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RESUMO

A goma xantana é um polissacarideo produzido por bactérias gram-negativas do
género Xanthomonas. Essa goma tem grande importancia comercial e € um polimero
muito utilizado em alimentos no Brasil e no mundo desde 1969, para utilizacdo como
estabilizante, emulsificante e espessante em alimentos. E amplamente utilizada devido
as suas caracteristicas reoldgicas, como capacidade de alterar as propriedades basicas da
agua, além de possuir alta viscosidade em baixas concentracdes, estabilidade em uma
ampla faixa de temperatura, pH e concentracdo de sais. Portanto, o objetivo do trabalho
foi avaliar o rendimento, a viscosidade e a produtividade na producdo de goma xantana
pela bactéria Xanthomonas campestris ATCC 13951 utilizando como substratos
alternativos o leite de mandioca, o bagaco de cana-de-agucar e biomassa de malte sob
diferentes condices de concentracdo do substrato e volume de in6culo. Os resultados
foram comparados com a goma xantana produzida a partir de meio padrao de sacarose.
Foi utilizada a técnica do planejamento de experimento do tipo Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) para avaliar os efeitos das variaveis na producdo da goma
xantana. Por meio dos resultados foi possivel observar que o rendimento médio para a
producdo da goma xantana utilizando o leite de mandioca foi de 2,81 g.L™?, 1,03 g.L'1
para 0 bagaco de cana-de-acticar e 0,71 g.L™ para a biomassa de malte. Enquanto a
sacarose apresentou, 0,19 g.L™. Esses resultados indicam que é possivel produzir goma
Xantana a partir dos meios alternativos analisados, porém a sacarose promove maior
viscosidade e consequentemente, produtividade em goma xantana. Por meio da
modelagem utilizando os modelos cinéticos de Monod e Verhulst foi possivel
determinar os parametros de pmax (0,49 h™), YX/s (3,35 geei/Gsac), YX/P (14,00 Geer/Gxant) €
Yp/s (0,239 gxant/sac) Utilizando como substrato alternativo o bagacgo de cana-de-agUcar.
Os resultados utilizando o modelo de Monod indicam que este modelo se ajusta
somente até 4 h de cultivo. Entretanto, utilizando o modelo de Verhulst observa-se um
ajuste valido em todo o cultivo. Em relacdo a Transformada Z, os resultados indicam
que esta metodologia pode ser utilizada na produgdo de goma Xxantana mesmo
considerando este sistema sendo discreto ao invés de continuo como utilizados nas
técnicas padr6es em Bioprocessos.
PALAVRAS-CHAVE: substratos alternativos, biopolimero, goma xantana, modelagem,

transformada Z, modelos cinéticos.
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ABSTRACT

The xanthan gum is a polysaccharide produced by gram-negative bacteria from
generous Xanthomonas. This gum has commercial importance and is the most used
polymer in food in Brazil and in the world since 1969, to be used as stabilizer,
emulsifier and thickener in foods. Is largely used due from their reology characteristics
such as capacity to change the basics properties from the water, beyond to keep high
viscosity in lower concentrations, stability in a wide range of temperature, pH and salt
concentration. Thus, the objective of this study was to available the yield, viscosity and
productive in a xanthan gum production for the bacteria Xanthomonas campestris
ATCC 13951 using as alternative substrates the cassava milk, sugarcane bagasse and
malt biomass under different conditions of substrates concentrations and the volume of
inoculum. The results were compared with the xanthan gum produced starting the
means standard sucrose. The technique used was the Experimental Design of Rotatable
Central Composite Design (CCD) to available the effects of variables in the production
of xanthan gum. Through the results it was possible to observe that the medium yield to
the production of xanthan gum using the cassava milk was 2,81 g.L™, 1,03 g.L™ to the
sugarcane bagasse and 0,71 g.L™* to the malt biomass. While the sucrose presented, 0,19
g.L™. These results indicate that is possible to produce xanthan gum with alternative
means analised, however the sucrose promotes higher viscosity and consequently,
productivity in xanthan. Through the modeling using the kinetic models from Monod
and Verhulst it was possible to determine the parameters pms (0,49 h™), Yx/s (3,35
Ocel!Osac), YX/P (14,00 Qeel/Oxant) € YP/S (0,239 Oxant/Qsac) USING as alternative substrates
the sugarcane bagasse. The results using the Monod model indicates that this model fits
only for 4 hours of culture. However, using the Verhulst model observes that a valid
setting in all cultivation. For the Z transform, the results indicates that this methodology
could be used in the production of xanthan gum equal considering this system being
used discrete instead of continuous time as used in standard techniques in bioprocess.
Keywords: alternative substrates, biopolymer, xanthan gum, modeling, Z transform,

kinetics models.



SUMARIO

L. INEFOTUGED ...t bbbttt ettt b b b 1
2. ODJELIVOS. ...t 3
2.1 ODJetiVOS ESPECITICOS. ... eivieieiriesie ettt 3
3. ReVISA0 BIbIIOGIAfiCa.........cccviiiiiee e 4
3.1 BIOPOIIMEIOS. ...ttt sttt sbe e 4
A €101 T B L] -1 g - OO RT PP PRTOPR 5

3.3 Bactéria Xanthomonas CampPeSIIiS........ccoueiviieiiereeieseese e 8

3.4 Processo fermentativo para obtencdo da goma Xantana.............cccceeveeeeveeieeieesnnenne. 10
3.5 ViSCOSIAAE QPAIENTE ......c.eeiiiiiieite et 13
3.6 Aplicag0es da goma XANTANA. .........uieeiereerierie ettt 14
3.7 Meio de cultura para a producdo de goma Xantana ...........cccceveeeeereeieesieeseesieseesnnas 16
3.8 MEIO PAUIA0- SACAIOSE. ... ueeuveirieieeiteeteesteesteetesteesteetesraesteeeesteesteesaesseesreenseeneesreeneeas 16
3.9 SUDSEratos alterNAtiVOS .........cceiieiiiieiiee et 17
3.9.1 Leite 08 MANGIOCA. .. ...eeieieeeieeriesiee ettt et e ettt e st ente e e sreenteeneesreenee e 17
3.9.2 Bagaco de Cana-de-aCUCAN...........ccueirerueeieiieesee e eee st steeee st sre e ste e sre s 18
3.9.3 BiomMassa 0 MAITE .......ccveieieieie ittt eneas 20
3.10 Planejamento eXperimental ... 21
T80 R I 013 0] 1= Vo - 2RSSR SRS 23
3.12 MOEIOS CINBLICOS ....ouveveieieiieiieieie ettt sttt sbenre s 24
3.12.1 Modelos cinéticos para o crescimento da bactéria propostos na literatura .......... 26
3.12.2 Modelo cinético utilizado neste trabalho ..o 28
3.13 CONSIALIAGOES TINAIS .....eeuvereiiiieiite sttt 28
4, MALEriaiS € METOUOS. ... .cueiieieieite ettt ettt sttt beene s e e e e 29
4.1 Obtengdo e Manutengdo da bactéria Xanthomonas campestris .........c.cccceeevevereenne. 29
4.1.1 Obtencgdo da cepa da DACEIIA ........cccverieriie s 29
4.1.2 ManutenGao da DACTEITAL ........ccveiiriiieie i 29
4.2 Preparo dos meios alterNativos..........ccveiveeiieiiee i 30
4.2.1 Leite d8 MANGIOCA. .. ...eieetieieeiie ettt ettt st et ae e 30
4.2.3 Bagacgo de CaNa-AE-aGUCAN..........eiiereeierieiesiesteereeeeeesie e steste e e nee e seeseessesresne e 30
4.2.3 BIOMASSa 08 MAILE ......cueieieiiieie et sre e s esreenee s 31
4.3 Caracterizacdo dos substratos alternativos ............ccocceeierieeresiieseene e 31
4.3.1 TeOr de UMICUAAE ....c.eeeieiiiiiieie ettt 31

4.3.2 TEON UE CINZAS ...coeeeeeeeeeeeeeeeee e, 31



4.3.3 Dosagem de Proteinas tOLalS ........cccuevveiieervereeieesiese s sre e 32
4.3.4 LIPIAIOS TOLAIS ...euviueeiiieiieiieiciteie ettt bbb 32
4.4 Producdo de goma Xantana €m SNAKEN .............cueiuerirerinenisieeere e 33
4.4.1 Preparo do iNOCUIO ........cviiieieeie et nas 33
4.4.2 Obtencdo das variaveis e condi¢des de producdo de goma Xantana ...................... 33
4.5 Producédo de goma xantana em BIOIeator ............cccovvereiinininieenese s 34
4.6 Precipitacao da goma XaNTANE .........cceerueireriiriiniieieieie e 35
4.7 Preparo das solucdes para analise N0 VISCOSIMELIO .........ccccvveveevvereiiieseeie e 36
4.7.1 Comportamento re0IOQICO .......ccveiuieieiieie ettt 36
4.8 Transformada Z aplicada a um DIOPrOCESSO ......cccerieiiiriniiieieeee e 36
4.9 Modelo Cinético aplicado a um DIOPrOCESSO ........cceerrerieriririenereere e, 38
5 ReSUITAA0S € DISCUSSAO ....cveiviiieiiierieieiesie sttt sttt be st sbe b nneas 41
5.1 Caracterizacdo dos meios alternativos ...........cccecvveieiienicie s 41
5.2 Preparo das solugdes para analise N0 VISCOSIMELIO ........cccoevveeveierieneie e 43
5.2.1 Comportamento rEOIOGICO .......eoueieuiriirieiiie ettt 43
5.3 Processo de producdo da goma Xantana.............ccevvereeeueiieeieesieeiieseesie e seesieesne s 46
5.3.1 Leite de MANUIOCA. ... .cuverieieieiieiti sttt sttt e sbe b sne e 46
5.3.2 Bagago de Cana-a8-aGUCAT..........coveuiruereereeieriesieieiesie ettt eas 59
5.3.3 BIOMASSa U8 MAILE ......oveiieiiieie et e e 68
5.3.4 Meio de cultura Utilizando SACAIOSE .........ccccveriererierieiiiiseeee e 76
5.4 Resultados da modelagem utilizando a Transformada Z .............cccccoveveevv e, 78
5.5. Resultados utilizando 0s Modelos CINELICOS ..........coveeiirieineiireee e, 80
5.5.1 Modelagem de biorreator continuo utilizando equacéo de Verhulst ..................... 83
5.5.2 Modelagem dos modelos cinéticos em biorreator batelada ................ccccoevviennnnee. 84
5.6 Produgéo de goma xantana em biorreator Coluna de Bolhas ............ccccovviiiiinnnnne 87
G T O o] 111> USSR 91
7. TrabalN0os FULUTOS. ......coiiiie ettt ae e nneas 92
8. Referéncias BibliografiCas..........ccccoiiiiiiiiiiecce e 93
0.1 ANEXO Lttt bbb nne e 101

O I AN o 1<) (o T 1 TR 103



1. INTRODUCAO

As gomas sdo substancias poliméricas capazes de formar dispersdes, solugdes
altamente viscosas ou geéis na presenca de um solvente ou agente de inchamento
apropriado, em baixas concentracfes. Industrialmente, as gomas estdo associadas aos
polissacarideos e seus derivados (Rodrigues et al., 1993).

Até a decada de 1950, os polissacarideos utilizados no mercado internacional
eram produzidos a partir de plantas. Desde entdo, surgiram 0s de origem microbiana,
produzidos sob condic¢des controladas de fermentacdo, o que os tornam mais estaveis e
sem problemas ocasionados em relacdo as variagfes climaticas. Estes polissacarideos
podem ser usados como agentes espessantes, emulsificantes, gelificantes, floculantes e
estabilizantes em industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética e petrolifera
(Rodrigues et al., 1993; Luvielmo e Scamparini, 2009).

A goma xantana é um polissacarideo natural, também chamado de biopolimero,
produzida por bactérias gram-negativas do género Xanthomonas e possui estrutura
primaria formada por unidades repetidas de pentassacarideos. Praticamente todas as
bactérias desse género sdo fitopatogénicas e infectam grande variedade de plantas,
dentre as quais podemos citar o algodao, a couve, o tomate, 0 péssego e outras. Essa
goma tem grande importancia comercial, € atoxica e pode ser utilizada em alimentos. E
0 polimero mais utilizado em alimentos no Brasil e no mundo, com aprovacao pelo
FDA (Food and Drug Administration) desde 1969 para utilizacdo como estabilizante,
emulsificante e espessante em alimentos. E amplamente utilizada devido as suas
caracteristicas reoldgicas, como capacidade de alterar as propriedades basicas da agua,
além de possuir alta viscosidade em baixas concentracfes, também apresenta
estabilidade em uma ampla faixa de temperatura, pH e concentragdo de sais (Mothé e
Correia, 2002; Luvielmo et al., 2007; Borges e Vendruscolo, 2008; Nery et al., 2008;
Luvielmo e Scamparini, 2009).

O atual processo de producdo da goma xantana consiste nas etapas de obtencéo
do pré-inoculo, inoculo, fermentacdo, pasteurizagdo para a industria alimenticia,
remocdo das células, precipitacdo, separacdo e secagem da goma. Muitos séo os fatores
que podem influenciar a producéo desta, dentre os quais podemos citar o tipo de reator,
0 modo de operagdo, a composicdo do meio, e as condi¢cBes da cultura como

temperatura, pH e concentracdo de oxigénio dissolvido (Luvielmo e Scamparini, 2009).



No Brasil hd um crescente mercado de goma xantana e toda a demanda utilizada
é importada. Por isso pesquisas tém sido realizadas baseando-se na producdo de goma a
partir de residuos agroindustriais, selegdo de novas linhagens e adequacdo nas condi¢des
Otimas de crescimento celular, producdo, purificacdo e recuperacdo do polissacarideo,
com o objetivo de produzir goma xantana a nivel industrial de alta qualidade e
rendimento. Além disso, essas pesquisas podem trazer solucGes para problemas
ambientais resultantes do descarte inadequado de residuos industriais, diminuindo assim
0 impacto ambiental causado por estes e diminuir o custo de producdo da xantana
(Luvielmo e Scamparini, 2009).

A utilizacdo dos meios alternativos provenientes dos residuos agroindustriais
estédo sendo reconhecidos como ingredientes de alto valor agregado para a producéo de
goma xantana. Alguns destes residuos como o leite de mandioca, bagaco de cana-de-
acucar e biomassa de malte serdo estudados para a producdo do biopolimero, visto que
sdo boas alternativas devido as composi¢des ricas em nutrientes e assim apresentar

outro destino industrial.



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi selecionar fontes de carbono alternativa tais como
leite de mandioca, bagaco de cana-de-agucar e biomassa de malte para a Xanthomonas
campestris, para a obtencdo de polissacarideos em quantidade e com propriedades
economicamente interessantes, com alto rendimento, viscosidade e produtividade via
planejamento de experimentos, modelos cinéticos e a aplicacdo da Transformada Z no

bioprocesso.

2.1 Objetivos especificos

e Otimizar a producdo de goma xantana em camara rotativa shaker variando a
concentracdo de substrato alternativo e de indculo no meio fermentativo

aplicando a metodologia de planejamento de experimentos;

e Avaliar e comparar os substratos alternativos (leite de mandioca, bagago de

cana-de-acgUcar e biomassa de malte) com a fonte de carbono padrao (sacarose);

e Analisar e avaliar os melhores rendimentos, viscosidades e, consequentemente, a

produtividade;
e Caracterizar os meios alternativos;
e Produzir goma xantana utilizando Biorreator Coluna de Bolhas;
e Modelar o processo utilizando os modelos cinéticos de Monod e Verhulst;
e Estimar os parametros cinéticos Yx/s, Yx/p e Yp/s;

e Aplicar a Transformada Z no processo em estudo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Biopolimeros

Os polissacarideos séo classificados de trés formas quanto a sua origem,
provenientes de plantas terrestres, que sdo subdivididas em estruturas (amido, celulose,
pectina, dentre outras), exudados (goma arabica) e oriundos de sementes (goma guar e
locusta); resultante de plantas aquaticas (&gar e carragena) e de microrganismos
(dextrana, gelana, xantana, dentre outras). Estas Gltimas recebem a denominagdo de
biopolimeros microbianos (Fornari, 2006).

Os biopolimeros microbianos sdo macromoléculas, polissacarideos, formados
por monossacarideos e derivados &cidos, sintetizados por bactérias, fungos e leveduras
(Fornari, 2006). Estes polimeros apresentam vasto campo de aplicacdo em diversos
ramos industriais, como nas industrias quimica, alimenticia, farmacéutica e
petroquimica. As caracteristicas reologicas sdo dependentes da composicdo quimica,
que por sua vez, depende da cepa do microrganismo utilizado, da fonte de carbono e das
condigdes utilizadas no processo fermentativo, como pH, temperatura, teor de oxigénio
dissolvido e tempo de fermentacdo (Fornari, 2006; Brandao, 2012).

Os polissacarideos microbianos sdo alternativas validas por possuirem
propriedades similares aos tradicionais €, em alguns casos até mais vantajosos, devido
as suas propriedades especificas que o qualificam para o desenvolvimento de novos
produtos. Estes ndo dependem de condi¢bes climaticas, ndo sofrem com contaminacgéo
marinha ou falha nas colheitas, que prejudicam a oferta das gomas tradicionais. Além
disso, sdao menos suscetiveis a variabilidade em sua qualidade, pois a sua producao pode
ser cuidadosamente controlada. Apresentam a desvantagem do seu elevado custo, pois
isto se deve aos processos de producdo que sdo intensivos em capital e energia (Fornari,
2006).

Estes polissacarideos se destacam em relacdo aos demais por propriedades que o
tornam comercialmente atrativos. Incluem-se entre essas propriedades alta viscosidade,
maior poder gelificante, compatibilidade com uma grande variedade de sais numa ampla
faixa de pH e temperatura, alta solubilidade em &gua e agdo sinérgica com outros
polissacarideos. Além disso, 0 mercado mundial encontra-se desprovido de oferta de
produtos que se adequam as novas tendéncias do moderno processamento de alimentos,
tais como alimentos de baixo teor calorico, cozimento por micro-ondas, irradiacao,

aguecimento 6hmico, tratamento com ultra-som, etc. As gomas xantanas e dextranas sdo



praticamente os Unicos polissacarideos microbianos a serem produzidas em larga escala
(Lima et al., 2001).

3.2 Goma xantana

A goma xantana foi descoberta em meados da década de 1950, pelo Northem
Regional Research Laboratories (NRRL) do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos. Os cientistas descobriram que a bactéria Xanthomonas campestris encontrada
no repolho roxo produz um polissacarideo extracelular com propriedades reologicas
interessantes. Esta descoberta se tornou uma inovacao e provocou grande interesse no
mundo cientifico e industrial com aplicacdo nos segmentos de alimentos, farmacos,

quimico e de petrdleo (Canuto, 2006; Brandao, 2012).

Esta goma é um heteropolissacarideo exocelular produzido por bactérias gram-
negativas do género Xanthomonas. O biopolimero é anibnico e possui unidades
repetidas de pentassacarideos, com massa molar aproximada de 2 x 10° Da, podendo
atingir até 50 x 10° Da (Brand&o, 2012).

A producdo é realizada via fermentacdo aerébia. O polissacarideo formado é
utilizado como forma de protecdo da bactéria contra microrganismos e bacteriéfagos,
pois libera o biopolimero no meio e causa a mudanga da reologia deste. A goma é um
copolimero e possui estrutura primaria formada por uma cadeia principal de unidades de
B-D-glicose ligadas nas posicdes 1,4. As ramificacGes sdo compostas por uma unidade
de &cido D-glucurénico entre duas unidades de D-manose (Figura 1). Estas ocorrem em
unidades alternadas de p-D-glicose, sendo a ligagdo com as unidades de manose do tipo
a-1,3 (Becker et al., 1998). O polissacarideo aniénico é formado pela presenca dos
acidos acético e piravico (Garcia-Ochoa et al., 2000; Casas et al., 2000; Mothé e
Correia, 2002; Canuto, 2006; Nery et al., 2008; Luvielmo e Scamparini, 2009; Brandéo,
2012).



Figura 1. Estrutura molecular do polimero goma xantana produzido por X. campestris
(modificado de Brandéo, 2012).

A estrutura secundaria possui grupamentos laterais que se entrelacam ao longo
da estrutura em hélice, criando uma macromolécula rigida e semelhante a uma haste,
resultando em um comportamento de espessante. A conformacéo do biopolimero sofre
transicdo de molécula ordenada (hélice) para desordenada (novelo) devido a acdo do
calor, forca ibnica, pH e concentracbes poliméricas, diminuindo o volume
hidrodinamico efetivo e a viscosidade. A forma desordenada é favorecida por baixas
concentracdes de sais e por altas temperaturas (Mothé e Correia, 2002 Fornari, 2006;
Branddo, 2012).

O sinergismo entre os polissacarideos € de grande interesse comercial, pois além
de possibilitar novas funcionalidades, pode reduzir a quantidade de polissacarideos
usados, reduzindo os custos. A combinagdo destes podem ocasionar um escoamento
desejado. Quando a interagdo € positiva, ocorre a viscosidade ou a gelificagdo (Mothé e
Correia, 2002).

A estabilidade da xantana depende da concentragdo: quanto maior a
concentracdo, maior a estabilidade da solucdo. Na industria de alimentos, apds a
esterilizacdo de diferentes gomas a uma temperatura de 120°C por 30 minutos, apenas a
xantana diminui em 10% a sua viscosidade, enquanto as demais como a goma guar, a
carboximetilcelulose e alginato apresentam perda maior desta caracteristica (Luvielmo e

Scamparini, 2009).



A goma xantana possui caracteristica principal em modificar a reologia ou o0
comportamento do fluido formando solugGes altamente viscosas em baixas
concentragdes (0,05 a 1%), possui estabilidade em uma ampla faixa de pH (2,5<
pH<11), é estavel em temperatura de 10°C a 90°C e em concentracdo de sais, se
dispersa em agua fria ou quente, apresenta estabilidade em meios acidos, ao
congelamento e descongelamento, o que a difere das demais gomas sollveis em &gua
(Nery et al., 2008; Luvielmo e Scamparini, 2009; Brandao, 2012).

Por isso é de extrema importancia comercial podendo ser empregada em
diversas industrias. Ainda é importante ressaltar, que as solucdes de goma xantana sdo
pseudoplésticas. Esse comportamento resulta em uma estrutura em rede totalmente
organizada formada por ligaces de hidrogénio e pelo emaranhamento do polimero, o
que contribui para alta viscosidade em baixas taxas de cisalhamento. Com o aumento da
taxa de cisalhamento, ocorre a desagregacdo dessa rede e o alinhamento das moléculas
individuais do polimero na direcéo da forca cisalhante (Fox et al., 2004).

Do ponto de vista comercial, a goma xantana é o polissacarideo microbiano mais
importante, com uma producdo mundial de cerca de 40.000 toneladas ao ano,
movimentando um mercado atual de aproximadamente US$ 270 milhdes, onde se
estimou atingir US$ 400 milhGes e 80.000 toneladas no ano de 2015. As principais
indUstrias produtoras de xantana sdo as americanas Kelco e Pfizer e as francesas Rhode-
Pougenc e Mero-Rousselot-Santia (Lima et al., 2001; Ramos, 2011; Brand&o, 2012).

O Brasil € o maior produtor das matérias-primas principais para a producdo da
goma xantana que sdo a sacarose, fonte padrdo de carbono do meio fermentativo, e 0
etanol, utilizado como solvente para a precipitacdo do biopolimero, provenientes da
lavoura de cana-de-acucar. Desta forma, o pais possui alto potencial para a producao do
polissacarideo (Branddo, 2012).

Muitos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de realizar o melhoramento
das linhagens de Xanthomonas, dos meios de cultivo e dos processos de fermentacéo,
extracdo e purificagdo da goma xantana. Grande parte da literatura referente a producéo
desta cita o uso de glicose ou sacarose como fonte de carbono preferencial, entretanto,
fontes alternativas tém sido estudadas e sugeridas visando a producdo, a reducdo dos
custos de producdo e de problemas relacionados as questdes ambientais com o
aproveitamento de residuos industriais e da agricultura (Brandé&o, 2012).

H& ainda pesquisas voltadas para a producdo de goma xantana com alta
viscosidade, ja que quanto menor o percentual do biopolimero utilizado para atingir a



viscosidade, textura ou estabilidade desejada, menor sera o custo do produto final. Da
mesma forma, tenta-se atingir as especificacdes para a area de exploracdo de petréleo
para obtencdo de produtos com alta viscosidade e parametros reoldgicos adequados para
a utilizacdo em fluidos de perfuracéo de petroleo (Garcia-Ochoa et al., 2000).

Nem todas as aplicacdes do biopolimero requerem alta viscosidade como é o
caso na retencdo de aromas e em agentes suspensivos onde sdo requeridos para estes
casos, cepas que produzam xantana com baixa viscosidade. As propriedades destas
gomas citadas sdo determinadas por sua composicdo quimica, dependente
principalmente da quantidade de substituintes acetil e piruvil, da massa molecular do
polimero, arranjos e das ligagdes moleculares. A composi¢cdo quimica, 0 meio
fermentativo, as cepas de Xanthomonas e as condigdes operacionais do processo

influenciam no rendimento da goma resultante (Garcia-Ochoa et al., 2000).

3.3 Bactéria Xanthomonas campestris

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas (do grego xanthos = amarelo
e monas = unidade) pertencem a familia Pseudomaceae. Sdo bactérias fitopatogénicas,
com excecdo da Xanthomonas maltophilia. Apresentam em sua maioria, como col6nias
mucoides, amarelas (Figura 2) e quando a bactéria infecta a planta, ela produz um
polissacarideo de alta massa molar conhecido como goma xantana (Garcia-Ochoa et al.,
2000; Roll et al., 2004; Luvielmo e Scamparini, 2009; Ramos, 2011).

Figura 2. Xanthomonas campestris. A) Micrografia eletrbnica de transmissao

(x 12.000); B) Aspectos do crescimento de X. campestris em meio YM (Ramos, 2011).

A bactéria X. campestris foi isolada em 1940 e € a espécie mais numerosa e

abundante, diferenciando-se em aproximadamente 125 patovares (cepas de



microrganismos que possuem caracteristicas similares). As espécies ndao produzem
esporos, sdo gram-negativas e aerobias estritas. Sdo amplamente distribuidas e infectam
mais de 120 monocotileddneas e dicotiledéneas e mais de 150 espécies de plantas
(Garcia-Ochoa et al., 2000).

Esta bactéria infecta diversas espécies de cruciferas, muitas delas de interesse na
agricultura, como a alcachofra, a berinjela, o brdcolis, a couve, a couve-flor, 0 algodao,
a ameixa, 0 maracuja, a mostarda, a pimenta, o pimentdo, o repolho, o tomate, 0 péssego
e outras; causando lesdes nos frutos, folhas, ramos e raizes, resultando no escurecimento
dos vasos condutores, causando a morte destas plantas e consequentemente, grandes
perdas econémicas (Luvielmo e Scamparini, 2009; Branddo, 2012).

A Podriddo Negra é uma das mais sérias bacterioses que podem ocorrer em
plantas, causada pela X. campestris pv. campestris. Essa doenca pode ser observada em
qualquer estagio de desenvolvimento da planta e caracteriza-se por veias nas folhas que
se tornam amarelas e negras. Apresenta desenvolvimento réapido, propagando-se em
poucas semanas, levando a planta a morte (Luvielmo e Scamparini, 2009; Brandao,

2012). A Figura 3 mostra uma folha de couve infectada pela bactéria.

Figura 3. Folha de couve infectada pela bactéria X. campestris (modificado de Garcia-Ochoa et
al., 2000).

Uma forma de melhoramento da producdo e das propriedades reoldgicas da
goma xantana é o isolamento e a triagem da bactéria do habitat natural. As cepas da
bactéria utilizadas para a producdo do biopolimero sdo selecionadas e cultivadas por

métodos convencionais como a repicagem tubo-a-tubo, que consiste em repicar o
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microrganismo em um tubo de cultura para outro em determinados intervalos de tempo.
O armazenamento ¢é feito a temperatura de 4°C apds o crescimento da cultura (Baiocco,
1997; Brandao, 2012).

As linhagens da bactéria podem ser modificadas geneticamente a fim de
melhorar as propriedades desejadas com o objetivo de aumentar a producéo, reduzir o
tempo de fermentacdo e simplificar a recuperacdo e purificacdo do produto no processo
(Rosalam e England, 2006; Mesomo, 2006).

3.4 Processo fermentativo para obtencdo da goma xantana

A goma xantana € produzida sob condi¢des aerdbias pela bactéria X. campestris
e as temperaturas podem variar de 25°C a 34°C devido ao meio de producdo utilizado.
Para meios otimizados a temperatura 6tima empregada é de 28°C aproximadamente
(Garcia-Ochoa et al., 2000). O meio de cultura consiste basicamente de glicose ou
sacarose como fonte de carbono, fontes de fdésforo e nitrogénio e tragos de outros
minerais. O pH deve ser mantido em torno da neutralidade (pH 7). O polimero é
sintetizado principalmente ao cessar o crescimento microbiano, 0 que caracteriza um

metabolito secundario (Brandéo, 2012).

O processo geral de producdo de goma xantana consiste primeiramente da
selecdo e preservacdo da cepa microbiana. A estocagem devera ser feita por longos
periodos através de métodos que mantenham as propriedades desejadas (Figura 4). Uma
forma de manutencdo do microrganismo € a técnica de repicagem, onde estes sdo
retirados do meio de cultura e adicionados em um novo para crescer. O meio
esterilizado é entdo inoculado com a cultura selecionada, na etapa de fermentacéo, que
ocorre por incubagdo a 28°C sob agitagdo controlada por 120 horas. Apo6s o término da
fermentacdo, € necessaria a recuperacdo do polissacarideo formado através da
precipitacdo e filtracdo. A precipitacdo consiste em diminuir a solubilidade do coloide
dissolvido utilizando solvente (isopropanol, etanol ou acetona) ou adicdo de sais
(Brandéo, 2012; Menezes et al., 2012).

O meio resultante contém o biopolimero, residuos de nutrientes, células e outros
metabolitos. As células podem ser eliminadas atraves da centrifugacdo, pois o produto
final ndo deve conter cepas da bactéria, o que pode afetar diretamente a performace do

produto em suas aplicacOes, sendo essencial a sua remocdo. Normalmente, a goma
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Xantana é recuperada por precipitacdo com etanol 99,5° GL e utiliza-se a relacao de 3:1
de etanol e meio fermentado.

A precipitacdo com solventes resulta em purificacdo parcial do polimero por
eliminar componentes solUveis no solvente. A adicdo de sais na concentracao adequada
também provoca precipitacdo, reduzindo a quantidade de alcool, quando este e 0s sais
séo utilizados em combinacdo (Ramos, 2011).

O biopolimero pode ser recuperado por concentracdo através da evaporacdo do
mosto. Esta técnica pode ser utilizada por ser economicamente viavel, porém apresenta
a desvantagem de resultar em um produto de qualidade inferior, por possuir células,
compostos que ndo foram metabolizados, sais, outros metabolitos e ainda possuir uma
coloragéo intensa (Ramos, 2011).

Apds a precipitacdo, ocorre 0 processo de secagem, onde 0s polimeros sao secos
em estufa, a baixas temperaturas (40°C). As condi¢cdes de secagem devem evitar a
degradacdo quimica, coloracdo excessiva ou mudancgas na solubilidade do produto. A
secagem rapida a altas temperaturas pode resultar em um produto com baixa
solubilidade ou com baixa viscosidade. O polimero depois de seco pode ser moido.
Algumas gomas comerciais sdo diferenciadas por tamanho de particulas (Brandéo,
2012).

O método especifico para a purificacdo é determinado pela aplicacdo do
polissacarideo. Nas formulacdes comerciais de xantana muitas vezes sdo adicionados
sais, predominantemente sais de potassio, mas também podem ser utilizados sais de
calcio e sodio na forma de cloretos, para facilitar a solubilizagdo, aumentar a
viscosidade e manter a estabilidade (Mecca, 2006; Ramos, 2011).

A bactéria X. campestris apresenta grande versatilidade nutricional. O
polissacarideo pode ser obtido nos mais variados meios de cultura, com isso pode
apresentar variados rendimentos, massas molares e composi¢des, assim como no grau
de piruvilacdo e acetilacdo, o que interfere diretamente na sua composicdo quimica e
consequentemente, nas propriedades reoldgicas e na qualidade dos produtos (Lima et
al., 2001; Brandéo, 2012; Diniz et al., 2012).

Um problema relacionado com a producdo de goma xantana deve-se a
instabilidade das linhagens da bactéria, o que resulta em variacdo de massa molar do
polissacarideo, assim como no grau de piruvilagdo e acetilacdo. A caracterizacao
molecular das linhagens envolvidas na pesquisa permite o conhecimento da ocorréncia

de mutagdes durante os sucessivos repiques ao qual 0 microrganismo sera submetido. E
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interessante utilizar o procedimento massivo e fracionado em pequenos volumes,
armazenados em glicerol sob forte refrigeracdo para evitar alteracdes genéticas
(Ramos, 2011).

A producéo industrial de goma xantana é feita, geralmente, com sacarose como
fonte de carbono além da fonte de nitrogénio e sais minerais que sdo adicionados como
suplementos para o meio fermentescivel. O custo do meio fica em torno de 20 a 30% do
processo total. Com a crescente demanda do mercado, estudos tém sido conduzidos a
fim de se utilizar novas alternativas como fonte de carbono para a producéo de xantana,
entre eles estdo residuos agroindustriais como o soro de leite (Nery et al., 2008), residuo
de cacau (Diniz et al., 2012), residuo de polpa de beterraba, soro de mandioca, residuo
de suco de macd, casca de coco (Menezes et al., 2012), melaco de agUcar de beterraba,
residuos agricolas, extrato de levedura, glicerol (Branddo, 2012), entre outros.
Frequentemente, € necessaria a adicdo de alguns sais contendo geralmente, nitrogénio e
fésforo para a suplementacdo do meio (Brandéo, 2012).

O processo fermentativo como ilustrado na Figura 4 pode ser realizado por
fermentacdo submersa de duas maneiras, descontinua ou continua. Na fermentagédo
descontinua ou em batelada, o cultivo das bactérias é adicionado ao meio contendo 0s

substratos necessarios ao desenvolvimento do microrganismo (Brand&o, 2012).
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Figura 4. Processo de producdo da goma xantana (Branddo, 2012).
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O processo fermentativo € finalizado quando a concentracdo do produto atingir
seu valor madximo. Em escala laboratorial, o procedimento é realizado em agitadores
orbitais (shakers) ou em reatores. Nos shakers, o processo é mais simples, onde
controla-se apenas a temperatura, o tempo e a agitacao orbital do processo. Em reatores
0 controle € mais rigoroso sendo possivel monitorar outros parametros como a
concentracdo de oxigénio dissolvido, o pH, a adicdo de substrato e de antiespumante.
No processo continuo, o meio esterilizado é adicionado continuamente durante o

processo e 0s produtos sao removidos sem interromper o processo (Brandéo, 2008).

3.5 Viscosidade aparente

A viscosimetria pode fornecer informag6es importantes a respeito da morfologia
da particula hidrodinamica. Uma importante indicacdo de que o biopolimero tem
propriedades funcionais com viabilidade de aplicacdo comercial como agente
espessante, estruturante ou gelificante, € o resultado da medida da viscosidade aparente
de suas solucGes aquosas (Faria, 2005; Ramos, 2011).

A viscosidade é a capacidade do fluido de resistir a0 escoamento e é causada
pelo atrito interno das particulas. A xantana exibe alta viscosidade até mesmo em baixas
concentracdes, por isso apresenta diversas aplicaces. As solugdes de xantana mostram
um comportamento pseudopléstico, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da
deformacdo do fluido e esta € uma caracteristica muito desejada em diversas situacoes.
Os polissacarideos que possuem este comportamento provocam menos sensacao de
gomosidade na boca do que aqueles com comportamento newtoniano (é aquele em que
a viscosidade se mantém inalterada com o aumento da taxa de deformacgdo). A
viscosidade das solugdes de xantana é dependente da composi¢do quimica e aumenta
com a concentracdo do biopolimero. Atribui-se este comportamento a interacéo
molecular, aumentando a dimensdo efetiva da macromolécula e a massa molar
(Brandéo, 2012).

De uma forma geral ¢ citado na literatura que as solugdes de goma xantana, em
comparagdo a outros polimeros, sdo resistentes a degradacdo pelo calor. Estas se
mantém sem grandes alteracdes de viscosidade a elevadas temperaturas por prolongados
periodos de tempo, havendo somente uma pequena mudanca que é observada quando as

solucdes sdo autoclavadas (Ramos, 2011).
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3.6 Aplicacbes da goma xantana

A goma xantana devido as suas propriedades pode ser utilizada nas industrias
alimenticia, cosmetica, farmacéutica, quimica, agropecudria e petroquimica (Luvielmo e
Scamparini, 2009; Brand&o, 2012; Menezes et al., 2012).

A utilizacdo de polimeros microbianos destinados a alimentacdo humana é uma
tarefa mais complexa, pois estes devem ser considerados seguros para 0 consumo e
atender aos requisitos das legislacdes de alimentos em vigor. Apesar do grande nimero
de pesquisas realizadas ha mais de trés décadas, apenas trés polissacarideos estdo
aprovados para 0 uso em alimentos nos Estados Unidos: a xantana produzida por X.
campestris, gelana por Sphingomonas e dextrana por Leuconostoc (Brandéo, 2012).

As gomas alimenticias possuem ampla gama de compatibilidade com muitos
ingredientes alimentares, ndo alimentares e aditivos. A goma xantana pode ser utilizada
em alimentos, pois é atdxica, ndo provoca sensibilizacdo e nem irritacdo na pele e nos
olhos (Garcia-Ochoa et al., 2000; Luvielmo e Scamparini, 2009).

Na industria de alimentos, a goma xantana € utilizada em menores
concentracdes, normalmente, de 0,5 a 5%, e geralmente ndo contribuem para o valor
nutricional, aroma e paladar do produto (Rosalam e England, 2006). Estes
polissacarideos podem controlar a textura e estabilizar uma série de fen6menos fisicos
nos alimentos industrializados, prevenindo ou retardando a sedimentacdo de particulas
solidas suspensas no meio oMo NOS SUCOS e a agregacdo ou desagregacdo de particulas
solidas suspensas. Além disso, podem prevenir a cristalizacdo da agua e do acUcar.
Estas caracteristicas contribuem para uma maior aceitagdo dos consumidores por
produtos que contém goma xantana (Menezes et al., 2012).

Em produtos congelados, o polissacarideo garante estabilidade e age como
crioprotetor, pois retém a agua durante os ciclos de congelamento e descongelamento,
reduzindo desta forma, a formacéo de cristais de gelo (Mesomo, 2006; Mesomo, 2009).
Evita ainda a desagregagéo gravitacional e mecénica quando o produto é submetido a
oscilagOes de temperaturas durante a estocagem e o transporte dos produtos (Marcotte et
al., 2001; Menezes et al., 2012).

A goma xantana pode agir em combinacdo com outro hidrocoldide para
estabilizar iogurtes e sobremesas lacteas, alem de ser utilizada na formulacdo de
alimentos isentos ou com baixo teor de gordura. Suas propriedades pseudoplasticas

facilitam o bombeamento, 0 envase e a retirada do produto da embalagem. Este
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biopolimero junto com galactomanana é utilizada em sobremesas cremosas prevenindo
a sinérese (Menezes et al., 2012).

A goma xantana apresenta compatibilidade e estabilidade com muitos coldides
usados em alimentos, como o amido, que é ideal para o setor de panificacdo, pois
aumenta a vida de prateleira, devido a absorcdo de agua nos paes e melhora a massa e a
textura final (Mesomo, 2006; Luvielmo e Scamparini, 2009). Além disso, a xantana é
compativel com proteinas, lipideos e outros polissacarideos como a pectina, podendo
ser utilizada em produtos de baixa caloria (light), agindo como agente de retencdo de
agua e na reducdo do teor de gordura. O biopolimero passa pelo trato gastro-intestinal
com pouca ou nenhuma modificacdo, o que confere aos produtos valores ndo caldricos.
A goma xantana pode ainda ser utilizada para a elaboracdo de bolos sem gliten
destinados aos celiacos (Mothé e Correia, 2002; Menezes et al., 2012).

Na induastria farmacéutica, cosmética e de produtos de higiene a goma xantana
pode ser utilizada impedindo a separacdo de ingredientes ndo sollveis em Xxaropes,
cremes, emulsbes ou suspensGes. Também pode ser utilizada para prolongar o tempo de
contato do composto ativo em comprimidos e pastilhas (Garcia-Ochoa et al. , 2000;
Mesomo, 2006). Nos cosméticos o polissacarideo é utilizado em cremes e géis,
proporcionando suavidade e maciez devido a sua pseudoplasticidade. Em cremes
dentais, pode ser utilizada fornecendo uniformidade, tornando seu aspecto mais liso e
facilitando sua saida do tubo. Em xampus € utilizada para ajustar a viscosidade e a
propriedade de escoamento, pode ainda ser utilizada como agente suspensor quando ha
a presenca de substancias insolGveis como pigmentos ou outros componentes ativos
(Canuto, 2006; Menezes et al., 2012).

De acordo com Luvielmo e Scamparini (2009), a goma xantana pode ser
utilizada na agricultura como estabilizante em pulverizadores fungicidas, pesticidas,
herbicidas e em fertilizantes, controlando o tamanho das goticulas. Pode atuar como
adjuvante em vacina contra a herpes suina e melhorar a aderéncia entre 0 componente
ativo e a planta, aumentando o tempo de contato entre eles (Becker et al., 1998;
Palaniraj; Jayaraman, 2011; Menezes et al., 2012).

Na indUstria petroquimica, a goma xantana é o Unico polimero a ser utilizado na
recuperacdo terciaria de petroleo, como aditivo em fluidos de perfuracdo de petroleo
conferindo estabilidade e viscosidade. Como a goma néo é sujeita a degradacdo por
cisalhamento e é termoresistente pode ser utilizada na perfuracdo, no transporte dos
detritos de perfuracdo, na separagdo na superficie, no resfriamento e limpeza da broca,
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na estabilidade do poc¢o, na prevencdo do escoamento do fluido para o interior das
formag0es e na formagéo de um filme de baixa permeabilidade (reboco) nas paredes do
poco (Luvielmo e Scamparini, 2009; Ramos, 2011; Brand&o, 2012; Fernandes et al.,
2012).

3.7 Meio de cultura para a producdo de goma xantana

O cultivo de microrganismos in vitro deve ser feito através da simulacdo ou
melhoramento das condic¢des naturais do ambiente bem como dos meios de cultura mais
apropriados utilizando nutrientes corretos para que estes se desenvolvam (Tortora,
2005).

As exigéncias nutricionais dos microrganismos sdo variadas de acordo com a
espécie e devem ser satisfeitas atraves de inimeros meios de cultura, sendo importante
conhecer as suas necessidades para se ter sucesso na cultura em laboratdrio. No entanto,
ha determinadas substancias cuja necessidade é comum a todos. O meio de cultura deve
conter ainda a quantidade de dgua necessaria, 0 pH ajustado e a quantidade especifica
de oxigénio (Tortora, 2005).

O meio de cultura é uma preparacdo de nutrientes em quantidades e proporcdes
corretas para a manutencdo, crescimento e multiplicacdo dos microrganismos (bactérias,
fungos, leveduras, algas, parasitas) em laboratorio e devem conter, principalmente,
fonte de carbono, nitrogénio, fésforo, macro e micronutrientes. Um indculo é quando

um microrganismo € colocado em um meio de cultura para crescer (Tortora, 2005).

3.8 Meio padrao - Sacarose

A sacarose é um dissacarideo formado por uma unidade de glicose unida a uma
unidade de frutose (Lehninger et al., 2002).

A sacarose € muito utilizada como fonte de carbono preferencial em processos
fermentativos. Pesquisadores testaram varias formulacbes de meio de crescimento
utilizando como fonte de carbono a sacarose, glicose, lactose e amido, nas
concentracdes de 5, 10, 20 e 50 g.L™, e foi observado maior sintese de polissacarideo
exocelular quando 50 g.L™ de sacarose foram utilizadas como fonte de carbono,

comparada as mesmas condicOes de glicose, lactose e amido (Branddo, 2012).
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3.9 Substratos alternativos
3.9.1 Leite de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é originaria da América do Sul e
constitui um dos principais alimentos para milhdes de pessoas em todo mundo,
sobretudo em paises em desenvolvimento, onde é cultivada em pequenas areas com
baixo nivel tecnoldgico. A Africa é o maior continente produtor, sendo a Nigéria o pais
com maior producdo. O vegetal neste continente € destinado a subsisténcia e consumido
predominantemente in natura sendo a base alimentar para milhGes de pessoas. O Brasil
é 0 segundo maior produtor, com producdo de 26,5 milhdes de toneladas em 2008, o
que equivale a 11,9 % da producdo mundial (Agostini, 2006; Felipe et. al, 2009).
Segundo a FAO, a produgdo mundial de mandioca atingiu 275 milhGes de toneladas no
ano de 2013 (SEAB, 2015).

Esta cultura é uma das principais do pais e é cultivada em todos os estados
brasileiros, principalmente no Pard, Parana e Bahia, e possui facilidade de adaptacéo. O
seu cultivo emprega muitas familias na producdo e processamento da farinha e de outros
produtos, desempenhando grande importancia econémica para as regifes produtoras
(Agostini, 2006; Chisté et. al, 2007; Sociedade brasileira de mandioca, 2010; Embrapa,
2013).

A mandioca ¢ um alimento que apresenta proteinas (1,1%), carboidratos
(36,2%), fibra alimentar (1,9%), calcio (0,015%), magnésio (0,044%), vitamina C
(0,021%), entre outros (Valle, 2007; IBGE 2009; Abath, 2013). O teor de amido pode
variar de acordo com a época do plantio, colheita, idade da planta, altitude, temperatura,
entre outros (Agostini, 2006).

Este vegetal é consumido na forma direta através do processamento da farinha
para uso culinério ou industrial. A industrializacdo aparece como uma alternativa para o
melhor aproveitamento do vegetal na forma de farinhas (cruas ou torradas) e polvilhos
(doce ou azedo) para consumo humano, transformado em amido ou fécula para a
industria e na forma de raspas e residuos da prépria indudstria, para consumo animal. As
folhas e ramas possuem um potencial nutritivo que pode ser utilizado também para a
alimentacdo humana e animal, podendo ser acrescido em ragbes (Suframa, 2003;
Agostini, 2006; Valle, 2007).

O processamento da mandioca gera residuos poluentes, principalmente quando

ndo € tratado de forma adequada. Dentre estes residuos, destaca-se a manipueira, que é
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altamente prejudicial ao meio ambiente quando despejada sem tratamento em leitos de
rios ou lengois freaticos causando sérios impactos ambientais como a eutrofizagdo de
lagos e rios, por possuir grandes quantidades de nutrientes (Felipe et. al, 2009).

Os “leites vegetais” sdo bebidas a base de extratos vegetais como soja, milho,
arroz, castanha, entre outras e podem ser os substitutos de origem vegetal do leite
animal. Essas bebidas sdo utilizadas em casos de alergia a proteina do leite de vaca e
intolerancia a lactose (Abath, 2013).

O leite de mandioca proposto utiliza a mandioca ja descascada, lavada, cortada
em cubos menores e agua. Este leite vegetal apresenta em sua composicdo proteinas,
carboidratos, fibras alimentares, calcio, magnésio, vitamina C, entre outros (Abath,
2013).

3.9.2 Bagaco de cana-de-agucar

A cana-de-agUcar é originaria da Nova Guiné e o Brasil € o maior produtor
mundial deste vegetal, sendo responsavel por 25% da producdo. Na safra de 2013/2014
a producao mundial foi cerca de 174,8 milhdes de toneladas de agucar (Conab, 2016).

A lavoura da cana-de-acUcar continua em expansdo no Brasil. A safra estimada
para 2016/2017 é de 684,77 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, distribuidas em
todos os estados produtores, sendo cerca de 50% da cana produzida no estado de Séo
Paulo, seguido de Minas Gerais, Goids, Parana e demais estados. O crescimento esta
previsto em 2,9% em relacdo a safra anterior. Considerando a riqueza nutricional do
caldo de cana (sacarose, glicose, frutose, fibra, celulose, minerais e demais
micronutrientes), esta € utilizada na producdo de aguUcar, alcool, melados, cachaca, rum,
combustivel, biodiesel e na co-geracdo de energia a partir do bagago (Faria, 2005;
Brandao et. al., 2008; Conab, 2016; Nogueira e Garcia, 2013).

A cana-de-agucar pertence ao género Saccharum e recebe 0 nome boténico de
Saccharum spp. Compde essencialmente duas partes: uma subterranea constituida pelos
rizomas e pelas raizes e a outra, pelo colmo, folhas e flores. O colmo é o mais
importante componente, sob o ponto de vista industrial. Este é constituido por gomos ou
entrends, pelos nés e pelas gemas, e € no primeiro que se encontram as células
responsaveis pela principal funcdo de armazenar o caldo da planta. A Figura 5

representa a constituicdo morfoldgica da cana-de-agucar (Ernesto, 2009).
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A cana-de-acucar apresenta em sua composicdo de 84 a 90% de caldo e de 10 a
16% de fibra. Da parte liquida, cerca de 75 a 82% sdo constituidos por &gua, 18 a 25%
de solidos sollveis, 15,5 a 24% de agucares (4,5 a 24% de sacarose; 0,2 a 1,0% glicose
e 0 a 0,5% de frutose). Os compostos organicos aminoacidos, gorduras, ceras, entres
outros constituem cerca de 0,8 a 1,8% e os inorganicos silica, potassio, fosforo,
magneésio, calcio, sodio, ferro, entre outros, 0,2 a 0,7% (Ernesto, 2009).

A composicdo quimica da cana-de-aglcar depende da interacdo de varios
fatores: variedade, clima, propriedades fisicas e quimicas do solo, irrigacdo,
florescimento, adubacao, sistema de despalha (manual ou a fogo), tempo decorrido apds
a ultima colheita e tempo de armazenamento. Algumas considera¢es sdo importantes
ao se escolher uma variedade apropriada para o cultivo como, qualidade do suco, faixa
etaria, adaptacdo as condicdes de cultivo, tipo de solo, regime de irrigacéo, resisténcia a
pestes e doencas, potencial de safra e alto teor de sacarose. A escolha ainda deve ser

feita priorizando a minimizacdo de custos de manejo e da colheita (Ernesto, 2009).
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Figura 5. (a) Constituicdo morfoldgica da cana-de-agucar, (b) localizagdo do parénquima no

colmo; (c) cana-de-agucar (Ernesto, 2009).

A busca por alternativas de utilizacdo e valorizagdo de residuos industriais
tornando-os subprodutos com valor agregado passou a ser mais incentivado de forma a
aproveita-los em diversas atividades, o que contribui de forma positiva para a questdo
ambiental. Buscas por processos de sustentabilidades e aumento de ganhos faz com que
produtos antes considerados problemas passem hoje a ser fontes de renda consideraveis

para as empresas (Nogueira e Garcia, 2013; Gomes et. al, 2015).
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O bagaco de cana-de-agucar é resultante da extracdo do caldo de cana-de-agucar
e é um material lignoceluldsico de baixo custo e pode ser fonte para a producdo de
bioplésticos, biocombustiveis e biomateriais, alem de gerar eletricidade nas usinas
sucroalcooleiras. A celulose proveniente do bagaco pode ser convertida em glicose e ser
utilizada, desta forma, como fonte de carbono para processos fermentativos (Battistelle
et. al, 2008; Selvi, Vijayagopal, 2014).

O setor sucroalcooleiro é conhecido por gerar uma quantidade enorme de bagago
em uma taxa de 135 mtonelada® de cana-de-aglicar e pode ser utilizado em
bioprocessos, diminuindo os custos da producdo do biopolimero e, conseqlientemente,
diminuindo os riscos ambientais. Quando estes ndo sdo gerenciados de forma adequada,
aumentam o0s riscos de problemas ao meio ambiente, pois o bagaco in natura é
composto, aproximadamente, por 44,5% de fibras lignoceluldsicas, 50% de umidade,
2,5% de solidos soluveis em agua e 3% de cinza (Battistelle et. al, 2008; Nogueira e
Garcia, 2013; Gomes et. al, 2015).

3.9.3 Biomassa de malte

O Brasil possui destague na economia mundial por ocupar em 2010 o 3° lugar
em volume na producdo mundial de cerveja com 12,6 bilhdes de litros, atrds apenas da
China e dos Estados Unidos (Menezes, 2013). Em 2015 a producéo brasileira cresceu e
passou para 13,8 bilhGes de litros ao ano. O setor cervejeiro no Brasil € um dos mais
importantes e relevantes na economia com investimento préximo aos R$ 20 bilhdes
entre 2011 e 2014 e este setor tende a crescer (CervBrasil, 2015).

Os efluentes da indlstria cervejeira apresentam, usualmente, em sua
composicdo, alto potencial de polui¢do pela sua carga orgénica, com teor de solidos em
suspensdo e presenca de fosforo e nitrogénio. Os residuos solidos sdo gerados
principalmente nas etapas de filtragem, envase e tratamento de agua e efluentes liquidos
e geralmente, sdo constituidos de restos de cascas e polpa de grdos, misturados, em
suspensdo ou dissolvidos no mosto oriundos dos gréos de malte (Menezes, 2013).

Segundo Menezes (2013), o setor cervejeiro caracteriza-se por consumir grande
guantidade de recursos naturais como a agua. Esta deve ser de excelente qualidade e em
algumas situacdes pode ser tratada para deixa-la adequada para a sua utilizagdo na
industria. Este setor por possuir muitas operacdes centradas na fermentagédo e repletas

de etapas de limpeza, é grande a vazdo de efluentes gerados. Os valores da demanda
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bioquimica de oxigénio (DBO) e da demanda quimica de oxigénio (DQOQ) presentes no
lixiviado gerado a partir do residuo umido da cervejaria sdo elevados, o que indica um
alto poder poluente e explicita a necessidade de uma adequada destinacdo para este
residuo, a fim de que passivos ambientais sejam evitados.

O residuo do mosto cervejeiro é o produto de maior importancia na induastria
cervejeira e pode ser aproveitado como fonte de alimento para bovinos, caprinos, ovinos
e suinos, pois apresenta elevada quantidade nutricional (Menezes, 2013).

O residuo de cervejaria pode apresentar na forma de residuo umido, prensado,
seco e de levedo de cerveja. A biomassa de malte é o residuo do malte de cevada obtido
ap6s a etapa de elaboracdo do mosto cervejeiro. Este residuo é composto,
principalmente, pela casca da cevada e apresenta em sua composi¢do 28,4% de
hemiclulose, 27,8% de lignina e 16,8% de celulose, além de proteinas e cinzas, em
menores proporc¢des (Menezes, 2013).

A biomassa de malte apresenta caracteristicas favoraveis para uso em processos
fermentativos devido a elevada concentragdo de aclcares presentes e baixa
concentracdo de compostos tdxicos aos microrganismos tais como furfural,
hidroximetilfurfural, &cido acético e fendlicos (Menezes, 2013).

O residuo de cevada pode ser usado na obtencdo de &cido citrico por
fermentacdo em estado solido pelo fungo Aspergillus niger, sem suplementacdo de
nutrientes e sem tratamento especifico para remocédo dos nutrientes do residuo. Este ndo

possui substancias que impecam o crescimento deste fungo (Menezes, 2013).

3.10 Planejamento Experimental

A otimizacdo das condigOes operacionais de produgdo de goma xantana na
escala de bancada leva em consideragéo as condigdes operacionais como tipo de escala
fermentativa, das condi¢bes operacionais de fermentacdo (agitacdo, aeracdo,
temperatura), das condi¢cdes do meio e dos nutrientes utilizados bem como o tipo de
cepa da bacteéria utilizada. A utilizacdo de fonte de carbono, glicose ou sacarose, requer
uma maior suplementacdo para obter um bom rendimento de xantana, diferentemente
quando s&o utilizados substratos alternativos, onde a suplementacdo menor de nutrientes
€ necessaria além de representar um baixo custo de processo (Brandéo, 2012).

O alcance das condicBGes operacionais de processo associado aos parametros

fisico-quimicos é importante para o desenvolvimento de um processo. O planejamento
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fatorial propGe uma diversidade de interacbes combinatdrias entre os componentes do
meio fermentativo e dos produtos metabdlicos (Abdel-Fattah, 2005; Brandao, 2012).

O planejamento experimental associado a andlise de superficies de respostas é
uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informacdes seguras
sobre o0 processo, minimizando o empirismo gque envolve técnicas de tentativa e erro. O
planejamento experimental reduz o numero de experimentos ou repeti¢cées e melhora a
qualidade da informac&o obtida através dos resultados. Permite ainda analisar os fatores
simultaneamente, calcular e avaliar o erro experimental, podendo especificar o nivel de
confianca estatistica do experimento e a reprodutibilidade do resultado desejado
(Rodrigues e lemma, 2009).

Projetos estatisticos experimentais tém sido muito utilizados como uma
estratégia de otimizacdo ou de busca de condicGes ideais para uma resposta especifica.
Os planejamentos experimentais estatisticos tém sido muito utilizados na otimizacdo de
processos fermentativos para a selecdo de variaveis, pois é um sistema de modelagem
empirica que avalia a relacdo entre um grupo de variaveis, que podem ser controlados
experimentalmente, e a resposta observada. E um modelo fatorial, onde graficos de
contorno sdo gerados por efeitos linear ou quadratico de variaveis chaves e a equacgédo
modelo é derivada com o ajuste dos dados experimentais e a resposta 6tima do sistema é
calculada (Rodrigues e lemma, 2009; Brandao, 2012).

Segundo Rodrigues e lemma (2009), o planejamento experimental representa
um conjunto de ensaios estabelecidos com critérios cientificos e estatisticos, com o
objetivo de determinar a influéncia de diversas variaveis nos resultados de um dado
sistema ou processo. Esse objetivo maior pode ser dividido em outros objetivos de
acordo com o propoésito dos ensaios:

e determinar quais variaveis sdo mais influentes nos resultados;

e atribuir valores as variaveis influentes de modo a otimizar os resultados;

e atribuir valores as variaveis influentes de modo a minimizar a variabilidade dos
resultados;

e atribuir valores as variaveis influentes de modo a minimizar a influéncia de
variaveis incontrolaveis.

A seguir, destacam-se alguns beneficios da utilizagdo das técnicas estatisticas de

planejamento experimental:

v" reducdo do numero de ensaios sem prejuizo da qualidade da informacao;
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v' estudo simultaneo de diversas varidveis, separando seus efeitos;

<\

determinacéo da confiabilidade dos resultados;

v' realizagdo da pesquisa em etapas, num processo iterativo de acréscimo de novos
ensaios;

v’ selecdo das variaveis que influem num processo com numero reduzido de
ensaios;

v" representacdo do processo estudado através de expressdes matematicas;

v' elaboracdo de conclusdes a partir de resultados qualitativos.

O planejamento experimental é uma ferramenta essencial no desenvolvimento de
NOVOS processos e no aprimoramento de processos em utilizagdo. Um planejamento
adequado permite, além do aprimoramento de processos, a reducdo da variabilidade de
resultados, a reducdo de tempos de analise e dos custos envolvidos. No que se refere ao
projeto de produtos, o planejamento experimental permite a avaliacdo e comparagéo de
configuracdes (projetos) distintas, avaliagdo do uso de materiais diversos, a escolha de
parametros de projeto adequados a uma ampla faixa de utilizacdo do produto e a

otimizacdo de seu desempenho (Rodrigues e lemma, 2009).

3.11 Transformada Z

A Transformada Z é uma importante transformada utilizada em analises de
sistemas lineares, oferecendo vantagens significativas em relacdo aos processos no
dominio de tempo. E modelada em sistemas fisicos de tempo discreto com equacdes de
diferencas lineares com coeficientes constantes; um exemplo é um filtro digital linear
invariante no tempo. A transformada Z de uma equacdo de diferengas nos da uma boa
descricdo das caracteristicas da equagdo (modelo) e, por conseguinte, do sistema fisico.
Além disso, equacdes de diferencas transformadas sdo algébricas e, portanto, mais
faceis de manipulacao e de resolucéo (Phillips et. al, 2008, Tonidandel, 2010).

E uma equacio que expressa o valor de uma sequéncia {a,} como uma funcéo
do termo an.; que € chamado de equacéo de diferencas de primeira ordem. A equacéo de
diferencgas seré resolvida se a funcédo f tal que a, = f(n), n = 1,2,3,..., é conhecida
(Sloughter, 2000). Esta equacao expressa um valor de uma sequéncia como uma funcao
dos outros termos, porem nem todas as aplicacbes comecam com uma formula explicita

para estes termos e é necessario apenas algumas relagdes entre os termos da sequéncia.
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Exemplo: Suponha certa populacdo de corujas que cresce a uma taxa de 2% ao ano. Se
Xo € a representacdo inicial da populacdo de corujas e x, 0 nUmero de corujas n anos

mais tarde, é dada pela Equacéo 1.1.

Xp41 =%, + 0,02 xx, =1,02 xx, (1.1)

Paran = 0,1,2,... . Ou seja, 0 nimero de corujas em um determinado ano € igual ao
namero de corujas no ano anterior acrescido 2% do numero de corujas do ano anterior.
A Equacdo 1.1 é um exemplo de equacdo de diferencas de primeira ordem, que
relaciona o numero de corujas em um determinado ano com um nimero destas no ano
anterior. Por isso, o valor de x, é conhecido uma vez que € sabido o valor de x,.;. Para
obter a sequéncia iniciada, € necessario saber o valor de xo. Se 0o numero inicial de
corujas é 100 e é requerida o nimero de corujas apds 3 anos, entdo o valor encontrado é:
xo = 100;
x1 =1,02%xy=1,02 %100 = 102;
x, = 1,02 *x; = 1,02 102 = 104,04;
x3 = 1,02 *x, = 1,02 * 104,04 = 106,1208.

3.12 Modelos Cinéticos

Os modelos cinéticos de processos fermentativos utilizados para descrever a
atividade microbiana podem ser classificados, quanto ao numero de componentes
usados na representacdo celular, em modelos ndo estruturados e em modelos
estruturados. No primeiro modelo, o material celular € representado por uma Unica
varidvel. No segundo modelo, as células sdo descritas com maiores detalhes,
considerando, por exemplo, componentes intracelulares, permitindo descrever o estado
das células e sua adaptacéo as mudancas do meio ambiente.

Estes modelos podem ainda ser classificados em dois grupos quanto a
heterogeneidade da populagdo microbiana em modelos ndo segregados e modelos
segregados. Nos modelos ndo segregados, a populacdo celular é considerada
homogeénea, isto é, todas as células apresentam o mesmo comportamento. Nos modelos
segregados, as células sdo consideradas discretas, como individuos de uma populacéo
heterogénea, com distribuicdo de idade, tamanho e propriedades celulares (Schmidell et.
al, 2001).
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N&o é possivel a formulacdo de um modelo que inclua todas as caracteristicas e
detalhes celulares, sendo necessario, escolher o modelo cinético apropriado de acordo
com sua complexidade e aplicagéo (Ferrari, 2013).

A velocidade instantanea de transformacdo € uma definicdo especial de
velocidade que apresenta interesse em avaliar o desempenho de um processo
fermentativo de acordo com a produtividade em biomassa (ry), substrato (rs) e produto
(rp) definidas pelas equagbes 1.2a, 1.2b e 1.2c. Os termos da equagdo mostram que a
produtividade representa a velocidade media de crescimento referente ao tempo total de

fermentacao.

ry = ? (1.2&)

_des
5= (1.2n)
dc
T = d—tp (1.2¢)

A velocidade especifica de transformacdo analisa os valores das velocidades
instantaneas com relacdo a concentracdo de células. Devido ao fato da concentracdo de
celulas aumentar durante um cultivo descontinuo, a concentracdo do complexo
enzimatico responsavel pela transformacdo do substrato S no produto P aumenta. As
equacOes (equacdes 1.3) das velocidades especificas de transformacdo de células (),

de substratos (M) e produtos () sdo mostradas abaixo.

_ Ldox

Ux = o dt (1.33)
_ 1dcs

Hs = (13D)
_ Ldc
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Os fatores de rendimento (ou conversao) sdo dependentes do tempo t de cultivo
e sdo relacionados com os valores correspondentes de X, S e P através dos fatores de
converséo definidos pela equagéo 1.4.

_ Cx _Cxo

Yx/s = Coo—Cs (1.4a)
Cx—Cxo
Yx/p = m (1.4b)

— CP_CPO
Y /s — —Cso—Cs (1.4C)

3.12.1 Modelos cinéticos para o crescimento da bactéria propostos na literatura

O estudo da cinética é de vital importdncia para a investigacdo de
exopolissacarideos produzidos em fermentacdes. Os modelos matematicos que utilizam
as cinéticas facilitam a analise de dados e podem fornecer uma estratégia de resolucéo
de problemas encontrados no processo de fermentacdo. Um modelo analitico muito
utilizado para a cinética de fermentacfes de polissacarideos inclui variagdes temporais
de biomassa, substrato e produto (Weiss e Ollis, 1980).

Existem varios modelos que representam o crescimento microbiano na literatura.
O mais simples deles é o de Monod (1942), que faz uma relacdo entre velocidade

especifica de crescimento do microrganismo (uy) e substrato mostrado na equacgéo 1.5.

_ Cs
l'lx - |J‘max "Ks+Cs

(1.5)

Sendo que umax € a velocidade méaxima especifica de crescimento e Ks a
constante de desnaturacdo. Na equacdo de Monod, se S=Ks, entdo chega-se a equagéo
1.6.

b, = P (0g)
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Ou seja, 0 Ks é a concentracdo de substrato quando a velocidade especifica de
crescimento é a metade da méxima. No comeco da fermentacdo, onde a concentracao de
substrato é alta, S é muito maior que Ks, e desta forma, a velocidade especifica de
crescimento atinge um valor maximo, e este valor perdura durante uma determinada
fase do processo. Conforme o substrato limitante é consumido, x se reduz com o tempo.
Mesmo que este valor de velocidade especifica maxima de crescimento seja calculado,
na pratica, este pode ndo ser alcancado. Os métodos para determinagdo deste parametro
estdo sujeitos a erros.

O modelo de Monod € analogo a equacdo de Michaelis-Menten para reacdes
enzimaticas e tem sido universalmente empregado como modelo matematico para o
crescimento celular. Entretanto, em muitos casos, com microrganismos pluricelulares e
fermentacdo descontinua, os resultados previstos pela equacdo de Monod ndo apresenta
boa concordancia com os valores experimentais, por ser um modelo simples que nao
considera a inibicdo por substrato e produto (Da Silva, 1981; Schmidell et. al, 2001).

A equacdo logistica de Verhulst, proposta no século XVIII, tem sido um modelo
ilustrativo da dindmica do crescimento em um habitat de recursos finitos. Esta equacao
baseia-se na no¢do de que a taxa de crescimento populacional, neste caso, o crescimento
microbiano, em um ambiente é proporcional a populacdo e a quantidade de recursos
disponiveis para a sua utilizacdo, a equacdo 1.7 é representada a seguir (Robazza et. al,
2010).

fl—)t( ) (1.7)

A equacéo de Leudeking-Piret (1959) apresenta bom ajuste para amplos tipos de

X
:/’Lméx*x<1_x

max

fermentacdes, sendo que leva em conta termos de contribuicdo associado ou ndo ao
crescimento mostrado na equagéo 1.8.

= Youtx + mX (1.8)

n P

p

Na equacdo 1.8, o primeiro e segundo termos podem ser interpretados com a
producdo de determinado produto desejado relacionado ao crescimento microbiano
(Ypx) € biomassa existente (X) em fungdo dos parametros do modelo (ry e mp)
(Schmidell et. al, 2001).
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3.12.2 Modelo cinético utilizado neste trabalho

O modelo cinético ndo estruturado e ndo segregado foi utilizado por Portela et.
al (2008) para a modelagem e a produgdo de goma xantana utilizando caldo de cana
como fonte de carbono. O modelo proposto expressou o0 crescimento e a formacdo do
biopolimero como uma funcdo somente da biomassa e da sua evolugdo com o tempo.
Os modelos mais comumente utilizados sdo os modelos ndo estruturados e n&o
segregados devido a simplicidade e a capacidade de representar 0s processos
fermentativos reportados na literatura.

Os modelos cinéticos empregados, Equacdo de Verhulst-Pearl e Luedeking-
Piret, seguem o modelo cinético ndo estruturado e ndo segregado para a producdo de
goma xantana proposto por Weiss e Ollis (1980) como foi descrito no trabalho de
Portela et. al (2008).

3.13 Considerac0es finais

A goma xantana € produzida pela bactéria Xanthomonas campestris e & um
importante biopolimero utilizada em diversas aplicacdes na inddstria. A sua demanda
no Brasil é grande e importada de varios paises.

Baseados na literatura pode-se concluir que o Brasil apresenta tecnologia e
matéria-prima para a producdo desta em escala industrial. Pode-se utilizar inimeros
substratos alternativos com caracteristicas distintas com o objetivo de diminuir os custos
da producdo, dar um destino adequado aos residuos gerados na indUstria e
processamento das matérias-primas, além da producdo da goma xantana com

propriedades economicamente interessantes, como alto rendimento e viscosidade.
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4. Material e Métodos

4.1 Obtencédo e Manutencao da bactéria Xanthomonas campestris
4.1.1 Obtencéo da cepa da bactéria

A cepa da bactéria X. campestris (ATCC 13951) foi cedida pelo banco de cepas
da Colegcdo de Culturas Tropicais (CCT) André Tosello, Campinas - SP. Para o
desenvolvimento deste trabalho, a cepa foi doada pelo professor Dr. Enio Nazaré de
Oliveira Junior do Programa de Po6s Graduacdo em Tecnologias para o
Desenvolvimento Sustentavel (PPGTDS) e do Departamento de Quimica, Biotecnologia
e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO) do Campus Alto Paraopeba. A Figura 6 ilustra

as colonias da bactéria vistas por microscopio 6ptico da marca Motic® modelo BA310.

Figura 6. Representacdo da cepa da bactéria X. campestris utilizada para este trabalho (lente de
aumento de 40x) (Fonte: Arquivo pessoal).

4.1.2 Manutencéo da bactéria

Para a manutencdo das cepas, a metodologia utilizada seguiu como descrito no
trabalho de Nery et. al (2008) e Branddo (2012). Estas foram mantidas em meio YM
liquido (Yeast Malt) contendo (m/v): glicose 1%; extrato de levedura 0,3%; extrato de
carne 0,3%; peptona bacterioldgica 0,5%. A esterilizacdo do meio foi feita a 121°C por
15 minutos. A cepa foi inoculada no meio YM e introduzido glicerol 10%. As cepas

foram mantidas em criotubos e foram guardados em freezer.
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4.2 Preparo dos meios alternativos

4.2.1 Leite de mandioca

A mandioca necesséria para o preparo do leite de mandioca foi comprada em um
estabelecimento comercial na cidade de Ouro Branco - MG. O processo de obtengéo do
leite vegetal se inicia pela lavagem da raiz em agua potavel. Essa lavagem é feita para
reduzir as sujeiras fisicas do vegetal. Apos a lavagem, aproximadamente 1 kg desta raiz
foi descascada e cortada em pedacos menores e deixada imersa por 12 horas com
aproximadamente 1 L.

Apds este periodo a agua foi descartada e adicionou-se 0 mesmo volume de
agua. Em seguida, a mistura de agua e mandioca foi triturada em liquidificador
doméstico de forma a obter uma mistura mais homogénea. A Figura 7 apresenta a

mistura formada apds a sua preparacao.

Figura 7. Leite de mandioca preparado para ser utilizado como substrato alternativo (Fonte:
arquivo pessoal).

4.2.2 Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-aclcar foi doado de um estabelecimento comercial no
centro da cidade de Ouro Branco — MG. O bagaco foi cortado em pedagos menores e
armazenado no freezer.
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4.2.3 Biomassa de malte

A biomassa de malte foi doada pelo professor Dr. Brener Magnabosco Marra do
Departamento de Quimica, Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei do campus Alto Paraopeba. A biomassa €
proveniente da brassagem do malte utilizado para producdo de cerveja Blond Ale
desenvolvida no Laboratdério de Tecnologia em Destilagdo e Fermentacdo (LADEF).
Esta foi armazenada em geladeira a 4°C.

A biomassa foi deixada em estufa a 50°C, depois triturada, foi acrescentada agua
destilada e agitada em placa de aquecimento utilizando agitador magnético. A mistura
foi filtrada utilizando peneira comercial e as solugdes resultantes foram preparadas com
concentracdes de 3,2 g.L™" a 8,8 g.L™ de biomassa de malte triturada seguindo o

planejamento experimental.

4.3 Caracterizacao dos substratos alternativos

Foram realizadas andlises para a caracterizacdo centesimal dos substratos
alternativos: leite de mandioca, bagaco de cana-de-aclcar e biomassa de malte, de
forma a obter os teores de umidade, cinzas, dosagem de proteinas totais, lipidios totais e

carboidratos para antes e ap0s as 120 horas de fermentacéo.

4.3.1 Teor de umidade

Foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105°C com circulacdo de
ar, de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1997). O
ensaio foi feito em triplicata. Os cadinhos foram deixados secar previamente por 30
minutos e depois tiveram suas massas registradas. Foram acrescentados 40 mL das
amostras contendo os meios alternativos e foram deixados na estufa até apresentar
massa constante. Apds esse tempo, 0 substrato seco teve sua massa registrada e a

umidade determinada.
4.3.2 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550°C de acordo

com a AOAC (1997), no qual foram utilizadas as amostras que haviam sido utilizadas
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para o teor de umidade. Apds a incineracdo, as amostras foram pesadas por gravimetria

sendo possivel determinar o teor de cinzas.

4.3.3 Dosagem de proteinas totais

O teor de proteinas contidas no leite de mandioca, bagaco de cana-de-acUcar e
biomassa de malte foi determinado conforme o método espectrofotométrico descrito por
Lowry et al. (1951).

Para a dosagem de proteinas totais foi realizado uma curva padrdo utilizando
agua destilada e BSA em diferentes volumes. Apé6s a construcdo desta curva padrdo
foram realizadas as dosagens de proteinas para as amostras, onde foram acrescentados
diferentes volumes de &gua e volume de amostra, conforme a concentracdo de proteinas
das amostras e o volume final deveria ser igual a 200 pL. Foi adicionado o reagente E e
0s tubos foram deixados por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 200 pL de
reagente de Foulin, a solucdo foi homogeneizada e as amostras foram deixadas no
escuro por 30 minutos antes de medir as absorbancias a 750 nm.

As amostras foram filtradas em papel filtro antes da dosagem de proteinas para
que figuem translicidas para a leitura no espectrofotémetro.

O equipamento utilizado para as leituras de absorbancia foi o espectrofotdmetro
da marca Bioespectro® modelo SSP-220. O experimento foi realizado em triplicata. A

curva padrdo e maiores detalhes da metodologia estdo descritas no Anexo 1.

4.3.4 Lipidios totais

Para a determinacdo dos lipidios, utilizou-se a técnica de extracdo de lipidios
pelo método de Soxhlet (AOAC, 1997). Para isso, utilizou-se um volume de 300 mL do
solvente acetona e foram pesadas amostras de 1 g de leite de mandioca (seco em estufa),
bagaco de cana-de-agUucar e biomassa de malte. Foram realizados 3 ciclos de extragéo,
onde apos essa etapa, 0 solvente contendo os lipidios extraidos foi totalmente evaporado
utilizando o rotaevaporador da marca Marconi®, modelo Novus N1040, de forma que
restou nos baldes previamente secos e pesados, apenas os lipidios extraidos. Estes foram

pesados e obteve-se a massa de lipidios contida nas amostras dos substratos analisados.
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4.4 Producéo de goma xantana em shaker

A metodologia utilizada neste item e nos itens 4.5, 4.6 e 4.7 seguiram como

referéncia Brandéao (2012).

4.4.1 Preparo do inéculo

O meio YM liquido utilizado para o in6culo foi composto por (m/v): glicose
1,0%, extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, peptona bacteriolégica 0,5%,
com o pH ajustado para 7,0. Foram preparados frascos Erlenmeyers contendo 100 mL
do meio para o indculo. Os frascos foram esterilizados em autoclave a uma temperatura
de 121°C por um periodo de 15 minutos. Os meios foram resfriados até temperatura
ambiente. Apds esta etapa, um criotubo de 2 mL de pré-indculo, contendo os
microrganismos foram transferidos para cada frasco. Os Erlenmeyers foram incubados

em agitador orbital, 180 rpm, a 28°C + 2°C por 24 horas.

4.4.2 Obtencao das variaveis e condi¢des de producdo de goma xantana

Para avaliar as varidveis e condi¢fes da producdo de goma xantana foi realizado
um planejamento estatistico Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
fracionado 2% com 4 pontos axiais e triplicata no ponto central, totalizando 11 ensaios
para 0os meios alternativos. De forma a comparar as variaveis do meio alternativo com o
padrdo foi necessario preparar dois ensaios utilizando como substrato a sacarose. A
metodologia da superficie de resposta foi utilizada para determinar a influéncia das
variaveis estudadas e obter as melhores composi¢Ges do meio fermentativo.

O planejamento experimental consistiu de variar os volumes do meio alternativo
%(v/v e m/v) e do in6culo %(v/v) para os 11 ensaios de forma que o volume de agua
fosse completado até o volume final. Este planejamento consistiu em utilizar os pontos
axiais, 0s pontos maximos e minimos e ainda os pontos centrais, de forma que fossem
realizadas combinacfes destes pontos e obtivessem assim melhores resultados. Os
ensaios de sacarose apresentaram a mesma concentracdo de volume de in6culo no ponto
central dos meios alternativos. Todos os meios foram minimamente suplementados com
o0 objetivo de fornecer fontes de nitrogénio, fosforo e potassio utilizando 0,01% (m/v) de
uréia e 0,1% (m/v) de KoHPO,.
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Ap0s a preparacdo dos meios é necessario autoclavar e ajustar os pH utilizando
NaOH 0,1 mol.L™ ou 4cido acético 1% (v/v). Apés a producdo dos meios, incluindo o
padrdo com sacarose, foram adicionados diferentes volumes de in6culo em cada
Erlenmeyer de acordo com o planejamento. Estes foram realizados de maneira asséptica
na capela de fluxo laminar, e posteriormente foram levados ao agitador orbital shaker da
marca Nova Técnica®, refrigerado a 28°C £ 2°C a 200 rpm durante 120 horas para
produzir a goma xantana.

Os experimentos foram realizados no laboratorio de Microbiologia e no
Laboratorio Biotecnologico na UFSJ no campus Alto Paraopeba em Ouro Branco —
MG. Para a andlise da reologia foram utilizados os laborat6rios de Anélise Instrumental
e o Laboratorio de Fermentacfes do PPGDTS, também do mesmo campus.

4.5 Producdo de goma xantana em Biorreator Coluna de Bolhas

O aumento de escala fermentativa foi proposta para analisar a producdo de goma
xantana utilizando biorreator Coluna de Bolhas em batelada com volume util de 4,5 L.
A definicdo do volume de in6culo e da quantidade de bagaco de cana-de-agucar
utilizado foi estipulada pela melhor condicdo da produgdo em menor escala, shaker, no
ponto central, 11,5 mL de indculo e 2,0 g de bagaco. Foram retiradas amostras com
intervalos de tempo menores nos dois primeiros dias e a cada 24 horas no restante dos
dias, com o objetivo de estudar a producéo (rendimento) de goma xantana.

Seriam necessarios 494,5 mL de indculo e 86,0 g de bagaco de cana-de-agUcar,
porém ndo havia volume suficiente de indculo, apenas 200 mL. Desta forma, houve
uma reducdo de cerca de 60% desta variavel e para que a proporcdo fosse mantida,
houve também a reducdo da quantidade de bagaco utilizada. Foram entdo, utilizados
200 mL de inoculo e 34,7 g de bagaco.

A cepa da bactéria de X. campestris foi a mesma utilizada na menor escala. Os
meios foram minimamente suplementados com 0,01% (m/v) de uréia e 0,1% (m/v) de
K,HPO,. O pH foi ajustado para 7,0.

A aeracdo foi mantida em 5 vvm (volume de ar por volume de efluente por minuto)
e a agitacdo ndo pode ser controlada, por ser um parametro controlado pela prépria
aeracdo e ser uma caracteristica do biorreator Coluna de bolhas. A temperatura proposta
foi de 28 £ 2°C por 120 horas. A Figura 8 apresenta o experimento realizado em

biorreator Coluna de Bolhas.
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Figura 8. Experimento para producdo de goma xantana utilizando bagaco de cana-de-agUcar
utilizando biorreator Coluna de Bolhas (Fonte: Arquivo pessoal).

4.6 Precipitacdo da goma xantana

Apos o término das 120 horas de fermentacédo, foi necessario levar as solugdes
contendo goma xantana, bactéria, restos celulares, meio nutritivo, entre outros, para a
centrifugacdo com rotagdo de 3500 rpm (1591 x g) por 20 minutos a 4°C, com 0
objetivo de sedimentar estas particulas em suspensdo por acéo da forca da gravidade. A
centrifuga utilizada foi uma refrigerada SL 701 da marca Solab®.

Apos a centrifugacdo foi acrescentado A&lcool etilico 92,8° GL para a
precipitacdo da goma em temperatura ambiente, por 1 hora. A proporcéo utilizada foi de
3:1 de etanol e meio fermentativo contendo goma xantana. Passado o tempo do
processo, a goma flotada foi removida da solucéo através de filtragdo simples utilizando
peneira comercial.

Terminada a precipitagdo as gomas xantanas foram levadas para a estufa a
temperatura de 50°C por um periodo aproximado de 48 horas. Terminado este processo,

os valores de rendimento foram obtidos por gravimetria.



36

4.7 Preparo das solugdes para analise no viscosimetro

Preparou-se solugdes em &gua destilada de 0,5% (m/v) de goma xantana
produzida pela bactéria X. campestris com meio padrdo de sacarose e meios alternativos
(leite de mandioca, bagaco de cana-de-agUcar e biomassa de malte) para a leitura no

viscosimetro.

As solugdes foram deixadas por 24 horas em repouso e em temperatura ambiente
até sua leitura no viscosimetro de Brookfield com banho-maria acoplado.

4.7.1 Comportamento Reoldgico

Para a analise do comportamento reoldgico da goma xantana produzida pelo
meio padréo e pelos meios alternativos, foram preparadas solugdes com concentragdes
de 0,05% (m/v) de goma xantana nas melhores condi¢cdes de cada ensaio em seus
respectivos pontos centrais.

A metodologia de preparo das amostras foi 0 mesmo descrito anteriormente
(item 4.7).

O comportamento reoldgico foi realizado a temperatura de 25°C e foram

variados a velocidade de agita¢do em 10, 20, 30, 50, 60 e 100 rpm.

4.8 Transformada Z aplicada em bioprocesso

Foi proposta a metodologia da Transformada Z para a modelagem da producéo
de goma xantana utilizando meio alternativo, bagaco de cana-de-agucar. Para esta
modelagem, primeiramente, foi utilizado um balanco de massa em biorreator batelada e
em biorreator continuo e em seguida, foi aplicada Transformada Z pela equacgdo de
diferencas. Foram obtidas as equacdes plano de estado para a biomassa (Cx), substrato
(Cs) e produto (Cp). Decidiu-se utilizar este meio alternativo nas simulagdes visto que
este seria o utilizado também no experimento em Biorreator Coluna de Bolhas.

Os dados foram obtidos através da cinética desenvolvida para os tempos 0, 2 e 4
horas de inoculacéo.

A sacarose presente no bagaco de cana-de-agUcar e nas amostras retiradas
durante a cinética foram hidrolisadas para obter glicose e frutose. Esta hidrolise foi

determinada acrescentando-se 1 mL de acido cloridrico 2 N em 1 mL de amostra de
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sacarose. A solucdo foi aquecida entre 65°C e 70°C por 10 minutos, resfriada em agua
corrente e foram adicionados 3 mL de solugdo de hidroxido de sodio 1 N (Faria, 2009).

Apo6s a hidrolise, a concentracdo de glicose pOde ser obtida pelo método
enzimatico utilizando o kit glicose-oxidase da marca Doles® para avaliar o consumo de
fonte de carbono durante a fermentacdo (Portela et. al, 2008).

A produgdo e precipitagdo do biopolimero para esta cinética seguiu como
descrito em 4.4 a 4.7. Foram obtidos os dados de Cx, Cs, Cp e dos pardmetros
experimentais para a aplicacdo da Transformada Z e dos modelos cinéticos.

O balanco de massa em um biorreator é dado pela equacéao (2.1).

F.Xo—FX+pX.V=v.2 (1)

Sendo, F é a vazdo em L.h™ e ser4 considerada 0 L.h™* (reator batelada sem
entrada) e 0,1 L.h"! (reator continuo); X é a concentragdo de células em g.L™ e esta
variara com o tempo; X¢= 0,4 g.L™"e é a concentragdo de células inicial; p é a velocidade
especifica de crescimento e sera utilizado 0,49 h™; V é o volume do reator e é igual a 4,5
L.

Aplicando a Equacdo de Diferencas da Transformada Z no balanco de massa no
biorreator, tem-se:

F.X,—FXo+uX,V=V.Xp11— X,) (2.1a)

F.X,—F.Xo+uX,V=V.X,.1-V.X, (2.2a)
Rearranjando a equacdo e a dividindo pelo volume, tem-se:

F.X, F.X,

4 |4

Xpiq = +u X, +X, (23a)

Colocando X,, em evidéncia, logo:

F F.X,
Xn+1 = Xn [V +u+ 1] - T (2.461)
Para o substrato, tem-se a equagao abaixo:
ds dx ¥ 21b
—_— = — * — — * .
a - " a P (2.1b)

Aplicando a Equacéo das Diferencas, tem-se:
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Sn+1 - Sn =—a* (Xn+1 - Xn) - .8 * Xn (ZZb)

Esta equacdo é resolvida do mesmo modo que na equacao anterior, para a

biomassa. Logo,

a. F a.F.X,
Sn+1 = Xn _T_CZ-M_.B + 5p +

(2.3b)

Da mesma forma que foi desenvolvida para a biomassa e o substrato, uma
simples algebra é requerida para a resolucdo da equacéo do produto.

Para o produto, tem-se a sua equacgéo:

ap dx +A1xX (2.1
—_— = k — * .
at e (2.16)
Aplicando a Equacdo das Diferencas, tem-se:
Ppyg — Py =mx (Xn+1 _Xn) + A+ Xy (226)

E obtém-se a equacdo plano de estado:

m.F m.F.X,
Poii=Xy|——+mu+A|{+P —

v v (2.3¢)

Como o substrato possui uma concentracdo inicial de 0,44 g.L™ foi necessario
obter-se a equacdo plano de estado discreta para o sistema a partir das equacdes (2.3a),

(2.3b) e (2.3c), obtendo-se desta forma a matriz plano de estado dada por 2.4.

F F
Lru+1 0 0 L
Xn+1) | VF H ]| X |r . v ]l
Pt Fom+lam—2 o 1] Pl |ZEinm
% v v

Com as equagOes plano de estado obtidas para cada variavel, utilizou-se o

programa Simulink do MatLab® para as simulagdes.

4.9 Modelo Cinético aplicado em bioprocesso

O modelo cinético ndo estruturado e nao segregado foi utilizado por Portela et.
al (2008) para a modelagem e a producdo de goma xantana utilizando caldo de cana
como fonte de carbono. O modelo proposto expressou o crescimento e a formacgéo do

biopolimero como uma funcéo somente da biomassa e da sua evolugdo com o tempo.
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Para a modelagem do biopolimero foi utilizado o bagaco de cana-de-agucar
como meio alternativo. A metodologia para a producdo e precipitagdo da goma xantana
foi & mesma utilizada para os demais ensaios descritos anteriormente, itens 4.4 a 4.7. A
determinacdo quantitativa de sacarose também foi utilizada neste ensaio como retratado
no item 4.8. Esta cinética foi realizada de 0 a 48 horas, em pequenos intervalos de
tempo, em média de 2 em 2 horas no inicio, de 6 em 6 horas no meio e de 24 horas ao
final do processo. As amostras foram retiradas e analisadas para a determinacdo das
concentracdes de Cx, Cp e Cs. Obteve-se com a cinética os parametros experimentais do
modelo de Weiss importantes na modelagem desta como a, A e 3, encontradas nas
equacdes (2.6) e (2.7).

As metodologias utilizadas para a determinacdo da massa seca e 0s modelos
cinéticos empregados, Equacdo de Verhulst-Pearl e Luedeking-Piret, neste trabalho
seguiram o modelo cinético ndo estruturado e ndo segregado para a producdo de goma
xantana proposto por Weiss e Ollis (1980) como foi descrito no trabalho de Portela et.
al (2008).

Para a massa seca, 0 mosto foi centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos a 4°C
para ocorrer a separacao das células. O pellet formado durante a centrifugacdo continha
as células no meio e estas foram lavadas com solucdo salina 0,85% para completa
eliminagdo dos componentes do meio e dos metabdlitos, e foram levadas novamente
para a centrifuga. A solucdo salina foi entdo descartada e a quantificacdo celular foi
feita através da massa seca a 90°C + 1°C, em estufa até peso constante.

Foi acrescentado ao sobrenadante etanol na proporcéo de 3:1 para a recuperagdo
de goma xantana (Cp). O meio resultante com etanol foi entdo recuperado utilizando
rotaevaporador para a recuperacao apenas do meio fermentado (Cs).

Foram utilizados recursos computacionais com o software MatLab® para a
modelagem do biopolimero e para os ajustes do modelo.

Weiss e Ollis (1980) expressaram o crescimento da biomassa pela utilizacdo da
equacéo de Verhulst-Pearl (Equacédo 1.6 e 2.5). O modelo investigado nesse estudo para
a formacdo de produto e consumo de substrato é dado pelas equagBes de Luedeking-
Piret (Equacgdo 2.6 e 2.7). f e A sdo parametros do modelo. Entdo, o modelo de Weiss e

Ollis composto por equacOes de Verhulst-Pearl e Luedeking-Piret &€ dado por:
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ax X (1 X ) 2.5
_— = PR 3 - .
dt /*‘max Xméx ( )
ds ax X (26
_— = k — — *
dt “ dt B (2.6)
1
Sendo a =
Yx/s
ap ax +AxX (2.7
—= * — * .
FTRPT: (27)
Sendom = —

x/p

Sendo que X, S e P referem-se a célula, substrato e produto:

Hmax — Velocidade especifica maxima de crescimento (h™);

Xmax — concentracéo celular maxima (g.L™);

m — produto associado ao crescimento celular (gxant/geel);

A — produto ndo-associado ao crescimento celular (gxant/Qcer.h);

a — consumo de substrato devido ao crescimento celular (gsac/Oxant);

S — consumo de substrato para manutengéo celular (Qsac/gcer-h).

Foram utilizados os modelos cinéticos proposto por Portela et. al (2008) e pela
Equacdo de Monod, Equacdo 2.8, de forma a comparar estes modelos com os dados

experimentais e encontrar o que melhor se ajusta.

ax X (2.8
—_— * .
5 H (2.8)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo dos meios alternativos

Os meios fermentativos consistem geralmente de 2 a 4% de glicose ou sacarose
como fonte de carbono, 0,05 a 0,1% de nitrogénio, fosforo e tracos de outros minerais e
resultam em uma conversdao de 50 a 70% da fonte de carbono em goma xantana. Em
geral, os processos industriais procuram utilizar meios que disponibilizem condig¢des
tanto para o crescimento quanto para o acumulo de goma, sendo necessario a
suplementacdo de nitrogénio livre, como a uréia e fésforo no meio como o fosfato de
potéssio dibasico, K;HPO, (Rottava, 2005; Brand&o et al., 2008).

Neste caso, tanto o meio padrdo de sacarose como os alternativos foram
suplementados com a mesma concentracao de fosforo e nitrogénio a fim de facilitar a
comparacgado entre eles e para que o processo ndo sofra qualquer alteracdo, tendo como
diferenca apenas as suas composic¢des centesimais.

A composicao centesimal dos meios de fermentacdo pode ser representada pelo
teor de umidade, teor de cinzas (sais minerais resultantes do processo de umidade),
lipidios totais, dosagem de proteinas totais e carboidratos. O teor de carboidratos é
resultante da subtracdo dos demais parametros (citados acima), pois séo componentes
essenciais para o meio de crescimento de microrganismos.

Os valores médios da caracterizacdo fisico-quimica das amostras dos meios
alternativos para a producdo de goma xantana sdo representados na Tabela 1 e Tabela 2
para antes e apés a fermentacdo, respectivamente.

A composicdo centesimal do caldo de cana de Brand&o et al. (2008) consistiu de
81% de umidade, 0,19% de cinzas, 0,74% de lipidio, 1,55% de proteina bruta e 16,52%
de carboidratos. Alguns teores sdo diferentes dos encontrados no presente trabalho pelo
fato do substrato utilizado ser o bagaco de cana-de-agucar e a sua composi¢ao quimica
ser variavel em relagdo ao clima, variedade, propriedades fisicas e quimicas do solo,

entre outros.
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Tabela 1. Caracterizacdo fisico-quimica dos meios alternativos leite de mandioca,
bagaco de cana-de-agUcar e biomassa de malte antes e ap6s as 120 horas de fermentagdo
para a producdo de goma xantana

Antes da fermentacao Apo6s a fermentacao
Parametros Leite de Bagaco de  Biomassa Leite de Bagaco de Biomassa de
mandioca (%) cana-de- de malte  mandioca cana-de- malte (%0)
agucar (%) (%) agucar
(%) (%)
Teor de umidade 97,48 £0,03 77,72 82,45 99,30 92,38+ 1,00 88,60 0,32
2,10 +1,40 10,20
Teor de cinzas 0,19 0,001 2,03+2,70 534+0,30 0,13+0,03 2,60 +0,10 4,36 £0,15
Lipidios totais 1,30 5,70 2,77 4,26 1,81 0,76

Proteina (Lowry) 0,41+0,04 0,35+0,04 025+0,04 025+0,04 0,24+0,04 0,17 +£0,03

Carboidratos 0,62 14,2 9,19 -* 2,97 6,11

*resultado inconsistente

Os resultados para a composicdo centesimal de biomassa de malte ndo foi
condizente com Menezes (2013), que possui 96,55% de umidade, 0,40% de cinzas,
0,77% de proteinas, 0,76% de lipidios, 1,75% de carboidratos e 0,23% de lignina. Os
teores encontrados para 0 mesmo substrato foi de 82,45% de umidade, 5,34% de cinzas,
2,77% de lipidios, 0,25% de proteinas e 9,32% de carboidratos. Esta discrepancia pode
ter ocorrido devido a biomassa de malte ter passado por diferentes processamentos e ser
proveniente de outro local de cultivo.

Né&o foi possivel a obtencdo das analises centesimais do leite de mandioca ap06s
as 120 horas de fermentacao. Os teores de umidade, cinzas, lipidios totais e dosagem de
proteinas totais foram superiores a 100% sem a presenca dos carboidratos. Desta forma,
houve algum problema ou alteragdo nos resultados do teor de carboidratos, entdo foi
omitido na andlise ap0s as 120 horas de fermentacéo.

Pode-se notar que o teor de umidade para os meios alternativos aumentam
depois da fermentacdo. Isto pode ocorrer pelo fato dos meios terem suas composicoes
diminuidas e alteradas, ou seja, consumidas pelo microrganismo durante a fermentacao.

Os substratos alternativos utilizados apresentaram teores de carboidratos
inferiores quando comparado ao estudo realizado por Branddo et. al (2008) que

utilizaram caldo de cana como substrato no processo fermentativo com 16,52% de
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carboidratos e realizados por Nery et. al (2008) que utilizaram soro de leite com baixos
teores de carboidratos, 3,4% e mesmo em baixas concentracdes o biopolimero foi
produzido, porém acredita-se que a producao tenha sido desfavorecida.

Estes compostos tém grande importancia considerando a utilizagdo dos mesmos
como substratos na fermentagdo pelas bactérias Xanthomonas, uma vez que irdo fazer
parte dos nutrientes tanto para o crescimento celular como para a biossintese de goma
xantana durante o processo fermentativo. A fim de melhorar a producdo do
polissacarideo, pode-se fazer a suplementacdo de outros nutrientes ou até mesmo de

carboidratos.

5.2 Preparo das solucBes para anélise no viscosimetro

5.2.1 Comportamento reoldgico

Para a analise e comparacdo do comportamento reolégico da goma Xantana
produzida pelo meio padrdo e pelos meios alternativos foram preparadas solu¢bes com
concentragdes menores das utilizadas, 0,05% (m/v) devido a quantidades reduzidas de
amostras nas melhores condicGes de cada ensaio em seus respectivos pontos centrais.

Estudos anteriores desenvolvidos por Costa (2014) utilizando soro de leite como
substrato alternativo foram realizados para analisar o comportamento reoldgico da goma
xantana na concentracdo de 0,5% (m/v), foram variadas as temperaturas de 25, 35, 45,
55, 65, 75 e 85°C e as velocidade de agitacdo de 10, 20, 30, 50, 60 e 100 rpm. Este
estudo indicou que a temperatura mais adequada para a viscosidade aparente é a

temperatura de 25°C, como pode ser visualizada na Figura 9.
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Comportamento reolégico
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Figura 9. Comportamento reolégico da goma xantana produzida pelo meio alternativo soro de
leite com concentragdo de 0,5% (m/v) submetidas as temperaturas de 25, 35, 45, 55, 65, 75 e
85°C (Costa, 2014).

A temperatura de 25°C nem todas as viscosidades puderam ser obtidas em
maiores rotacdes, pois estes valores foram muito altos e o equipamento ndo pode fazer a
analise, j& que ultrapassou o limite de medic&o deste.

Desta forma, utilizou-se a temperatura de 25°C para realizar a analise de
comportamento reoldgico dos meios padrdo e alternativos, onde foi variado apenas as
velocidades de rotacdo de 10, 20, 30, 50, 60 e 100 rpm. A Figura 10 apresenta o
comportamento reoldgico deste experimento.

A goma xantana possui comportamento pseudoplastico, ou seja, a sua
viscosidade diminui com o aumento da taxa de deformacdo do fluido. Esta é uma
caracteristica muito desejada em diversas situacdes. Para representar 0 comportamento
reoldgico desta, utilizou-se o polissacarideo produzido em shaker com a sacarose e 0s
meios, leite de mandioca, bagago de cana-de-aclcar e biomassa de malte nos melhores
valores obtidos dos experimentos e em seus pontos centrais.

Com o aumento da temperatura a goma xantana sofre transicdo de estrutura mais
enovelada para uma estrutura mais linear. A estrutura mais linear invade outras linhas
de corrente e por isso diminui a viscosidade e com isso, aumenta a resisténcia do

escoamento.
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Figura 10. Comportamento reoldgico da goma xantana produzida pelos meio padrdo e meios
alternativos com concentragdo de 0,05% (m/v) submetidas as velocidades de rotacdo de 10, 20,
30, 50, 60 e 100 rpm.

As solugbes aquosas de goma xantana foram realizadas em menores
concentracgdes, 0,05% (m/v), do que para o meio alternativo soro de leite. Isto ocorreu,
devido a falta de polissacarideo para a realizacdo na concentracdo de 0,5% (m/v), ja que
este experimento foi realizado posteriormente as analises de cada substrato alternativo.

As xantanas sintetizadas pela cepa da bactéria Xanthomonas produzidas pelos
meios alternativos leite de mandioca, bagaco de cana-de-acUcar, biomassa de malte e
meio padrdo de sacarose apresentaram viscosidades aparentes entre 3,65 (m.Pa.s) a 8,22
(m.Pa.s); 8,9 (m.Pa.s) a 26,2 (m.Pa.s); 9,8 (m.Pa.s) a 25,4 (m.Pa.s) e 7,16 (m.Pa.s) a
16,2 (m.Pa.s), respectivamente, com taxa de cisalhamento de 10 rpm a 100 rpm.

A goma xantana produzida com bagaco de cana-de-agucar e biomassa de malte
apresentou maior viscosidade aparente utilizando menor concentracdo de solugdo do
biopolimero, enquanto a goma produzida a partir do leite de mandioca apresentou
menor viscosidade aparente.

A xantana produzida a partir da sacarose pode possuir maior viscosidade do que
as provenientes dos meios alternativos, em concentragdes maiores (0,5% (m/v)) e em

outros processos fermentativos. Observamos que a sacarose possuia maior viscosidade
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quando comparada com 0s substratos alternativos, porém as velocidades de rotagédo

foram menores, cerca de 0,3 a 1,0 rpm.

5.3 Processo de producdo da goma xantana

Para a producdo da goma xantana utilizando a cepa da bactéria Xanthomonas
campestris com meio padrdo de sacarose e meios alternativos de leite de mandioca,
bagaco de cana-de-agUcar e biomassa de malte em shaker, utilizou-se o planejamento
estatistico DCCR fracionado 22 com 4 pontos axiais e triplicata no ponto central, com
um total de 11 ensaios. No planejamento foi proposto a variacdo da concentracdo de
meio alternativo %(v/v e m/v) e da concentracdo de indculo %(v/v).

As varidveis dos planejamentos estatisticos analisados, volume de indculo e
concentracdo de substrato alternativo foram analisados pelo diagrama de Pareto, tabelas
das estimativas dos efeitos, Tabela de Analise de Variancia (ANOVA) e a analise da
superficie de resposta. A metodologia da Superficie de resposta foi utilizada para
determinar a influéncia das varidveis estudadas e obter a composicdo do meio
fermentativo.

O tratamento dos dados foi realizado utilizando-se o software Statistica® v.7.0.
Apos alguns experimentos realizados, decidiu-se incluir uma nova variavel de resposta
determinada de produtividade que foi obtida através da razdo da viscosidade pelo

rendimento.

5.3.1 Leite de mandioca

Dois ensaios preliminares foram realizados utilizando o leite de mandioca como
meio alternativo para a produgdo de goma xantana. Os substratos utilizados foram
mandioca amarela e branca, respectivamente.

Para os 11 ensaios dos dois experimentos foram variados 0s volumes de leite de
mandioca e de inoculo, consistindo para a primeira variavel, ponto minimo de 50 mL e
méaximo de 80 mL. O ponto minimo para o indculo foi de 10 mL e maximo de 20 mL.
Os volumes de agua foram completados até chegar o volume final. Os pH foram
corrigidos para pH 7, pois os leites de mandioca amarela possuem meio &cido em torno
de 4,50 e 4,60 e pH de 6,8 a 7 para a branca. O microrganismo utilizado foi a bactéria X.

campestris.
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Ap0s as 120 horas de fermentacao, foi realizado a precipitacdo dos biopolimeros
produzidos pelo meio padréo e pelo meio alternativo, utilizando &lcool na proporcéo de
3:1 para 0 meio fermentativo. Os resultados dos rendimentos do primeiro ensaio bem

como os Vvalores das variaveis estudadas (reais e codificados) se encontram na Tabela 2.

Tabela 2. Planejamento experimental variando porcentagem de inéculo (% Vv/v),
porcentagem de leite de mandioca (% Vv/v) e os rendimentos obtidos

Ensaios In6culo Leite de mandioca Volume de Rendimento
(% VIV) (% VIV) agua (mL) (g.L™h
1 -1 (11,5) -1 (54,0) 34,5 0,41
2 -1 (11,5) +1 (76,0) 12,5 2,36
3 +1 (18,5) -1 (54,0) 27,5 0,86
4 +1 (18,5) +1 (76,0) 5,5 53,94
5 -1,41 (10,0) 0 (65,0) 25,0 70,17
6 +1,41 (20,0) 0 (65,0) 15,0 87,87
7 0 (15,0) -1,41 (50,0) 35,0 74,54
8 0 (15,0) +1,41(80,0) 50 117,450
9 0 (15,0) 0 (65,0) 20,0 66,43
10 0 (15,0) 0 (65,0) 20,0 75,83
11 0 (15,0) 0 (65,0) 20,0 -

Apesar de alguns ensaios apresentarem altos valores de rendimento, 0s
resultados encontrados ndo sdo adequados. Ocorreram problemas no shaker que se
encontrou instavel em relacdo a temperatura e agitacdo, pois 0 equipamento nao
apresentava controle destas variaveis. A temperatura do equipamento permaneceu em
torno de 35°C e de acordo com Garcia-Ochoa et al., (2000) a temperatura 6tima para a
producéo do biopolimero é em torno de 28°C. N&o foi possivel obter um controle da
agitacdo e desta forma, o ensaio 11 foi perdido.

As xantanas produzidas a partir do substrato alternativo leite de mandioca
apresentaram um aspecto quebradico e fibroso. Pelos experimentos realizados observou-
se que os biopolimeros produzidos com sacarose apresentam caracteristicas de néo
serem fibrosas e sim gelatinosas. Acredita-se que o alto rendimento do polissacarideo e

a sua caracteristica rigida é devido ao amido, que esta presente na goma a partir do
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substrato alternativo e estd sendo carregado junto a xantana causando um falso

rendimento, como se pode ser observado na Figura 11.

Figura 11. Comparagdo entre as gomas xantanas (a) leite de mandioca e (b) sacarose

(Fonte: arquivo pessoal).

A solucdo do leite de mandioca decanta facilmente, sendo necessaria a
realizacdo de filtracdo para a retirada de nutrientes sollveis e insollveis em excesso,
principalmente o amido.

Para este experimento, foi possivel obter apenas a variavel rendimento resultante
da fermentacdo. A variavel viscosidade ndo pode ser determinada pelo fato do
biopolimero ndo se solubilizar em 4gua no preparo das solucbes para a analise da
reologia, mesmo sob agitacdo e temperatura.

Os resultados da variavel rendimento estdo apresentados pela superficie de
resposta na Figura 12. Nota-se que para este experimento encontram-se os melhores
rendimentos com maiores concentracdes de leite de mandioca e de inéculo.

Apesar dos problemas ocasionados no equipamento shaker, pode-se avaliar as
proximas etapas experimentais a serem realizadas. Desta forma, decidiu-se por alterar
0s niveis, pontos minimos, maximos, axiais e centrais, das duas variaveis utilizadas,

leite de mandioca e in6culo.
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Figura 12. Superficie de resposta com o comportamento do rendimento da goma xantana em
relacdo a concentracdo de leite de mandioca e indculo.

O segundo experimento apresentou as mesmas caracteristicas do primeiro e
dessa forma, os resultados nao serdo apresentados.

A fim de se constatar a presenca de amido nas solucdes e nos biopolimeros
produzidos, fez-se o teste de amido. Este consistiu de levar as solugdes para a centrifuga
durante 20 minutos a 3500 rpm (1591 x g) e depois os tubos foram deixados em repouso
por 30 minutos. Apos este tempo adicionou-se 4 gotas de lugol em cada tubo contendo
as solucdes a serem analisadas. Foi realizado um controle (branco) onde utilizou-se
agua ao inveés da solugdo de goma xantana. A solucdo controle apresentou coloragédo
marrom (iodo). Atraves dos resultados obtidos, observou-se que todos 0s meios
apresentaram amido devido a coloragdo preto-azulado, indicando a presenga de amido.

Percebeu-se que o leite vegetal apresenta decantacdo de nutrientes apds curto
periodo. Desta forma, a solucdo encontrada foi a filtragdo manual utilizando uma
peneira comercial para a retirada de excessos de materiais insoluveis.

Com isso, o leite de mandioca apresenta menos fibras, amido e outros nutrientes
sollveis e insoluveis, de forma a simular as condi¢Ges dos residuos da inddstria

provenientes do processamento da mandioca.



50

Os leites de mandioca amarela e branca foram filtrados e fez-se o teste de
diluicdo (v/iv) 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4, de forma a encontrar a melhor razdo do meio
alternativo para a producdo do biopolimero. Apds a fermentacdo, as solugdes com 0s
testes foram preparadas para a analise da viscosidade. Os resultados dos rendimentos e

das viscosidades se encontram na Tabela 3.

Tabela 3. Valores dos rendimentos (g.L™) e das viscosidades (cP) das diluicdes dos

leites de mandioca, amarela e branca

Rendimento (g.L™) Viscosidade 1 rpm (cP)
Ensaios Amarela Branca Amarela Branca
1:1 3,55 5,46 79,80 93,60
1:2 2,82 3,73 121,80 287,0
1:3 2,18 2,95 192,60 273,5
1:4 2,07 2,17 245,90 3311

Percebeu-se que o leite de mandioca branca apresentou maior rendimento para
as diluicdes 1:1 e 1:2, e as maiores viscosidades também foram para a mandioca branca
para as diluicdes 1:2 e 1:4. Desta forma, estabeleceu-se que a diluicdo empregada seria a
1:2 para 0s demais ensaios experimentais.

Um novo experimento foi realizado com o leite de mandioca (branca) utilizando
a diluicdo 1:2 como substrato alternativo para comparacdo com o meio padrdo de
sacarose para 0s ensaios realizados.

A Tabela 4 apresenta o planejamento experimental e as varidveis dependentes
(rendimento, viscosidade e produtividade) obtidas no experimento. Nesta tabela a
variavel leite de mandioca ja esta diluida na proporgéo 1:2.

Com as variaveis viscosidade e rendimento analisadas pode-se obter agora a uma
nova varidvel de resposta: a produtividade. Esta variavel foi determinada pela Equacao
(3.1):

Viscosidade

Produtividade = ———— 3.1
rocutiviaace Rendimento G-
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Tabela 4. Planejamento experimental variando porcentagem de indéculo (%v/v) e
porcentagem de leite de mandioca (% v/v), rendimento (g.L™), viscosidade (cP) a 1 rpm
e produtividade (cP.L.g.™)

Ensaios  Inoculo (% Leite de Rendimento Viscosidade Produtividade
vIV) mandioca (% (g.Lh (cP) (cP.L.g™h)
vIv)
1 -1 (8,0) -1 (65) 237 108,0 4557
2 -1 (8,0) +1 (85) 285 69,6 24,42
3 +1 (15,0) -1 (65) 2 49 93,0 37,35
4 +1 (15,0) +1 (85) 204 83,4 28,37
5 -1,41 (6,6) 0 (75) 251 93,6 37,29
6 +1,41 (16,4) 0 (75) 279 67,2 24,09
7 0 (11,5) -1,41 (61) 237 100,2 42,28
8 0 (11,5) +1,41(89) 3,08 53,4 17,34
9 0 (11,5) 0 (75) 317 513,2 161,89
10 0 (11,5) 0 (75) 271 482,9 178,19
11 0 (11,5) 0 (75) 362 542,2 149,78

O rendimento da goma xantana produzida pela cepa da bactéria X. campestris
utilizando meio padrdo de sacarose e meio alternativo de leite de mandioca foi obtido
por gravimetria apds a precipitacdo. Como observado na Tabela 4, os biopolimeros que
apresentaram maior rendimento foram a partir dos ensaios 2, 4, 6, 8, 9, 10 e 11. Isto
pode ter ocorrido pelo fato das condicGes de processo nestes meios ter sido mais
favoraveis durante a fermentacéo.

O rendimento médio encontrado para os ensaios foi de 2,81 gL' e a
produtividade (razéo viscosidade pelo rendimento) média encontrada para os substratos
alternativos foi de 67,87 cP.L.g™.

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 13), nenhum dos parametros
avaliados (concentracdo de leite de mandioca e concentracdo de inoculo) foram

estatisticamente significativos nestas condi¢fes dentro dos resultados de confianca



(p<0,05). Estes parametros causam pouca influéncia no processo, porém podem possuir

maior influéncia sob outras condi¢cOes. A Tabela 5 apresenta a Tabela de ANOVA.

(2)Leite de mandioca(L)

Indculo(Q)

Leite de mandioca(Q)

66666666

55555555

Figura 13. Diagrama de Pareto com o comportamento da producdo de goma xantana pela cepa
13951.

Tabela 5. Valores da ANOVA para o rendimento da goma xantana pela cepa 13951

Parametro GL SQ QM F calc P-value
Vol. Soro 1 0,045901 0,045901 0,541111
0,495009
(L)
Vol. Soro 1 0,395256 0,395256 4,659497
0,083336
Q
In6culo (L) 1 0,470779 0,470779 5,549794 0,065090
Inéculo (Q) 1 0,290507 0,290507 3,424652 0,123456
Vol. Soro x 1 0,000361 0,000361 0,004256
0,950514
Inéculo
Residuo 5 0,424141 0,084828
Total 10 1,473681

liberdade, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, F calc = F calculado

A partir dos dados obtidos pela ANOVA foi possivel fazer o calculo do teste F, a
fim de garantir que os dados obtidos estdo dentro da estatistica com nivel de confianca

de 95%. O valor de F € calculado pela divisao entre os quadrados médios (QM) para o
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modelo e os quadrados médios residuais. A Tabela 5 demonstra que o Fcalc é maior que
o Ftab (F tabelado) sendo assim, os dados sdo estatisticamente significativos. Isto pode
ser facilmente visualizado na Figura 14 através da superficie de resposta, onde 0s

resultados encontrados estdo muito proximos do ponto central.

PRl St

B 0,31
I 0,26
1 0,21
10,16
I 0,11
B 0,06

Figura 14. Superficie de resposta com o comportamento do rendimento da goma xantana em

relacdo a concentracdo do volume de leite de mandioca e de in6culo.

Com os dados obtidos, pode-se obter a equacdo do modelo estudado (Equagéo
3.2a).
Rendimento = 3,167 + 0,0757x; — 0,265x%? + 0,243x, — 0,227x% — 0,00950x x,
(3.2a)
sendo,
X1: concentracdo de leite de mandioca;

Xz: concentragdo de indculo.

Solugdes aquosas de goma xantana utilizando leite de mandioca branca foram
preparadas com concentracdo de 0,5% (m/v) conforme dito anteriormente no item 4.7.

Nota-se que 0s pontos centrais dos ensaios apresentaram maior viscosidade. O
fato destes ensaios possuirem viscosidades maiores que 0s outros, pode ter sido
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ocasionado pelas condi¢des oferecidas para a bactéria que produziu gomas com maior
massa molar.

Observa-se na superficie de resposta obtida ilustrada na Figura 15, a partir do

modelo empirico que o ponto 6timo estd em torno do ponto central.
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Figura 15. Superficie de resposta com o comportamento da viscosidade aparente da goma
xantana em relacdo a concentragdo do volume de leite de mandioca e de in6culo.

EECLONNN

O diagrama de Pareto (Figura 16) e a Tabela 6 podem ser analisados a fim de se

estudar os niveis de confianca (p<0,05) das variaveis estudadas durante o processo.
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Figura 16. Diagrama de Pareto com o comportamento da viscosidade de goma xantana em

relacdo ao volume de leite de mandioca e inoculo.

Para a viscosidade aparente o volume de leite de mandioca e de indculo possuem
valores significativos nestas condigdes dentro dos resultados de confianca (p<0,05).
Estes influenciam o processo de forma negativa, ou seja, a medida que 0s niveis mudam
do menor ponto (negativo) para o maior (positivo) este apresenta uma viscosidade
menor.

Através da Tabela 8 obtém-se o valor de F calculado e comparando com o F
tabelado obtém-se que os resultados séo estatisticamente significativos dentro do limite
de confianca do experimento, 95%.

A equacdo do modelo para a viscosidade foi obtida e apresentada na Equacéo
3.2h.

Viscosidade = 512,75 — 4,817x; — 213,7x? — 14,273x, — 215,5x% + 7,2x,x,
(3.2b)

sendo

X1: concentracdo de leite de mandioca;

X2: concentracdo de indculo.
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Tabela 6. Valores da ANOVA para a viscosidade aparente da goma xantana pela cepa

13951 em relagédo a concentracdo do volume de leite de mandioca e in6culo

Parametro GL SQ QM F calc P-value
Vol. Soro 1 185,6 185,6 0,42299 0,541020
(L)
Vol. Soro 1 257888,1 257888,1 597,2226 0,000002
Q)
Inéculo (L) 1 1629,8 1629,8 3,7743 0,109684
Indculo (Q) 1 262250,8 262250,8 607,3258 0,000002
Vol. Soro x 1 207,4 207,4 0,4802 0,519191
Indculo
Residuo 5 2159,1 431,8
Total 10 406113,3

Ftab(2;8;0,05) = 4,46 e Fcalc= 748,4

As varidveis rendimento e viscosidade nem sempre seguem O mMesSMO
comportamento. Desta forma, a fim de ndo haver perdas na producéo e de se estabelecer
melhores condi¢bes e equilibrio, determinou-se uma nova variavel de resposta,
denominada produtividade (Equacdo 3.1), j& mostrada anteriormente.

O diagrama de Pareto (Figura 17) e a Tabela 7 podem ser analisados a fim de se
estudar os niveis de confianca (p<0,05) das variaveis estudadas durante o processo.

O Diagrama de Pareto indica que para a varidvel produtividade, o volume de
leite de mandioca e de in6culo possuem valores significativos nestas condi¢cdes dentro

dos limites de confianga (p < 0,05). Isto pode ser comprovado através da Tabela 7.
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Figura 17. Diagrama de Pareto com o comportamento da produtividade de goma xantana em
relacdo ao volume de leite de mandioca e inoculo.

Tabela 7. Valores da ANOVA para a produtividade aparente da goma xantana pela cepa

13951 em relacdo a concentracdo do volume de leite de mandioca e in6culo

Parametro GL SQ QM F calc P
Inéculo (L) 1 65,99 65,99 0,7061 0,439065
Inéculo (Q) 1 24134,37 24134,37 258,2438 0,000017
Leite de 1 535,80 535,80 5,7332 0,062049
mandioca
(L)
Leite de 1 24463,87 24463,87 261,7695 0,000016
mandioca
Q)
Vol. Leite x 1 37,72 37,72 0,4037 0,553141
Indculo
Residuo 5 467,28 93,46
Total 10 38660,34

Ftab(2;8;0,05) = 4,46 e Fcalc= 326,9

A partir dos dados obtidos da Tabela de ANOVA, foi possivel fazer o céalculo do
teste F e compara-lo com o F tabelado. O resultado encontrado indica que os resultados

do modelo sdo confiaveis e apresentam significado estatistico para 0 modelo.
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Com os valores encontrados para a variavel produtividade foi possivel obter a
superficie de resposta. Pode-se observar que os melhores resultados foram obtidos com

os valores préximos ao ponto central, como pode ser visto pela Figura 18.
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Figura 18. Superficie de resposta com o comportamento da produtividade da goma xantana em
relacdo a concentragdo do volume de leite de mandioca e de indculo.

Para a variavel produtividade, o volume de leite de mandioca e de indculo
possuem valores significativos nestas condi¢des dentro dos limites de confianca
(p<0,05). Pode-se observar pela Figura 18 que para altas e baixas concentracfes destas
variaveis ha uma baixa produtividade. Deste modo, o ideal € trabalhar em concentragdes
em torno do ponto central com valores em torno de 11,5 mL de indculo e 75,0 mL de
leite de mandioca.

A equacdo da produtividade foi obtida através dos dados, com isso, percebe-se
que as varidveis quadraticas (leite de mandioca e indculo) estudadas apresentaram
significado estatistico, enquanto as demais apresentaram pouca influéncia no processo,

mas foram consideradas para a equagdo do modelo (Equagéo 3.2c).

Produtividade = 1632,787 — 2,8720x; — 65,3743x% — 8,1838x, — 65,8190x% +
3,0710x1x, (3.2¢)
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sendo
X1: concentracéo de leite de mandioca;

Xz: concentracdo de indculo.

A proposta do trabalho foi a otimizacdo das condicdes operacionais da producgédo
de goma xantana avaliando as trés variaveis, rendimento, viscosidade e produtividade.
Deste modo, conclui-se que para o substrato leite de mandioca foi possivel obter a sua
otimizacdo da producao utilizando 11,5 mL de indculo e 75,0 mL do leite vegetal.

De acordo com Gowdhaman et al., 2013, a produ¢cdo maxima de goma xantana
utilizando bagagco de mandioca com é&cido citrico (4,4 g.L™) foi de 20,82 g.L™
Enquanto que neste trabalho a maior producdo foi de 3,62 g.L™ utilizando leite de
mandioca como substrato alternativo. Vale ressaltar que as condi¢des de processo de
producdo e os substratos utilizados foram diferentes ocasionando assim rendimentos

distintos de biopolimeros.

5.3.2 Bagaco de cana-de-agucar

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de utilizar o bagaco de
cana-de-agUcar como meio alternativo para a producdo do biopolimero, goma xantana.
O microrganismo utilizado foi 0 mesmo dos experimentos anteriores, a cepa 13951.

Para os ensaios descritos na Tabela 10 foram variados as concentragbes do
bagaco de cana-de-agUcar e do volume de indculo, consistindo para a primeira variavel,
ponto minimo de 8,5 g.L™ e méaximo de 11,5 g.L™". O ponto minimo para o inéculo foi
de 2,0 mL e méximo de 3,0 mL. Os volumes de dgua foram completados até o volume
final de 100,0 mL. Os pH foram corrigidos para pH 7. A Tabela 8 apresenta as variaveis
reais e codificadas das variaveis do processo.

Os resultados foram obtidos por gravimetria logo ap6s a precipitagdo e a
secagem dos biopolimeros. Pela Tabela 8 foi possivel calcular a média dos rendimentos
que foi de 0,76 g.L™ e os ensaios que apresentaram maiores rendimentos foram 5, 7, 9 e
10. Isto pode ter ocorrido pelo fato das condi¢bes experimentais nestes meios terem sido

mais favoraveis para a bactéria durante a fermentacao.



60

Tabela 8. Planejamento experimental utilizando bagaco de cana-de-agucar para a
producdo de biopolimero, resultados obtidos das variaveis rendimento (g.L™),
viscosidade (cP) a 5 rpm e produtividade do experimento (cP.L.g™)

Ensaios In6culo (% Bagaco de cana- Rendimento Viscosidade Produtividade
vIV) de-actcar (% (g.Lh (cP) (cP.L.g™h)
m/v)
1 -1(8,5) -1(2,0) 0,66 164,4 249,09
2 -1(8,5) +1 (3,0) 0,73 139,2 190,68
3 +1 (11,5) -1(2,0) 0,58 311,9 537,76
4 +1 (11,5) +1 (3,0) 0,65 239,9 369,08
5 -1,41 (7,9) 0(2,5) 0,96 260,3 271,15
6 +1,41 (12,1) 0 (2,5) 0,46 130,8 284,35
7 0 (10,0) -1,41 (1,8) 0,85 260,3 306,24
8 0 (10,0) +1,41 (3,2) 0,82 136,8 166,83
9 0 (10,0) 0(2,5) 0,92 194,4 211,30
10 0 (10,0) 0(2,5) 0,96 255,5 266,15

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 19), nenhum dos parametros foram
estatisticamente significativos nestas condi¢bes dentro dos resultados de confianca
(p<0,05). A Tabela 9 apresenta os valores de F calculado e F tabelado que sdo

relevantes para o0 processo.
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Figura 20. Superficie de resposta da varidvel rendimento da goma xantana em relacdo a

concentragdo do bagaco de cana-de-agucar e de volume de indculo.

A superficie de resposta apresenta resultados proximos do ponto central. Com 0s
dados obtidos, pode-se obter a equacdo do modelo estudado (Equagéo 3.3a).
Rendimento = 0,94 — 0,108x; — 0,1449512 +0,0121x, — O,O811x22 —0,00175x1x,
(3.33)
sendo,

X1: concentracdo de inéculo;

Xz: concentracdo de bagaco de cana-de-agucar.

Ap0s a anélise de rendimento, foi necessario a realizacdo da varidvel viscosidade
com rotacédo de 0,5 rpm. De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 21) e a Tabela 10,
nenhum dos parametros foram estatisticamente significativos nestas condi¢fes dentro
dos resultados de confianca (p<0,05). Estes pardmetros causam pouca influéncia no
processo, porem podem possuir maior influéncia sob outras condic@es. Isto pode ser

facilmente visualizado na Figura 22 através da curva de contormo.
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Figura 21. Diagrama de Pareto com o comportamento da variavel viscosidade da solucdo de

goma xantana a concentragdo de 5,0% (m/v) pela cepa 13951.

Tabela 10. Valores da ANOVA para a variavel viscosidade da goma xantana pela cepa
13951

Parametro GL SQ QM F calc P-value
Inéculo (L) 1 529,09 529,09 0,080050 0,791267
Indculo (Q) 1 504,00 504,00 0,076254 0,796119
Bagaco (L) 1 9238,17 9238,17 1,397719 0,302583
Bagaco (Q) 1 370,29 370,29 0,056024 0,824522
Indculo x 1 547,56
Bagaco 547,56 0,056024 0,824522
Residuo 4 26437,85 6609,462
Total 9 37370,07

Ftab(1;8;0,05) = 5,318 e Fcalc= 11,31

Pela Tabela 13 foi possivel fazer o calculo do teste F e este foi significativo para
o nivel de confianca de 95%, pois o F calculado foi superior ao F tabelado. Logo, os
dados obtidos apresentam importancia e podem ser utilizados nas analises sem oferecer
duvida do estudo.

A Figura 22 apresenta a superficie de resposta do experimento através do

modelo empirico. Observa-se que 0s pontos centrais apresentam valores razoaveis para
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a variavel viscosidade e os melhores resultados correspondem aos ensaios 3 e 7, que se
encontram na regido mais escura da superficie de resposta.

Nota-se que 0s pontos com maiores resultados da variavel viscosidade foram os
que apresentam niveis entre 0 e +1 para a variavel in6culo e com niveis mais baixos -1 e
-o. para a variavel bagaco de cana-de-acucar. O fato de alguns ensaios possuirem
viscosidades maiores que os outros, pode ter sido ocasionado por melhores condicoes,
como na menor concentragdo de bagaco oferecidas para a bactéria que sintetizou e
produziu gomas com maior massa molar.

O ideal seria 0 deslocamento dos niveis das variaveis concentracao de bagaco e
de indculo para a produtividade, de modo a ocorrer a otimizagdo das variaveis. A
variavel bagaco de cana-de-agUcar pode ser deslocada de modo a permanecer no seu

ponto central (0) com 2,5% (m/v), assim como o inoculo (0) com 10,0 mL.
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Figura 22. Superficie de resposta da varidvel viscosidade com rotagdo de 0,5 rpm da solucéo de

goma xantana em relacdo a concentracdo do bagaco de cana-de-agucar e de volume de inéculo.

Com os dados obtidos, pode-se obter a equacdo do modelo estudado (Equagéo
3.3b).

Viscosidade = 224,95 + 8,1324x; — 10,5x? — 33,9819x, — 9,0x5 — 11,7x;x;,
(3.3b)
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sendo,
X1: concentracdo de indculo;

Xz: concentracdo de bagaco de cana-de-agUcar.

A produtividade obtida através das variaveis experimentais viscosidade e
rendimento, também foi analisada utilizando a superficie de resposta, tabela de Analise
de Variancia, Diagrama de Pareto e Equacdo do Modelo. Os valores estédo na Tabela 11,
apresentada anteriormente.

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 23), nenhum dos parametros foram
estatisticamente significativos nestas condigfes dentro dos resultados de confianca
(p<0,05). Estes pardmetros causam pouca influéncia no processo, porém podem possuir
maior influéncia sob outras condi¢Ges, aumentando as concentracGes de indculo e

diminuindo as de bagaco de cana-de-acucar.

(1)indculo(L) 1,72173

(2)Bagaco(L) -1,49982

Indculo(Q) 8417468

p=,05
Figura 23. Diagrama de Pareto com o comportamento da varidvel produtividade da solugéo de

goma Xantana pela cepa 13951.
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Tabela 11. Valores da ANOVA para a variavel produtividade da goma xantana pela
cepa 13951

Parametro GL SQ QM F calc P-value
Inéculo (L) 1 29280,8 29280,8 2,964353 0,160225
Indculo (Q) 1 6998,7 6998,7 0,708538 0,447312
Bagaco (L) 1 22219,5 22219,5 2,249471 0,208043
Bagaco (Q) 1 1584,5 1584,5 0,160414 0,709246
Inoculo x 1 2822,8
Bagaco 2822,8 0,285776 0,621272
Residuo 4 39510,6 9877,64
Total 9 100851,5

Ftab(1;8;0,05) = 5,318 e Fcalc= 20,42

Da mesma forma como foi analisado o F calculado para a viscosidade e o
rendimento, foi também calculado para a variavel produtividade. Foi obtido valor
superior do F calculado para o F tabelado, o que corresponde significancia dos
resultados obtidos dentro do limite de confiabilidade de 95%.

A Figura 24 apresenta os dados obtidos para a variavel produtividade através do
método da superficie de resposta.
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Figura 24. Superficie de resposta da varidvel produtividade da goma xantana em relagdo a
concentracdo do bagaco de cana-de-acucar e de volume de inéculo.

Observa-se que 0s pontos centrais apresentam valores baixos para a variavel
produtividade, que apresenta a relacdo entre as variaveis, rendimento e produtividade.
Desta forma, os resultados encontrados para esta varidvel ndo corresponderam a
otimizacdo do substrato alternativo bagaco de cana-de-aclcar. O melhor resultado
encontrado para esta variavel sdo os niveis codificados +1 para o indculo e -1 para o
substrato alternativo. Deste modo, acredita-se que pode-se trabalhar com niveis mais
altos de inoculo e mais baixos de bagaco de cana-de-acglcar, esperando desta forma,

encontrar valores mais altos para a produtividade.

Com os dados obtidos, pdde-se obter a equacdo do modelo estudado (Equagdo
3.3¢).

Produtividade = 238,66 + 60,50x; + 39,13x? — 52,70x, + 18,62x% — 26,57x,x,
(3.3¢c)

sendo,

X1: concentragdo de inoculo;

Xo: concentragdo de bagaco de cana-de-aguUcar.
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Segundo Gomes et. al (2015), os valores da producdo média do biopolimero
obtido a partir do bagaco de cana-de-agUcar variando a aeracao e agitacdo foi de 2,38
g.L, sendo sua maior producdo de 7,62 g.L™". No presente trabalho, os parametros
agitacéo e aeragdo ndo foram alterados e o maior rendimento foi de 0,96 g.L™* de goma
Xantana a partir do mesmo substrato, bagaco de cana-de-acUcar. Isto mostra que, mesmo
com metodologia e variaveis diferentes, estas exercem grandes influéncias nas solugoes
e ha produgdo do biopolimero desejado.

De acordo com Faria (2005), o maior valor encontrado para a producdo de
xantana utilizando caldo de cana pela bactéria X. campestris pv. campestris NRRL B-
1459 foi de 0,632 g.g™ e 0,610 g.g™, para os dois planejamentos realizados, utilizando 4
litros de meio de producdo. A metodologia empregada pelo autor foi diferente da
proposta deste trabalho; as variaveis analisadas foram sacarose, concentragdo de extrato

de levedura e concentracdo de nitrato de aménio.

5.3.3 Biomassa de malte

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de utilizar a biomassa de
malte como meio alternativo para a producdo de goma xantana. O microrganismo
utilizado foi 0 mesmo dos experimentos anteriores, a cepa 13951.

Para os ensaios descritos na Tabela 12 foram variados as concentracdes de
biomassa de malte e do volume de indculo, consistindo para a primeira variavel, ponto
minimo de 4,0 g.L™* e maximo de 8,0 g.L™. O ponto minimo para o inéculo foi de 15,0
mL e maximo de 25,0 mL. Os volumes de dgua foram completados até chegar o volume
final. Os pH foram corrigidos para pH 7.

Apos o processo de fermentacdo, foi realizada a precipitacdo dos biopolimeros
produzidos pelo meio alternativo utilizando alcool (3:1), os resultados dos rendimentos

deste ensaio encontram na Tabela 12.
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Tabela 12. Planejamento experimental utilizando biomassa de malte para a producéao de
bimassa de malte, resultados obtidos das variaveis rendimento (g.L™), viscosidade (cP)
a 20 rpm e produtividade do experimento (cP.L.g™")

Ensaios Indculo (% Biomassa (%  Rendimento Viscosidade Produtividade
vIv) miv) @.L) (cP) (cP.L.g )
1 -1 (15,0) -1 (4,0) 0,50 18,10 36,2
2 -1 (15,0) +1(8,0) 0,59 17,20 29,15
3 +1 (25,0) -1 (4,0) 0,60 11,30 18,83
4 +1 (25,0) +1 (8,0) 0.96 15,30 15,94
5 -1,41(13,0) 0 (6,0) 048 13,10 27,29
6 +1,41(27,0) 0 (6,0) 095 7,05 7,42
7 0 (20,0) -1,41 (3,2) 077 24,50 31,82
8 0 (20,0) +1,41 (8,8) 0,69 18,60 26,96
9 0 (20,0) 0(6,0) 0,74 18,60 21,14
10 0 (20,0) 0(6,0) 085 10,50 12,35

Os resultados foram obtidos por gravimetria logo apds a precipitacdo e a
secagem dos biopolimeros. Pela Tabela 12 foi possivel calcular a média dos
rendimentos que foi de 0,71 g.L™, os ensaios que apresentaram maiores rendimentos
foram 4, 6 e 10. Isto pode ter ocorrido pelo fato das condi¢cGes experimentais nestes
meios ter sido mais favoraveis para a bactéria durante a fermentagdo. O microrganismo
pode ter preferéncias nutricionais por maior concentracao do substrato alternativo.

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 25), apenas a variavel inéculo é
estatisticamente significativa nestas condi¢des dentro dos resultados de confianca
(p<0,05). Este parametro influencia o processo de forma positiva, ou seja, é requerida
maior concentracdo deste para melhores resultados. A Tabela 13 obtém o valor de F

calculado.
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Figura 25. Diagrama de Pareto com o comportamento da variavel rendimento da producdo de
goma xantana pela cepa 13951.

Tabela 13. Valores da ANOVA para o rendimento da goma xantana a partir de

biomassa de malte

Parametro GL SQ QM F calc P-value
In6culo (L) 1 0,159591 0,159591 10,79658 0,030335
In6culo (Q) 1 0,013923 0,013923 0,94191 0,386743
Biomassa 1 0,014318
0,014318 0,96867 0,38734
(L)
Biomassa 1 0,009964
0,009964 0,67411 0,457736
Q)
Inoculo x 1 0,019182
) 0,019182 1,29771 0,318222
Biomassa
Residuo 4 0,059126 0,014782
Total 9 0,269112

Ftab(1;8;0,05) = 5,318 e Fcalc= 36,41

A partir dos dados obtidos pela ANOVA foi possivel fazer o célculo do teste F, a
fim de garantir que os dados obtidos estdo dentro da estatistica com nivel de confianca
de 95%. O valor de F é superior ao F tabelado, logo possui significancia nos resultados
obtidos da fermentacdo. Estes resultados serdo utilizados para as analises da variavel

rendimento. A Figura 26 apresenta a superficie de resposta com os dados obtidos.
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A Figura 26 apresenta a superficie de resposta do experimento através do
modelo empirico. Observa-se que 0s pontos centrais se encontram em valores
intermediérios e 0s pontos com maiores rendimentos sdo 0s ensaios 4 e 6. Desta forma,
observa-se que o inoculo é o fator mais significante do processo e deve ser utilizado em
maiores concentracdes com niveis codificados (+1,0 e +a), enquanto que a concentragao
de biomassa deve ser mais baixa, com niveis (-1,0 e —a).

Com os dados obtidos, pode-se obter a equacdo do modelo estudado (Equagéo
3.4a).

Rendimento = 0,77 + 0,14x; — 0,051x? + 0,042x, — 0,047x% + 0,069x, x,
(3.4a)

sendo,

X1: concentracdo de indculo;

Xo: concentracdo de biomassa de malte.
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Figura 26. Superficie de resposta da varidvel rendimento da goma xantana em relacdo a

concentracdo de biomassa de malte e de volume de in6culo.

Apds a andlise de rendimento, foi necessario a realizacao da variavel viscosidade
com rotacédo de 20,0 rpm. Os valores encontrados para a ANOVA estdo na Tabela 14.

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 27), apenas a variavel
concentragéo de biomassa foi estatisticamente significativa nestas condi¢des dentro dos
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resultados de confianga (p<0,05). Os outros parametros podem possuir maior

significancia no processo sob menor concentracdo de indculo e de biomassa.

Biomassa(Q)

(1)indculolL)

InGeui{Q)

1Lby2L

(2)Biomassall)

i.2,16631

-1,26927

| 8899431

i.658311

Figura 27. Diagrama de Pareto com o comportamento da variavel viscosidade da producdo de

goma xantana pela cepa 13951.

Tabela 14. Valores da ANOVA para a variavel viscosidade da goma xantana pela cepa

13951
Parametro GL SQ QM F calc P
Indculo (L) 1 37,2212 37,2212 4,692879 0,096207
In6culo (Q) 1 12,7779 12,7779 1,611050 0,273170
Biomassa 1 3,4373
3,4373 0,433373 0,546301
(L)
Biomassa 1 75,5625
75,5625 9,526998 0,036696
Q)
In6culo x 1 6,0025
) 6,0025 0,756801 0,433422
Biomassa
Residuo 4 31,7526 7,93141
Total 9 219,2302

Ftab(1;8;0,05) = 5,318 e Fcalc= 55,23

Pela Tabela de ANOVA (Tabela 14) foi possivel fazer o célculo do teste F, os

dados obtidos sdo significativos dentro do nivel de confianca de 95%. Isto pode ser
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facilmente visualizado na Figura 28 através das superficies de resposta, onde 0s pontos
centrais representam baixos valores para a viscosidade.
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Figura 28. Superficie de resposta da variavel viscosidade da goma xantana em relacdo a
concentracdo de biomassa de malte e de volume de in6culo.

Pela Figura 28 nota-se que o indculo deve ser trabalhado em menores

concentragdes (niveis codificados entre 0; -1,0 e —a) e a biomassa de malte pode ser
trabalhada tanto em niveis mais baixos (-1,0) tanto altos (+a). Desta forma, espera-se
encontrar viscosidades maiores para a biomassa de malte.

Com isso, pode-se obter a equacdo do modelo estudado (Equacao 3.4b).

Viscosidade = 13,25 — 2,16x; — 1,67x? — 0,66x, + 4,07x% + 1,23x,x, (3.4b)
Sendo,

X1: concentracdo de indculo;

X2: concentracdo de biomassa de malte.

A variavel proposta produtividade obtida através das varidveis experimentais
viscosidade e rendimento foi também analisada utilizando a Superficie de resposta,

tabela de Andlise de Variancia, Diagrama de Pareto e Equacdo do Modelo. Os valores
encontrados estdo na Tabela 12, apresentada anteriormente.
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De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 29), as variaveis inéculo e
biomassa de malte sdo estatisticamente significativas nestas condi¢des dentro dos
resultados de confianca (p<0,05), as demais variaveis causam pouca influéncia no
processo. O indculo pode ser trabalhado em menores concentracdes enquanto a
biomassa deve ser trabalhada em maiores. A Tabela 15 apresenta os valores do F

calculado.
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Figura 29. Diagrama de Pareto com o comportamento da variavel produtividade da solugdo de

goma xantana pela cepa 13951.

A partir dos dados obtidos pela Tabela 15 foi possivel fazer o calculo para o F
calculado. Foi encontrado na tabela de F o valor de 4,737 para o F tabelado e obteve-se
o valor de 51,93 para o F calculado. Deste modo, o F calculado é superior ao F tabelado,
0 que garante a significancia dos dados dentro do nivel de confianca de 95%. A Figura
30 retrata a superficie de resposta para a variavel produtividade.
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Tabela 15. Valores da ANOVA para a variavel produtividade da goma xantana pela

cepa 13951
Parametro GL SQ QM F calc P-value
Indculo (L) 1 425,7882 425,7882 34,20658 0,004263
In6culo (Q) 1 1,7325 1,7325 0,13919 0,728019
Biomassa 1 34,9965
34,9965 2,81152 0,168896
(L)
Biomassa 1 197,3628
197,3628 15,85555 0,016375
Q)
Inéculo x 1 3,6672
_ 3,6672 0,29461 0,616107
Biomassa
Residuo 4 49,7902 12,4475
Total 9 738,7177
Ftab(2;7:0,05) = 4,737 e Fcalc= 51,93
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Figura 30. Superficie de resposta da varidvel produtividade da goma xantana em relagdo a
concentracdo de biomassa de malte e de volume de in6culo.

A Figura 30 apresenta a superficie de resposta do experimento através do

modelo empirico. Observa-se que 0s pontos centrais apresentam valores baixos para a
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varidvel produtividade, que apresenta a relacdo entre as variaveis rendimento e
produtividade. Desta forma, os resultados encontrados para esta variavel néo
corresponderam a otimizacgdo do substrato alternativo biomassa de malte.

O ideal ¢ trabalhar em menores concentracdes de indculo com niveis codificados
entre (-1,0 e —a) e tanto menores com niveis codificados de (-1,0 e -a) quanto maiores,
com niveis codificados (+1,0), para a variavel biomassa.

Com os dados obtidos, pode-se obter a equacdo do modelo estudado (Equagéo
3.4¢).

Produtividade = 16,98 — 7,296x; + 0,62x? — 2,09x, + 6,57x5 + 0,96x; x,
(3.4c)

sendo,

X1: concentracdo de indculo;

Xz: concentracdo de biomassa de malte.

De acordo com Menezes (2013), a producdo do biopolimero utilizando residuo
de malte proveniente de cervejaria apresentou rendimento de 11,0 g.L™ com 60 g.L™ de
meio alternativo a 250 rpm. No presente trabalho, a maior producdo foi de 0,96 g.L™
utilizando 8 %(m/v) de substrato alternativo. Isto indica que pode-se utilizar a biomassa

de malte como substrato alternativo para a producdo de goma xantana.

5.3.4 Sacarose

A sacarose, meio padrdo para a producdo de goma xantana, foi preparada em
duplicata na proporc¢do de 2,0% (m/v) e o valor utilizado para o in6culo foram os pontos
centrais utilizados nos demais ensaios, 11,5 mL e 15,0 mL. Estes meios foram
suplementados com as mesmas concentracfes de fosfato de potassio dibasico, uréia e os
pHs foram corrigidos para 7, como descrito no item 4.7.

Comparando os valores encontrados de producdo das gomas xantanas obtidas a
partir da sacarose com os valores obtidos para as xantanas a partir de leite de mandioca,
bagaco de cana-de-agUcar e biomassa de malte, constatam-se rendimentos superiores
para a bioconversdo a partir das fontes alternativas. Em contrapartida ha resultados
superiores para a variavel produtividade utilizando a sacarose. A Tabela 16 apresenta 0s
valores médios de rendimento, viscosidade e produtividade dos substratos padréo e os

alternativos.
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Tabela 16. Valores de rendimento, viscosidade e produtividade dos substratos padrao e

alternativos

Substrato Rendimento  Viscosidade Rotacdo Produtividade
(gL (cP) (rpm) (cP.L.g*)
Sacarose* 0,19 417,2 1,0 2195,79
Leite de
. 2,81 200,6 1,0 71,39
mandioca
Bagaco de cana-
. 0,76 209,4 0,5 275,53
de-agucar
Biomassa de
0,71 154 20,0 21,69
malte

*Sacarose = sacarose produzida no ponto central de 11,5 mL

As gomas xantanas produzidas com meio padrdo de sacarose e 11,5 mL de
indculo apresentaram rendimento médio 0,19 g.L™. Na concentracdo de 0,5% (m/v) de
solucdo de goma xantana na menor rotacdo do equipamento as gomas apresentaram
torque superior ao limite de confianga do equipamento (maior que 90%).

Pela Tabela 16 nota-se que os rendimentos médios de producdo de goma xantana
mostram que 0s meios alternativos apresentam maiores valores que o meio padréo.
Porém, a viscosidade média encontrada para a sacarose € maior que 0s demais meios e
consequentemente, a sua produtividade € maior. Isto demonstra a alta viscosidade da
goma xantana produzida com sacarose e por isto, € o substrato mais utilizado nas
diversas industrias.

Apesar da sacarose possuir valores superiores de viscosidade e produtividade,
percebe-se que os meios alternativos, leite de mandioca e bagaco de cana-de-agUcar
também podem ser utilizados para a utilizagcdo em diversas industrias em relacdo as suas
necessidades como ocorre com 0 meio padrdo, pois apresentam rendimentos e
viscosidades satisfatorios. O meio alternativo, biomassa de malte, ndo apresentou
resultados satisfatorios para a viscosidade e produtividade e desta forma, seria
necessario estuda-la de forma a otimizar e encontrar valores mais relevantes para a

industria.

Segundo Branddo et al (2008), a producdo de goma xantana utilizando sacarose

como fonte de carbono padréo variou de 3,17 g.L™" a 4,02 g.L™, com rendimento médio
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de 3,55 g.LY. O substrato alternativo utilizado foi caldo de cana e apresentou
rendimento que variou de 14,23 g.L™" a 33,54 g.L™, com um rendimento médio de 21,9
g.L". Foram utilizados trés cepas diferentes da bactéria que foram X. campestris
manihotis 1182, X. campestris campestris 1866 e X. campestris pv campestris 2149.

Segundo Menezes et al. (2012), a producdo do biopolimero utilizando sacarose
como fonte de carbono variou de 0,64 g.L™" a 9,67 g.L™", com uma média de 4,86 g.L™.
Os substratos fermentativos obtidos de residuos agroindustriais variaram de 0,15 g.L " a
45 g.L* sendo produzidos por glicerina do biodiesel e residuo do suco de maca,
respectivamente, com uma média de producdo de 12,8 g.L ™. Neste artigo, houve ainda
resultados favoraveis para producdo de goma xantana utilizando como substrato o soro
de leite, os rendimentos variaram em 12,01 g.L ™" a 36 g.L™. Tanto o soro de leite quanto
o0 residuo de suco de maca utilizados para a producdo da goma xantana obtiveram
rendimentos superiores ao registrado com o meio padrao de sacarose.

De acordo com Nery et al. (2008), os valores da produgdo de goma xantana
obtidas a partir de substrato alternativo soro de leite foram 21,90 g.L™ e 12,36 g.L™,
respectivamente, enquanto a producdo da xantana a partir de sacarose foi de 6,62 g.L™,
sendo que o0 meio alternativo teve producdo trés vezes maior que a producdo com meio
padrdo. Isto também foi obtido no presente trabalho, onde o rendimento de goma
Xantana a partir do meio padrédo foi baixo, porém a viscosidade desta foi superior a dos
substratos alternativos.

Apesar dos diferentes substratos e das mesmas condi¢cBes impostas nos
experimentos citados da literatura e neste trabalho, percebe-se que ha grande diferenca
de rendimento. Isto pode ser causado pela diferente linhagem utilizada para a produgéo
da xantana bem como dos substratos e das condi¢cdes do processo, como concentragdo

de substrato alternativo, volume de in6culo, suplementacdo de meio, entre outros.

5. 4 Resultados da modelagem utilizando a Transformada Z

Com os balancos de massa realizados e pelas equagdes do Espago de Estado
discreta de Cx, Cs e Cp para as simulac6es do bioprocesso em estudo (modo batelada e
modo continuo), seguem os resultados obtidos utilizando a Transformada Z. Vale
ressaltar que este tipo de analise so0 é valido até 4 horas de cultivo, pois é
correspondente a fase exponencial e condiz até onde a Transformada Z é aplicavel. A

Figura 31 ilustra o resultado da modelagem utilizando um sistema em modo batelada. A
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metodologia da Transformada Z é discreta e pontual, por isso a figura ndo apresenta
caracteristica continua. Esta representa o crescimento das células, o consumo do
substrato e a formacgdo do biopolimero, que neste caso ndo houve, devido ao curto
tempo de atuacdo no sistema. Normalmente, percebe-se um indicio do inicio da
producdo de goma xantana a partir do tempo de 6 a 12 horas de cultivo.

A Figura 31 demonstra que, a cada hora um pacote de células gera outro pacote
e assim sucessivamente. A alimentacdo das células com o substrato ocorre de hora em
hora, de forma pontual até cessar, devido a condicao batelada, onde a vazéo de entrada é

nula. Por isto o sistema é dito discreto e ndo continuo.
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Figura 31. Modelagem do sistema discreto em regime batelada via equacéo plano de estado.

A modelagem utilizando Transformada Z para biorreator continuo apresenta a
mesma caracteristica pontual em tempo discreto para biorreator em modo batelada. A
Figura 32 ilustra o resultado da modelagem utilizando um sistema em modo continuo. A
Figura que representa a simulagdo em biorreator continuo demonstra que, a cada hora
um pacote de células gera outro pacote e assim sucessivamente. Este valor tende a
aumentar com a introdugdo de mais substrato no meio. A alimentacdo das celulas pelo
substrato ocorre de hora em hora, de forma pontual. Este valor tende a diminuir devido
ao grande numero de células que necessitardo de mais nutriente a cada ponto. Desta

forma, a concentracao de substrato chegara ao seu valor minimo de 0,1 g.L™.
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Figura 32. Modelagem do sistema discreto via equagao plano de estado em regime continuo.

Pela simulacdo, houve uma pequena formagdo de goma xantana a partir das 2
horas de cultivo. Porém, ndo é possivel obter essa producdo em um curto periodo de
tempo em condicBes experimentais, pois a bactéria precisa, primeiramente, se adaptar as
condigdes fornecidas pelo meio e a partir dai se multiplicar para produzir o
polissacarideo de interesse.

Apesar da Transformada Z ndo ser utilizada em processos fermentativos, esta
pode ser aplicada, pelo fato de se trabalhar em tempo discreto e pontual. Quando ha
retirada de amostras em um bioprocesso, geralmente, retira-se em determinados tempos
estabelecidos, ou seja, de forma pontual, o que representara o sistema como um todo

através da amostragem.

5.5 Resultados da modelagem utilizando Modelos cinéticos

Os modelos estudados foram modelados para biorreatores em batelada e
biorreatores continuos com volume util de 4,5 L, através dos dados obtidos da cinética
com Erlenmeyers de 250 mL. Estes modelos foram aptos para ajustar os dados
experimentais. A cinética foi realizada por 24 horas. A Tabela 17 apresenta os dados da
concentracédo de biomassa (Cx), substrato (Cs) e produto (Cp). A Figura 33 apresenta as

cinéticas obtidas com o experimento.
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Tabela 17. Dados obtidos da cinética das concentracdes de biomassa (Cx), substrato

(Cs) e produto (Cp) ao longo do tempo do experimento

Tempo (h) Cx Cs Cp
0 0,4 0,440 0,0

2 1,0 -* 0,0

4 1,7 -* 0,0

6 18 0,022 0,1

9 18 0,000 0,3

18 1,7 0,000 0,6

24 1,5 0,000 0,7

*0s dados ndo foram obtidos

Cinética da cepa 13951
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Figura 33. Cinética das concentracdes de biomassa (Cx), substrato (Cs) e produto (Cp) ao longo

do tempo obtido pelo experimento.

A determinacdo dos pardmetros (Umax, Xmax, M, 4, a € ) das equagdes 1.7, 2.6 e
2.7, para os ajustes nos modelos cinéticos e para a Transformada Z foram calculados
através dos dados obtidos pela cinética realizada para a produgdo do biopolimero,
obtendo as concentragdes de biomassa (Cx), produto (Cp) e substrato (Cs). Apenas 0s
parametros A e S tiveram de ser ajustados empiricamente de acordo com cada modelo

estudado, os demais parametros foram 0os mesmos para ambos os modelos. A Tabela 18
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apresenta os valores dos parametros encontrados neste trabalho e no de Portela et. al

(2008), que apresenta condi¢Oes de processo semelhantes a utilizada.

Tabela 18. Parametros obtidos e ajustados dos modelos cinéticos propostos

Parametros Valores encontrados Valores encontrados
neste trabalho pelos  no trabalho de Portela

modelos cinéticos et. al (2008)*

Hmax (™) 0,490 0,428
Xmx (Geer/L) 1,800 2,624
o (Osac./eel) 0,300 2,409

B (gsac-(Geer.h) ™) 0,068 — 0,0068? 0,392
M (Oxant./eel) 0,071 1,279
Mxant- (Geer-h) ™) 0,015 — 0,150° 0,198
YX/S (Qcel/Gsac) 3,350 0,769
YX/P (Qcel/ Oxant) 14,000 0,415
Yp/s (Oxant/sac) 0,239 0,530

* \alores encontrados para 25 g.L™ de concentracio de sacarose
! Modelo de Monod; ? Modelo de Verhulst

Os fatores de conversao de substrato em células (Yx/s) e de produto em relacdes
as células (Yx/p) foram superiores aos esperados. Este fator é caracteristico das razdes
estequiométricas da equacdo de substrato (sacarose), células de microrganismo
(bactéria) e de produto (goma xantana).

C12Hp,011 + a0, + bH,0,N; - cCH; O, N; + dCO, + eH,0 + f(C,,H,0,N,,),
Sendo, Cy,H,,011é a sacarose;

CH; O N, sdo as células de biomassa;

e, (C,,H,0,N,), é o produto extracelular (Jgoma xantana), que no caso tem formula
molecular de (C35H49059)y,.

Para este trabalho ndo foi possivel obter os parametros j, k e | da equacgéo das
ceélulas da bactéria.

Os coeficientes estequiométricos a, b, ¢, d, e e f podem ser obtidos obtendo-se 0s
dados de oxigénio dissolvido e de gas carbdnico presentes durante 0 processo

fermentativo. Supde-se que 1 mol de sacarose produza f moles de goma xantana. Como
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ndo possuimos os dados estequiométricos, ndo sera possivel obter esses coeficientes e
desta forma, supfe-se apenas a razdo de células e substrato.

De acordo com Steinbichel (2004) a massa molar de goma xantana varia de 4 a
12x10°% g.mol™ e com Doran (1995), 5x10° g.mol™.

O numero de ramificagdes médio encontrado é a razdo da massa molar média,
8x10° g.mol™, com n ramificacdes, (C35sHy9049),, pela massa molar de CssHyg0,9, que
¢ 933,0 g.mol™. Desta forma, o valor encontrado médio é de 8574 ramificacdes. A goma
xantana é um polissacarideo altamente ramificado.

Pela equacdo estequiométrica da producdo de goma xantana e considerando 1 g
de sacarose com massa molar de 342,3 g.mol™!, tem-se que, ha grande quantidade de

polissacarideo produzido, como pode ser visualizado abaixo:

8,0x10%g.mol™! moles de goma xantana
233713
342,3 g.mol™1 moles de sacarose

Percebe-se que com pouca quantidade de substrato obtém-se grande quantidade
de biopolimero formado através da fermentacdo. Logo, os fatores de conversao obtidos

sdo maiores.

5.5.1 Modelagem de biorreator continuo utilizando equacéo de Verhulst

A Figura 34 ilustra a modelagem do balanco de massa utilizando a equacgéo de
Verhulst (1.7) para a equacdo da biomassa (crescimento microbiano), equacdo do
substrato e equacdo do produto para biorreator continuo. Pode-se notar que a
concentracdo de substrato aumenta com o acumulo deste que ndo foi consumido pelo
microrganismo. A producdo de goma xantana aumenta com o passar do tempo devido
as concentracdes de biomassa e de substrato.

A curva de crescimento da bactéria mostra que a partir do tempo de 20 horas, 0
crescimento exponencial cessa e 0 sistema permanece em estado estacionario até o
tempo de 50 horas. A modelagem n@o demonstrou a curva de declinio microbiano, pois
como o sistema é continuo, a concentracdo de substrato € sempre a mesma, ndo

levando-se em consideragéo a fase de morte celular.
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Simulacéo de um reator continuo Verhulst
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Figura 34. Simulagdo utilizando biorreator continuo utilizando modelo cinético de Verhulst.

5.5.2 Modelagem dos modelos cinéticos em biorreator batelada

Os modelos cinéticos estudados conseguiram descrever o comportamento da
producdo de goma xantana utilizando os dados experimentais para as equacdes de
Verhulst e de Monod, e desta forma, os resultados foram comparados.

Alguns parametros ndo puderam ser determinados e foram ajustados
empiricamente, como A e B. As simulagdes foram resolvidas utilizando a fungdo ODE45
no MatLab®, que consiste na resolucdo de sistemas de equacGes diferenciais ordinarias
ndo lineares pelo método de Runge-Kutta de quarta e quinta ordens.

A Figura 35 ilustra a modelagem de biorreator em batelada empregando o0s
modelos de Monod e Verhulst, comparando com os dados experimentais obtidos com a

cinética de producdo do biopolimero em estudo.
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Figura 35. Modelagem de biorreator em batelada empregando os modelos de Monod, Verhulst e

dos dados experimentais obtidos com a cinética de producdo do polissacarideo, (a) com tempo

de fermentacdo de 25 horas e (b) com tempo de 10 horas.

A Figura 35 retrata a modelagem do balanco de massa utilizando a equacéo de
Monod e a de Verhulst (1.7) para a equacdo da biomassa (crescimento microbiano),
equacdo do substrato e equacdo do produto para biorreator continuo. Foram
acrescentados os valores obtidos da cinética com os dados experimentais.

O modelo que mais se ajusta aos dados experimentais € o0 modelo de Verhulst,

que retrata o sistema com restricdes de esgotamento dos recursos com o aumento da
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populacdo. O modelo de Monod, por ser muito simples, considera apenas o crescimento
populacional de forma exponencial e ndo considera nenhuma restricdo de recursos, 0
que ndo representa a modelagem real. Estes valores tendem a crescer exponencialmente,
como pode ser observado na Figura 35.

Ambos 0s modelos cinéticos mostram um decaimento rapido em relacdo ao
substrato, sacarose. A concentragdo utilizada durante todo o processo da cinética foi
muito baixa, 0,44 g.L". Acredita-se que o baixo valor de concentracdo inicial de
sacarose resultou em baixos rendimentos do polissacarideo. Segundo Portela et. al
(2008) em concentracdes baixas de substrato inicial tem-se o favorecimento do
crescimento celular em detrimento da formacéao de produto.

Portela et. al (2008) utilizou caldo de cana com concentragéo inicial de 15 g.L™
e houve producdo superior a 15 g.L™ do biopolimero. Sabe-se que o caldo de cana
apresenta maior concentracdo de sacarose em relacdo ao bagaco. Logo, 0 meio
fermentativo que possui o residuo poderia ser suplementado com maior fonte de
carbono, como a sacarose.

A fim de se estudar o modelo cinético que mais se assemelha aos dados
experimentais, foi realizada a modelagem em biorreator em batelada e biorreator
continuo, utilizando o modelo cinético de Verhulst. A Figura 36 ilustra o resultado da
modelagem utilizando um sistema em modo continuo e em modo batelada utilizando o
modelo cinético de Verhulst.

Nota-se que a concentracdo do substrato em batelada tende a cair mais
rapidamente que o continuo, pelo fato de ndo haver entrada de substrato no processo.
Porém, como a concentracdo de células aumenta, a concentracdo de substrato diminui
até permanecer em seu valor minimo de 0,1 g.L™. O crescimento microbiano em um
biorreator continuo tende a demorar mais pelo fato da alimentagdo do reator e
consequentemente a diluicdo do meio fermentativo. O mesmo efeito pode ser observado

na producao do biopolimero.
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Figura 36. Modelagem do modelo cinético de Verhulst utilizando biorreator em batelada e
biorreator continuo.

5.6 Producéo de goma xantana em biorreator Coluna de Bolhas

O aumento de escala fermentativa foi proposta para analisar a producdo de goma
xantana utilizando biorreator Coluna de Bolhas em batelada com volume util de 4,5 L.

Como houve reducdo de cerca de 60% do volume de in6culo e da quantidade de
bagaco de cana-de-agUcar, foram utilizados os 200 mL disponiveis para o indculo, o que
correspondeu a 40,4% do volume necessario e 34,7 g de bagaco, que correspondeu a
mesma proporcdo para esta variavel.

A amostra ndo foi retirada no dia de inoculagdo, por ndo possuir biopolimero
formado. A partir do primeiro e do segundo dia de fermentacdo, foram retiradas duas
amostras por dia; do terceiro ao quinto dia, as amostras foram retiradas de 24 em 24
horas. Foi acrescentado cerca de 4 gotas de antiespumante por dia no biorretator, por
apresentar espuma que poderia prejudicar na taxa de transferéncia de oxigénio dentro do
reator.

As amostras retiradas no biorreator passaram pelos mesmos procedimentos de
precipitacdo e preparacdo das amostras para analise de viscosidade como descrito em

4.7 e 4.8 da metodologia. A Tabela 19 apresenta os valores dos rendimentos obtidos na
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producdo e da reologia da goma xantana obtidas neste experimento utilizando biorreator

Coluna de Bolhas.

Tabela 19. Valores dos rendimentos e da analise de reologia obtidos na producéo de

goma xantana utilizando bagaco de cana-de-actcar em biorreator Coluna de Bolhas

Tempo (h) Rendimento (g.L™)  Viscosidade a 1 rpm

(cP)
24 0,285 40,2
42 0,361 93,0
48 0,403 92,4
72 0,438 111,6
96 0,295 150,0
116 0,114 169,2

A aeracdo foi ajustada em 5 vvm e a agitacdo foi controlada através desta, por se
tratar de um biorreator Coluna de Bolhas, onde a aeracdo controla a agitacéo e a taxa de
transferéncia de oxigénio. Porém, no quinto dia de fermentacdo, houve um problema de
comunicacdo entre o biorreator e o programa e, este interrompeu o processo de aeracao.

A temperatura e 0 pH estavam sendo controlados, porém devido ao problema de
comunicacgédo do programa de controle e do biorreator, estes parametros deixaram de ser
controlados. O controle do oxigénio e do gas carbdnico em porcentagem e em ppm
(partes por milhdo) também ndo foram controlados. Desta forma, a Unica variavel que
foi controlada durante todo o processo foi 0 tempo. Sem os valores dos parametros, nao
houve uma analise precisa e rigorosa quanto a este experimento. A Figura 37 apresenta
0 programa do biorreator controlado pelo computador.



89

TEC-BIO . )

Arguive  Configuragles  Manutengdo  Direitos
(1] Temperatura } 1 r g
Malha de controle Walvula de alivio %
¢ e 2
= i
3 Controle Manual o
Fei Mutrientes o
S T.0.: 10005,
Pot. resisténcia (%) “ T M. 300s
s} Temp. Seguianga C Temp. Automdatica T2 IEUDGE
Iﬁ H Compressor Antiespumante
T.0.: 100s
T.M.: 3000s
Resisténcia:

Base
T.0.: 1000s.
T.M.: 150s

Acido
—W—T. 0.: 1000s
ﬁ Walkeula de ar

Bomba do Abertura; 100,0%

banha Resisténcia _H

Compressor de ar

| [ DESLIGAR |

Biorreator 1Ligado - Em operagdo Controle de Temperatura: Manual 18:13

Figura 37. Layout do programa utilizado com os parametros a serem controlados.

As gomas xantanas foram preparadas na concentracdo de 0,05% (m/v), por
haver baixo rendimento destas. Os biopolimeros produzidos no biorreator Coluna de
Bolhas ndo apresentaram rendimento alto ou superior @ menor escala (shaker), como era
esperado. Acredita-se que por ndo haver controle preciso da temperatura, pH,
concentracdo de oxigénio, o meio tenha sido prejudicado e por isso tenha apresentado
baixos rendimentos e estes tenderam a diminuir com o passar do tempo. Como o
processo de aeracdo foi interrompido no ultimo dia e 0 meio estava mais viscoso, 0
processo de transferéncia de oxigénio tenha prejudicado o rendimento na ultima
amostra.

As viscosidades obtidas foram condizentes, pois a bactéria produz mais
biopolimero e excreta para 0 meio e este tende a aumentar com o passar do tempo.
Esperava-se maior viscosidade pela producdo em maior escala, porém como 0 processo
foi interrompido, este parametro pode ter sido prejudicado também.

Outros autores também produziram goma xantana utilizando biorreatores.
Segundo Branddo (2012), o substrato utilizado foi a glicerina bruta residual do
biodiesel, 2% (m/v), e foi utilizado 20% (v/v) de in6culo em um biorreator com volume
atil de 3,0 L. Foi realizado um planejamento experimental e obteve-se os melhores
resultados no ponto central (1 vvm e 500 rpm) com rendimento de 6,4 g.L™" de goma

xantana e 3,3 g.L™ de massa celular. O tempo de fermentaco foi o usual, 120 horas.
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De acordo com Faria (2005), a producdo de goma xantana foi realizada em
biorreator com 4,0 L de volume datil, utilizando caldo de cana como substrato e
realizando um planejamento experimental DCCR. Os parametos agitagdo e aeracao
foram 750 rpm e 0,5 vvm, respectivamente. O tempo de fermentacéo foi 24 horas. Os
valores encontrados foram os pontos centrais, com producdo média de 17,25 g.L* e
24400 cP a 0,75% (m/v) de solucdo de goma xantana a 25 s,

Segundo Gomes et. al (2015), a producdo de goma xantana foi realizada em um
biorreator com 1,5 L de capacidade e utilizando bagaco de cana-de-aglcar como
substrato. Os resultados encontrados para o rendimento foi de 7,62 g.L™ e 123,80 cP a
25 s-1. A solugdo com biopolimero foi preparado a 0,5% (m/v). Os parametros aeragdo
e agitagdo foram de 1,0 vvm e 750 rpm, respectivamente.

Os valores encontrados para os demais ensaios utilizando biorreator para a
producdo de goma xantana, apresentaram rendimentos e viscosidades superiores que 0
ensaio proposto. Isto pode ter acontecido pelo fato dos biorreatores utilizados serem do
tipo CSTR (Continuos Stirred-Tank Reactor, Reator Continuo de Tanque Agitado) onde
sd0 necessarias a agitacdo e a aeracdo, enquanto utilizamos o biorreator Coluna de
Bolhas, onde a propria agitacdo é causada pela aeracdo. O fato dos processos de
controle de temperatura e aeragéo ter sido interrompido podem ter prejudicado todo o
processo de rendimento e viscosidade do biopolimero. Pode ser que o biorreator Coluna
de Bolhas ndo seja o ideal para a producdo de goma xantana, pois ndo ha controle de
agitacdo.

De acordo com Branddo (2012), a agitagdo e a aeracdo sdo parametros
importantes e necessarios que devem ser controlados, pois devem evitar condicdes de
anaerobiose decorrentes da alta viscosidade do meio pela formagdo do polissacarideo,
visto que a bactéria é estritamente aerdbia. Constata-se que as producgdes de células e de
goma xantana durante o processo fermentativo sdo influenciadas por aumentos nos
niveis de agitacdo e aeracdo. Logo, uma combinacdo adequada é requerida e deve ser
estudada para evitar a limitacdo na transferéncia de oxigénio ou condicGes de estresse

hidrodinamico.
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6. CONCLUSAO

Os substratos alternativos, leite de mandioca, bagaco de cana-de-aglcar e
biomassa de malte utilizados para a produgdo da goma xantana apresentaram
rendimentos médios para os meios alternativos de 2,81 g.L™*, 1,03 g.L e 0,71 g.L?,
respectivamente. Enquanto a producdo de sacarose foi de 0,19 g.L™'. Porém, a
viscosidade média encontrada para a sacarose € maior que 0s demais meios e
consequentemente, a sua produtividade também é maior. Por isto, é 0 substrato mais
utilizado na industria.

Apesar do substrato sacarose possuir valores superiores de viscosidade e
produtividade, percebe-se que os meios alternativos, leite de mandioca e bagaco de
cana-de-acucar também podem ser utilizados para a utilizagdo em diversas industrias
em relacdo as suas necessidades.

Os modelos cinéticos estudados conseguiram descrever o comportamento da
producdo de goma xantana utilizando os dados experimentais para as equacdes de
Verhulst e de Monod, e desta forma, foram comparados os resultados. Observou-se um
melhor ajuste do modelo de Verhulst se comparado com o modelo de Monod, tanto no
modo batelada como no modo continuo. Foi possivel também estimar os parametros
cinéticos: Hmax (0,49 h™), Yx/s (3,35 Qeel/Gsac), YX/p (14,00 Qeet/Gxant) € Yp/s (0,239
Oxant/Usac)-

Apesar da Transformada Z ndo ser comumente utilizada em processos
fermentativos, esta pode ser aplicada no bioprocesso em estudo.

Esses resultados indicam que é possivel produzir goma xantana a partir dos
substratos alternativos, sendo o Brasil o maior produtor de cana-de-agucar e 0 segundo
na producdo de mandioca e, desta forma, apresenta condi¢des da produgéo desta no

pais.
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7. TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao estudo da producdo de goma xantana utilizando
substratos alternativos provenientes da agroindustria, seria interessante a realizacdo de
mais planejamentos experimentais a fim de se encontrar as melhores condicdes de
producdo do biopolimero utilizando bagaco de cana-de-agucar e biomassa de malte.
Seria interessante também a realizacdo da caracterizagdo do biopolimero formado
através de sua estrutura quimica, contendo o percentual de acetil e piruvato, além de seu
peso molecular via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Alem disso, a
realizacdo da analise termogravimétrica da xantana e analises das enzimas que a
bactéria produz durante a fermentacéo.

Comparar as xantanas produzidas com os meios alternativos com a goma

xantana comercial, a fim de melhorar o processo fermentativo e destina-lo a industria.
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ANEXO | — Curva padrao da dosagem de proteinas totais pelo Método de Lowry

A dosagem de proteinas é feita de acordo com os parametros da curva padréo.

Abaixo, seguem as etapas para a construcdo da curva padrdo e para a realizacdo do

procedimento de acordo com a Tabela 1 e Tabela 2.

Tabela 1. Volume de agua e BSA utilizados de acordo com a concentragdo de proteinas

na curva padrao.

Concentracéao de

H20 (uL) BSA (WD) proteinas (mg/mL)
200 0 0
150 50 025
105 75 0,375
100 100 05
50 150 0,75
0 200 1

Tabela 2. Volume de agua, BSA e reagentes utilizados para a curva padrao.

Reagente de
H,O (pL) BSA (uL) Reagente E (mL) | Foulin-Ciocalteau

(uL)

200 0 2 200
150 50 2 200
125 75 2 200
100 100 2 200
50 150 2 200

0 200 2 200

A curva padrdo desenvolvida pelo Método de Lowry encontra-se na Figura 1.
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Figura 1. Curva padréo desenvolvida neste experimento.

A Tabela 3 apresenta os reagentes utilizados para a dosagem de proteinas totais

para o experimento e a Tabela 4 os reagentes que compdem o reagente E.

Tabela 3. Reagentes utilizados

Reagentes

Reagente de Folin-Ciocalteau

Solucdo padrdo de proteina (BSA 1 mg/mL).

Solucéo A (solucdo de sulfato de cobre 1% (p/v)).

Solucéo B (solucdo de tartarato de sodio e potassio 2% (p/v)).
Solucédo C (2% de carbonato de sédio + 0,1M NaOH)

Tabela 4. Reagente E

Reagentes Volume (mL)
Solucdo A (solucdo de sulfato de cobre 1% (p/v)). 0,4
Solugéo B (solucdo de tartarato de sodio e potassio 2% (p/v)). 0,4
Solugéo C (2% de carbonato de sodio + 0,21M NaOH) 40
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ANEXO Il — Curva de contorno dos experimentos utilizando os substratos

alternativos

Leite de mandioca:

20

Leite da mandicca: 2
=1
[=]

-2.0 . -
20 1.5 1,0 0.5 0,0 05 1.0 15

Indculo; 1

Figura 12. Superficie de resposta com o comportamento do rendimento da goma

BEE0]NNN

Ll
[=]

xantana em relacdo a concentracdo de leite de mandioca e indculo.

Leite de mandioca

w

m |

S oW

-1,0 | 0,0 0,5 1,0 15 20 |
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Figura 14. Superficie de resposta com o comportamento do rendimento da goma

xantana em relacdo a concentracdo do volume de leite de mandioca e de indculo.
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Leite de mandioca

I 400

{ N 200
o

[ -200
[1-400
[]-600
[ -800
B -1000
-1,0 0.5 0,0 0,5 1,0 15 20 B -1200

Inéculo

Figura 15. Superficie de resposta com o comportamento da viscosidade aparente da

goma xantana em relagdo a concentracéo do volume de leite de mandioca e de in6culo.
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Figura 18. Superficie de resposta com o comportamento da produtividade da goma

xantana em relacdo a concentragdo do volume de leite de mandioca e de indculo.
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Bagago de cana-de-acgucar:

Bagago: 2

ocoococo
M = T CO

Li

-2,0 =15 -1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 1.5 20
Inéculo: 1

Figura 20. Superficie de resposta da variavel rendimento da goma xantana em relacdo a

concentracdo do bagaco de cana-de-agucar e de volume de indculo.
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Figura 22. Superficie de resposta da variavel viscosidade com rotacdo de 0,5 rpm da

solucdo de goma xantana em relacéo a concentracdo do bagaco de cana-de-agucar e de
volume de inoculo.
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Figura 22. Superficie de resposta da variavel viscosidade com rotacdo de 0,5 rpm da

solucdo de goma xantana em relacdo a concentracdo do bagaco de cana-de-agucar e de
volume de in6culo.

Biomassa de malte:
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Figura 26. Superficie de resposta da varidvel rendimento da goma xantana em relacdo a
concentracdo de biomassa de malte e de volume de inéculo.
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Figura 28. Superficie de resposta da variavel viscosidade da goma xantana em relacdo a

concentracdo de biomassa de malte e de volume de in6culo.
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Figura 30. Superficie de resposta da variavel produtividade da goma xantana em relagdo

a concentracao de biomassa de malte e de volume de inoculo.



