xantana

(15,6 g/L) obtida na batelada 8 quando comparada as demais.

As bateladas 11 e 12 apresentaram maior concentracdo final de xantana, 14,77 e
14,14 g/L respectivamente, provavelmente devido um ganho em biomassa superior nas
primeiras 24h quando comparada as demais, resultando em uma maior conversao de glicose
em xantana no intervalo seguinte (24h a 48h). Este ganho em formacdo de biomassa e
xantana, conforme ja comentado, indica que o aumento da aeracdo para 1,5 vvm levou a

uma melhora na transferéncia de oxigénio e agitacdo no reator.

O perfil da concentragdo final de xantana (48h) e dos parametros reoldgicos do
caldo fermentado e da xantana recuperada ao final de cada batelada ao longo dos ciclos
estdo apresentados na Figura 82. Similarmente ao dissertado anteriormente, os valores dos
parametros n e k do caldo fermentado (Figura 82Figura 82 (B)) € uma soma da contribui¢ao
da concentracdo de xantana no caldo (Figura 82 (A)) e da qualidade da xantana produzida

Figura 82 (C)).

O perfil dos parametros n e k do caldo fermentado (Figura 82Figura 82 (B))
apresentam grandes varia¢des ao longo do 1° ciclo seguindo mais pronunciadamente o
perfil dos parametros reolégicos da goma (Figura 82 (C)), uma vez que a concentragcdo de
xantana no caldo fermentado apresentou menor variabilidade. Somente a batelada 4
apresentou desvio desta tendéncia possivelmente pelo efeito de excesso de antiespumante
no fermentado. O fermentado produzido nas bateladas 2 e 5 também continham bastante
antiespumante que foi igualmente carreado para a goma na recuperacdo conforme foi
observado durante a execu¢do das andlises. A grande variabilidade reportada neste 1° ciclo,
portanto, foi causada pela presenca da adi¢do ndo controlada do antiespumante conforme ja
comentado.
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No 2° ciclo, a sinergia entre a concentragdo versus a qualidade da goma xantana
nos parametros reoldgicos do fermentado também € evidente. O fermentado produzido na
batelada 6 apresentou melhores parametros reoldgicos que o produzido nas bateladas 7 e 8
que apresentaram maior concentracdo de xantana porém com qualidade reoldgica inferior.
Esta qualidade reoldgica inferior, no entanto, foi devido ao excesso de antiespumante
utilizado na batelada 7 que operou com aeragdo de 2 vvm. Este excesso se propagou para a
batelada 8 que utilizou parte do fermentado da batelada 7 como in6culo. As duas bateladas
seguintes que operaram com aeracdo de 1 vvm ndo necessitaram de uso excessivo de

antiespumante emboraum pouco de fermentado tenha vazado na batelada 9.

Os valores dos parametros n e k das amostras de xantana obtidas no ensaio de
validag¢do estdo inferiores (676+174 mPa.s") aos valores determinados para as amostras
obtidas nos ensaios do planejamento experimental (1478+223 mPa.s"). A explica¢do para
este fato estd na maior quantidade de antiespumante utilizada nestes ensaios que operaram
com vazdo de ar acima de 1 vvm e temperaturas superiores a 29°C. As mesmas
consideragOes feitas acerca dos problemas relacionados a falta de controle na adi¢do do
antiespumante que ocorreram nos ensaios de validacio com a linhagem ATCC 13951
valem a linhagem ATCC 55298. Muitas das amostras de xantana mesmo apds recuperaciao

e secagem apresentavam quantidade significante de 6leo originado do antiespumante.
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FIGURA 82 - PERFIS DA CONCENTRACAO DE GOMA XANTANA 48H (A), DOS PARAMETROS REOLOGICOS DO
FERMENTADO 48H (B) E DA GOMA XANTANA RECUPERADA (C) EM FUNCAO DE CADA BATELADA AO LONGO
DOS CICLOS (ENSAIO DE VALIDACAO - ATCC 55298)
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A Tabela 43 apresenta um resumo comparativo das respostas obtidas nos ensaios

de otimizagdo e nos ensaios de validacdo.

TABELA 43 — COMPARACAO DAS RESPOSTAS OBTIDAS NOS ENSAIOS DE OTIMIZACAO E NOS ENSAIOS DE

VALIDACAO (ATCC 55298)
Fonte dos Xantana 48h (g/L) Rendimento (%)
Dados Média* DesvPad Minimo Madximo Média* DesvPad Minimo Madximo
Validacao 12,97 1,5 11,1 15,6 70,1° 8,3 55,8 81,6
Otimizacao 11,1° 1,6 8,2 13,4 50,5" 11,7 34,2 80,1
k (mPa.s") n

Linhagem

Média* DesvPad Minimo Maiximo Média* DesvPad Minimo Maéximo
Validacao 676" 174 381 938 0,35° 0,04 0,31 0,41
Otimizacio 1478° 223 1053 1807 0,27 0,02 0,25 0,30

*letras diferentes indicam diferengas significativas entre grupos (p<0,05 pelo teste 7)

A média dos valores da concentracdo final de xantana e a média dos valores de
rendimento obtidos nos ensaios de validagao foram maiores que os obtidos nos ensaios de
validacdo. A comparagdo dos parametros reolégicos, no entanto, ndo pode ser considerada
devido aos problemas ja mencionados a respeito da quantidade excessiva de antiespumante

utilizada nos ensaios de validacao.

A média da concentracdo de xantana e do rendimento nas bateladas 1 a 5 que
operaram a 31°C e 1 vvm foi de 12,2+0,7 g/L e 68,5+3,7% contra médias 14,4+0,4 g/L e
78,5+2,1% obtidas nas bateladas 11 e 12 que operaram a 31°C e 1,5 vvm. Portanto, as
condicdes de operagdo mais adequadas para maximizagao da concentracdo final de xantana

e de rendimento sdo 31°C e 1,5 vvm para a linhagem ATCC 55298.
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5.6 Producio de xantana por processo de batelada repetida (piloto)

Os ensaios em planta piloto foram realizados com a linhagem NRRL B-1459" em
paralelo com os ensaios em escala de laboratério. Os dois primeiros ensaios realizados na
planta piloto apresentaram problemas de contamina¢do na segunda batelada do ciclo

conforme apresentado na Tabela 44.

TABELA 44 — DADOS DAS BATELADAS 01/01 A 02/02

. 3 Tempo Rendimento Xantana N
Batelada/Ciclo Inéculo Observacgoes
(h) (%) (g/L)
Garrafao
01/05 . 66 54 16,3 Normal
24h apds inoculagdo
Corte da 01/01 i
02/02 orte da 72 24 72 Contaminada
10 %Nivel por bacilos
Garrafao
01/02 . . 68 72 17,6 Normal
24h apds inoculagcdo
Corte da 01/02 i
02/02 orte da 89 62 18,5 Contamlpada
8,6 %oNivel por bacilos

Para efeito de avaliacido do processo, foi desenhado o perfil cinético das bateladas
01/01 e 01/02. Os perfis da concentracdo de xantana, de sacarose € de biomassa das
bateladas 01/01 e 01/02 estao apresentados na Figura 83.
—~+Sacarose —-Xantana Biomassa —-Aeragdo

30 +— T 730

2 ] \\ 01/01 01/02

T 20

Aeracgao (vvm)
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0 20 40 60
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FIGURA 83 — PERFIL CINETICO DAS BATELADAS 01/01 E 01/02

Na batelada 01/01, a aeracdo foi mantida em 1 vvm e foi observado que houve
uma ligeira diminui¢do na velocidade de consumo de sacarose e na taxa de formacgdo de
xantana e biomassa a partir de 24 horas de fermentacao certamente pela reducio na taxa de
transferéncia de oxigénio devido a alta concentracdo de goma (10g/L). Por este motivo, na
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batelada 01/02, decidiu-se aumentar a aeracdo a cada amostragem para observar a resposta
do sistema. Adicionalmente, foi reduzida a quantidade inicial de sacarose uma vez que

restou bastante sacarose ao final da fermentacao.

O resultado da aeracdo em degrau aplicada na batelada 01/02 foi bastante
satisfatorio pois se conseguiu manter a taxa de consumo de sacarose, formagao de xantana e
biomassa praticamente constante durante toda a fermentacdo. Em termos de rendimento
global (Sacarose inicial / Xantana final), houve um incremento significativo de 18%. Na
batelada 01/02, praticamente toda a sacarose foi consumida e o rendimento Yy (xantana

produzida por sacarose consumida) foi de 84%.

O terceiro ciclo iniciou com uma cultura totalizando 48 horas de incubagdo no
garrafdo por causa de atraso no preparo do reator para iniciar a batelada. A batelada 01/03,
portanto, foi inoculada com uma cultura que, provavelmente, ja estava em fase exponencial
de morte. Ainda assim, esta primeira batelada apresentou bons resultados. A partir desta
batelada, foram feitos cortes consecutivos no reator em que aproximadamente 10% do
fermentado era deixado no reator para servir de indculo para a batelada seguinte. Chegou-se
ao final da batelada 06/03 totalizando 25 dias de operac¢do da planta piloto e 6 bateladas
consecutivas de aproximadamente 90 horas e auséncia de contaminacdo no fermentado. A
Tabela 45 apresenta o histérico das bateladas consecutivas e algumas caracteristicas de

cada batelada e os perfis cinéticos das bateladas estao apresentados na Figura 84.

TABELA 45 - DADOS DAS BATELADAS 01/03 A 02/03

Batelada/ . Tempo Rendimento Xantana .
. Origem Yas Y xs
Ciclo (h) (%) (g/L)
01/03 Garrafao 48h ap6s inoculagio 112 40 15,5 0,10 0,56
Corte da 01/03
02/03 88 47 22,4 0,17 0,71
10 %N
Corte da 02/03
03/03 90 68 27,3 0,16 0,67
10 %N
Corte da 03/03
04/03 86 65 25,8 0,32 0,63
10 %N
Corte da 04/03
05/03 93 27 15,2 0,23 0,16
10 %N
Corte da 05/03
06/03 93 30 14,8 0,21 0,15
10 %N
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A batelada 01/03 iniciou com uma concentra¢do de células muito baixa e a curva
de crescimento microbiano apresentou uma fase lag de aproximadamente 20 horas.
Observa-se que, apds 40 horas de fermentacdo, hd um declinio da taxa de producdo de
xantana, bem como na taxa de consumo de sacarose, € o crescimento microbiano atinge a
fase estacionaria. Mesmo apdés um aumento na aeragdo para 1,5 vvm, estas taxas
continuaram declinando indicando agitacdo e oxigenacdo pobres. A concentracdo de
xantana em 48h atingiu valor aproximadamente 15 g/L superior aos resultados obtidos em
escala de laboratério indicando que o escalonamento melhorou os fendmenos de
transferéncia de oxigénio provavelmente pelo maior tempo de residéncia das bolhas de ar

no reator piloto que aumentou cerca de 10 vezes.

Na batelada 01/02, a taxa de crescimento celular atingiu a fase estaciondria a partir
da 20 horas e, apés aumento da aeracdo em duas vezes, houve leve aumento na biomassa.
Este incremento da aeracdo aumentou também a velocidade de consumo de sacarose bem
como a producdo de xantana. A concentracdo final de xantana nesta batelada atingiu um

valor de 22,4 ¢/LL em 88h.

Nas batelada 03/03, aplicou-se uma aeracdo em degrau com incremento de 0,5
vvm a cada 24 horas. O sistema reagiu similarmente ao observado com a batelada 02/02: as
taxas de consumo de sacarose e de producdo de xantana permaneceram praticamente
constantes em 0,27 e 0,22 g/L.h respectivamente. A taxa de crescimento microbiano,
entretanto, certamente por limitacdo da fonte de nitrogénio, reduziu significativamente ao
longo do tempo. A concentracdo final de xantana foi a maior do ciclo chegando a 27,3 g/L
e rendimento de 68%. A batelada 04/03 apresentou perfil similar a batelada 03/03 mas
apresentou rendimento (65%) e concentracdo final de xantana (25,8 g/L) ligeiramente
menores. O rendimento em biomassa por substrato Yg;s foi bem superior ao das bateladas
anteriores provavelmente devido a maior concentra¢do de biomassa na hora zero. O perfil
cinético destas duas bateladas bem como os valores obtidos para rendimento e concentragao
final de xantana estdo muito similares aos reportados por Amanullah er al. (1996) que
avaliaram a reprodutibilidade da producdo de xantana em escala piloto utilizando batelada
simples e reator de mistura com agitacio em degrau variando de 200 a 650 rpm com

diferentes tipos de impelidores.
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Nas bateladas 05/03 e 06/03, observam-se redu¢do na taxa de formac¢ao de xantana
e aumento na taxa de formacdo de biomassa. Apesar de estas bateladas terem iniciado com
uma concentra¢do maior de biomassa, esta nao foi a tnica causa deste aumento. A mudanca
no padrao metabdlico da linhagem nestas bateladas € evidente ao se comparar os valores de
Yais ¢ Y xs destas bateladas com a batelada 01/03 que atingiu praticamente a mesma
concentracdo de xantana ao final da fermentacdo. Esta mudanca pode ser mais um

indicativo da degradacdo da linhagem NRRL B-1459",

Os resultados da andlise reologica das gomas produzidas nestas bateladas foi
muito ruim e a causa desta degradacdo da goma nao foi detectada. Certamente o problema
ndo foi no processo, pois o fermentado apresentava-se bastante viscoso carreando consigo
muitas e pequenas bolhas de ar. Uma possivel causa pode ter sido contaminagdo por algum
bacilo capaz de degradar a goma conforme relatado por Cadmus et al., 1982 ou um
tratamento térmico deficiente incapaz de inativar endocelulases originadas da prépria
Xanthomonas campestris, conforme relatado por Shoter et al. (2001). De fato, a autoclave

disponivel na usina estava sem a borracha de vedacdo apresentando vazamento de vapor.

Os resultados obtidos em escala piloto indicam que para se atingir alto rendimento
e produtividade € necessdria a aplicagdo de uma aerac¢do vigorosa e iniciar a batelada com
uma concentragdo de células relativamente elevada. A aeracdo de 1,5 vvm determinada
como Otima para as bateladas de 48 horas conduzidas em escala de laboratério ndo foi
adequada para operagdo de bateladas de 90 horas em escala piloto. A aplicagdo de uma
aeracdo em degrau mostrou ser mais adequada para contornar os problemas de diminui¢ao
na taxa de transferéncia de oxigénio decorrente do aumento gradual da viscosidade do
caldo fermentado, que em escala piloto, atingiu maiores valores de concentragdo de xantana

certamente devido ao maior tempo de fermentagao.

160



6 Conclusoes

O processo por bateladas repetidas em escala de laboratério mostrou-se adequado
para a producdo de goma xantana. Os efeitos da concentracdo inicial de sacarose
(substrato), vazdo de ar e temperatura nas respostas rendimento, concentracdo final de
xantana bruta e o indice de consisténcia k por planejamento experimental, de uma maneira
geral, nao foram significativos na regido estudada. Nos ensaios do planejamento fatorial,
para a linhagem ATCC 13951, obteve-se valores médios de 10,7+1,9 g/L. para a
concentra¢do final de xantana, 48,6+14,3% para o rendimento, 1228+310 mPa.s" para o
indice de consisténcia e 0,290,022 para o indice de comportamento de fluxo. Para a
linhagem ATCC 55298 obteve-se valores médios de 11,1+1,6 g/L para a concentragdo final
de xantana, 50,5+11,7% para o rendimento, 14784223 mPa.s" para o indice de consisténcia

e 0,27+0,016 para o indice de comportamento de fluxo.

A anélise dos resultados por meio da funcdo desejabilidade global aliada a uma
andlise critica da variabilidade da qualidade da goma ao longo dos ciclos, realizados nas
diferentes condicdes de operacdo do planejamento, forneceu dados importantes para se
determinar os valores 6timos de temperatura e aeracdo para se obter simultaneamente alto
rendimento e boa qualidade do produto. Os ensaios de validagdo, tanto com a linhagem
ATCC 13951 quanto com a linhagem ATCC 55298, apontaram que a temperatura de 31°C
e aeracdo de 1 vvm maximizam o rendimento (72,5% e 70%) e concentra¢do final de
xantana (12,5 g/Le 12,9 g/L) em processo de bateladas repetidas de 48h de duracdo cada
batelada. O problema mais critico encontrado no processo em escala de laboratério foi a

intensa formacao de espuma que levava ao arraste de fermentado.

Os ensaios em escala piloto evidenciaram que o escalonamento melhorou os
fenomenos de transferéncia de oxigénio provavelmente pelo maior tempo de residéncia das
bolhas de ar. Ap6s 48 horas de fermentagdo, entretanto, a aeracao precisou ser aumentada
gradualmente de 1,5 vvm para 2,5 vmm para garantir a homogeneizacao e oxigenacdo do
meio. O processo em bateladas repetidas foi realizado com a linhagem NRRL B-1459" com
suspeita de degradacdo e apresentou bons resultados somente até a quarta batelada quando

houve uma mudanca no padrao metabdlico da linhagem.
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7  Sugestoes para proximos trabalhos

A produgdo de xantana em reator de coluna de bolha por meio do processo de
batelada repetida deveria ser mais explorada com a linhagem ATCC 55298 que apresentou
melhores resultados em escala de laboratdrio e menores problemas com formacio excessiva
de espuma. Uma abordagem interessante seria aplicar um aumento gradual de temperatura
para favorecer a formac¢ao de biomassa nas primeiras 24 horas e a formacao de produto
apos este tempo. Além disso, poder-se-ia explorar melhor a relacdo carbono/nitrogénio
nestas duas diferentes fases do processo. A avaliacdo de um antiespumante adequado € de
grande importancia para este processo uma vez que a aeracao vigorosa resulta em intensa

formacao de espuma.
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