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RESUMO

Este trabalho utilizou glicerol como fonte de carbono na obtengdo de
biopolimero a partir de fermentacdo com fungos do cerrado. Foram utilizados quatro
diferentes micro-organismos com o objetivo de converter glicerol em biopolimeros. Os
micro-organismos testados foram: Mucor racemosus Fresenius, Monilia sitophila,
Fusarium sp, e Acremonium sp. Para cada microrganismo realizou-se ensaios
exploratorios, afim de selecionar cepas capazes de converter glicerol no bioproduto de
interesse. No primeiro teste exploratorio, com 168 horas de fermentacdo, o micro-
organismo Mucor racemosus Fresenius, apresentou formacéo de 1 g/L de biopolimero.
As variaveis avaliadas nos ensaios posteriores (em erlenmyer) foram em sequéncia
cronoldgica: concentracdo inicial de glicerol; tempo de fermentacdo; tempo de cultivo
do inéculo em meio Czapeck; ensaios com aeracdo continua; avaliacdo da reposicdo de
meio durante a fermentacdo; avaliacdo da vazdo de ar; avaliacdo da influéncia da
aeracdo aplicada em duas fases no crescimento celular e na producdo do biopolimero;
avaliacdo do efeito da adicdo de extrato de levedura sobre a producdo de goma e
avaliacdo da producdo de goma sem adicdo do glicerol. Dentre as condigdes estudadas
identificou-se como mais promissoras: concentracao inicial de glicerol de 50 g/L, 2 g/L
de extrato de levedura, com tempo de fermentacdo de 96 horas e com agitacdo de 100
rpm, 120 horas de idade de cultivo do inéculo, sistema com aeracdo empregando vazado
de ar de 4 vvm na fase de producéo (72 horas apés as 24 h sem aeracgao), sem reposi¢cdo
de meio de cultivo. Nestas condi¢bes houve uma producdo méaxima de 14,21 g/L de
goma formada e 67,7% consumo de glicerol. Apds estes ensaios foi realizado o ensaio
cinético em fermentador Biostat B de capacidade de 2L, com volume util de 1L, para
avaliar o desempenho do fungo na producdo do biopolimero nas melhores condicdes
estabelecidas de processo. Nesta etapa foi gerada uma producdo de 23 g/L de goma e
consumo de glicerol de 75%. A analise do espectro de infravermelho da goma
produzida comparada a goma xanthana mostrou, que as gomas possuem natureza de

carboidrato.

Palavras-Chave: glicerol, biopolimero, fungos, fermentagdo, aeracgéo.
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ABSTRACT

The present work used glycerol as a carbon source to obtain bio-based products
from fermentation with fungi. It was used four different microorganisms in order to
convert glycerol into biopolymers and biosurfactants. The microorganisms tested were:
Mucor racemosus Fresenius, Monilia sitophila, Fusarium sp and Acremonium sp. For
each microorganism exploratory tests were held in order to select strains capable of
converting glycerol in bio-based products of interest. In the first exploratory test of 168
hours fermentation, the microorganism Mucor racemosus Fresenius showed the
formation of 1 g/L biopolimero.As variables evaluated in subsequent tests (in
Erlenmyer) are in chronological order: the concentration of glycerol; fermentation time;
cultivation time of inoculum amid Czapeck; trials with continuous aeration; review the
replacement of the medium during fermentation;review of the flow rate; evaluate the
influence of aeration applied in two stages in cell growth and production of the
biopolymer; assessing the effect of adding yeast extract on gum production and
evaluation of gum production without addition of glycerol. These assays have promoted
the following results: glycerol concentration of 50 g/L 2 g/L yeast extract with
fermentation time of 96 hours with agitation of 100 rpm and 120 hours of culture age of
the inoculum, aeration system using flow rate of 4 vvm in the production phase (72
hours after the 24 h without aeration) without replacement of culture medium. Under
these conditions there was a maximum vyield of 14.21 g/L and 67.7% gum formed
consumption glicerol. After these tests the kinetic assay was performed in Biostat B
fermenter with a capacity of 2L, with a working volume of 1L to evaluate the
performance of the fungi in the production of biopolymer in the best conditions
established process. In this step has been generated an output of 23 g/L of starch and
glycerol consumption of 75%. The analysis of the infrared spectrum of the biopolymer
produced compared to xanthana gum showed that biopolymers have carbohydrate

nature.

Keywords: glycerol, biopolymer, fungi, fermentation, aeration.
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1- INTRODUCAO

O governo brasileiro estabeleceu a obrigatoriedade da adicdo de biodiesel ao
combustivel de petroleo pela lei 11097/2005, determinando que a partir de 2013, a
quantidade de biodiesel adicionado deveria alcangcar 5 % do volume total de diesel
utilizado, o que representa um aumento significativo na producgéo de biodiesel (ANP,
2014). Esta decisdao do governo brasileiro vem gerando um aumento da producdo de
biodiesel no Brasil e conseqlientemente um excedente de glicerol produzido.

No processo de producdo de biodiesel, o glicerol constitui 0 maior subproduto
gerado via transesterificacdo de acidos graxos vegetais ou gordura animal com alcool,
metanol ou etanol, para produzir ésteres e glicerol na presenca de catalisador (hidroxido
de potassio ou hidréxido de sédio) (DIECKELMANN e HEINZ, 1988).

Uma rota para o aproveitamento da glicerina loira (glicerol bruto) é o refino
visando a obtencdo de glicerina pura que é destinado para varios ramos da industria
sendo: tintas, cosméticos, automotiva, alimenticia, farmacéutica, indudstrias de papel e
celulose, couro e téxtil (CHATZIFRAGKOU et al., 2011).

De forma que toda a cadeia de producdo do biodiesel seja sustentavel e
economicamente viavel, tornando-se competitivo no mercado de biocombustiveis é
necessario pesquisar e desenvolver alternativas de utilizacdo do excedente de glicerol
bruto produzido na tentativa de reaproveitamento direto deste residuo, sem tratamento.
Uma vez que, os tratamentos de purificacdo (filtracdo, destilacdo a vacuo, descoloracdo
e troca de ions) para remogdo principalmente de catalisadores (K™ e Na*) sdo de alto
custo, limitando o tratamento por pequenos e médios produtores nacionais de biodiesel
que ndo tem recursos para realizar este tipo de processo. Como resultado desta falta de
estrutura maiores quantidades de efluentes contendo glicerol poderéo ser descartadas no
meio ambiente sem nenhum tratamento, aumentando conseqlientemente os problemas e
riscos ambientais (RIVALDI et al., 2007).

O grande volume de glicerol gerado na producdo de biodiesel inviabiliza o seu
descarte, devido aos danos que este pode ocasionar ao meio ambiente. Com o intuito de
evitar futuros problemas derivados da acumulacdo desse residuo e para tornar a
producdo de biodiesel mais competitiva, torna-se necessario a busca de alternativas para
0 uso do glicerol.

Véarios micro-organismos sao capazes de utilizar o glicerol como fonte de

carbono. Por isso, um dos destinos possiveis para o glicerol bruto resultante da inddstria
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do biodiesel é seu uso na composicdo de meios de cultura para crescimento de micro-
organismos em processos biotecnoldgicos que levem & producdo de moléculas de
interesse econdémico, como por exemplo: etanol, acido succcinico, &cido propiénico,
acido citrico, pigmentos, biosurfactante, biopolimeros, etc. (SILVA et al., 2006).

A utilizacdo do glicerol como fonte de carbono, para producdo de compostos
quimicos de interesse comercial, além de diminuir os possiveis impactos ambientais e
melhorar a economia do setor de biodiesel, torna-se vantajoso pelo baixo custo deste
substrato em relacdo a outros tradicionalmente utilizados como fonte de carbono para
obtencdo de bioprodutos, como por exemplo, 0 melaco de cana de acucar (RIVALDI,
2007).

Como os biopolimeros sdo bastante utilizados como matéria prima para
fabricacdo de diferentes produtos, a sua producdo tem sido objeto de intensa pesquisa.
Os biopolimeros produzidos sdo polissacarideos de origem microbiana, também
conhecidos como exopolissacarideos (EPSs) microbianos, sintetizados por bactérias,
fungos e/ou leveduras (BARRETO, 2011).

Na producdo de biopolimeros hd um grande interesse nas gomas, que sao de
grande uso pelas industrias de alimentos, farmacéuticas e petroquimicas. As gomas ou
biopolimeros possuem a propriedade de formar solugfes viscosas em meio aquoso ou
géis (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Um grande numero de bactérias conhecidas produz quantidades abundantes de
biopolimeros, podendo ser citadas as fitopatogéncias como Xanthomonas sp.,
Pseudomonas sp., Pectobacterium sp. e bactérias fixadoras de nitrogénio Rhizobium sp.,
Beijerinkia sp. e Azotobacter sp. (VERMANI et al. 1995). Destas, os biopolimeros de
Xanthomonas campestris (xantana), Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas
elodea (gelana), Acetobacter xylinum (celulose) e Rhizobium sp. (succinoglucana) estdo
sendo comercializados (SUTHERLAND, 2001).

O estudo da producdo de polissacarideos fungicos tem despertado interesse
devido a suas propriedades reoldgicas e fisico-quimicas. Estes sdo biomateriais que tém
encontrado amplo campo de aplicacgdes, incluindo o uso em terapia farmacéutica devido
a suas atividades biolégicas como acdo anti-tumoral, antiviral e antiinflamatoria. Sendo
assim apresentam-se como uma alternativa as gomas tradicionais (SARANGI et al.,
2006).

Neste contexto, esta pesquisa aparece no cenario cientifico buscando linhagens

fungicas e condigbes de processo que proporcionem produgdes de biopolimeros,
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empregando glicerol como fonte alternativa de carbono de menor custo para producgéo
de biopolimero. Além disso, como reflexo desta utilizacdo hd a diminui¢do dos

possiveis impactos ambientais que este residuo poderia promover no meio ambiente.

2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral utilizar o glicerol como fonte alternativa
de carbono para a producédo de biopolimero, buscando linhagens fungicas capazes de
produzir este bioproduto e melhores condi¢cdes operacionais para proporcionar maior

producao.

2.2 - Objetivos especificos

. Selecionar dentre 4 fungos do cerrado o0 que apresenta maior capacidade

de consumir glicerol para a producédo de biopolimeros;

o Estudar as varidveis de processo visando aumento da producdo de goma,
empregando o fungo com maior capacidade de producdo, sendo elas: concentracdo
inicial de glicerol, tempo de fermentacdo, tempo de cultivo do in6culo em meio
Czapeck, efeito da aeracdo, niveis de aeracdo e concentracdo de extrato de levedura.
Avaliar o efeito destes parametros na resposta consumo de glicerol e formagédo de

biopolimero;

. Estudar a cinética de fermentacdo em biorreator verificando: o consumo
de glicerol, crescimento celular e quantidade de produto formado nas fermentacgdes

empregando o micro-organismo selecionado nas melhores condicdes avaliadas;

. Caracterizar a goma formada realizando as andlises de comportamento

reoldgico do biopolimero e de espectroscopia na regido de infravermelho.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo busca-se fornecer embasamento tedrico sobre o tema em estudo.
Inicialmente fala-se um pouco sobre o biodiesel, justificando a escolha do glicerol como
fonte de carbono e posteriormente, cita-se as caracteristicas de producéo do glicerol, e
suas aplicacfes. Apds, sdo apresentados nocdes de biopolimeros, 0s micro-organismos
produtores de biopolimeros, processos e parametros importantes para sua producéo e

finalmente técnicas de caracterizacao.

2.1 - Biodiesel

Nos ultimos anos, a demanda por fontes energeéticas renovaveis vem crescendo
significativamente, devido principalmente a preocupagdo com a diminuicao das reservas
de combustiveis fosseis, como por exemplo, o petréleo.

Além disso, o consumo de combustiveis fdsseis derivados do petrdleo
apresenta um impacto significativo na qualidade do meio ambiente. A poluicédo do ar, as
mudancas climaticas, os derramamentos de 6leo e a geracdo de residuos toxicos sdo
resultados do uso e da producédo desses combustiveis (BIODIESELBRASIL, 2014).

Neste sentido, a busca intensiva por combustiveis alternativos ao petréleo,
como o biodiesel, apresenta grande importancia principalmente para 0s paises
emergentes, uma vez que sua producgdo auxilia na conservacdo do meio ambiente,
reduzindo os gases responsaveis pelo aquecimento global, e contribui para o
desenvolvimento social mediante a geracdo de empregos.

Segundo Holanda (2004), comparado ao 6leo diesel derivado de petroleo, o
biodiesel pode reduzir em 78% as emissdes de gas carbbnico, considerando-se a
reabsorcdo pelas plantas. Além disso, reduz em 90% as emissdes de fumaca e
praticamente elimina as emissdes de 6xido de enxofre.

A mistura de uma fonte de 6leo com um &lcool de cadeia curta, metanol ou
etanol e um catalisador, hidroxido de sodio ou potassio, possibilita a ruptura das
moléculas de triglicerideos em metil ou etil ésteres, chamados de biodiesel, e glicerol
(propano-1,2,3-triol). Para cada litro de biodiesel produzido, aproximadamente 80 g de
glicerol s&o obtidos (KERR et al., 2007).

S&o varios o0s 0Oleos vegetais com potencial para serem utilizados na producdo

de biodiesel: bagago de mamona, polpa de dendé, améndoa do coco de dendé, améndoa
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do coco de babagu, semente de girassol, améndoa do coco da praia, caro¢o de algodéo,
grdo de amendoim, semente de canola, semente de maracuja, polpa de abacate, carogo
de oiticica, semente de linhaca, semente de tomate e de nabo forrageiro. No Brasil, os
Oleos vegetais mais comumente usados sdo os 6leos de soja, milho, mamona, girassol,
amendoim, algodao, palma, entre outros (HOLANDA, 2004).

Outras matérias prima de grande interesse sdo os 6leos e gorduras residuais,
resultantes de processamento doméstico, comercial e industrial e 6leos e gorduras de
animais. As fontes de gorduras residuais podem ser: lanchonetes, restaurantes, cozinhas
industriais, industrias em que ocorre a fritura de produtos alimenticios, 0s esgotos
municipais em que a nata € rica em material graxa, dguas residuais de processos de
indUstrias alimenticias (HOLANDA, 2004). Entre as gorduras animais, destacam-se o
sebo bovino, os oOleos de peixes, o 6leo de mocotd, a banha de porco, entre outros
(PARENTE, 2003).

A producdo de biodiesel pode ser realizada por 3 etapas: emulsificagéo,
pirélise, e transesterificacdo, sendo que a mais utilizada é a transesterificacdo. O
processo de producdo do biodiesel via transesterificacdo possui as seguintes etapas:
preparacdo da matéria prima, podendo ser uma das citadas anteriormente; reacao de
transesterificacéo, utilizando-se com catalisador NaOH ou KOH; separacdo de fases, na
qual a fase mais pesada é a glicerina bruta, e a mais leve sdo os ésteres impregnados de
impurezas; e como etapa final a purificacdo dos ésteres, dando origem ao biodiesel
préprio para consumo (DIECKELMANN, 1988; RIVALDI et al., 2007).

No Brasil, a producdo e comercializacdo de biodiesel possuem importantes
vantagens devido a grande disponibilidade de matéria-prima para sua producdo e ao
crescimento continuo da industria de 6leos vegetais e etanol (OLIVEIRA et al., 2013).

Assim, o Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel
do mundo, com uma producdo anual, em 2010, de 2,4 bilhdes de litros e uma
capacidade instalada, no mesmo ano, cerca de 5,8 bilhdes de litros (BIODIESELBR,
2014).

Ha de se destacar que o Brasil conta com O Programa Nacional de Uso e
Producdo de Biodiesel (PNPB) que introduziu esse biocombustivel na matriz energética
brasileira pela lei n® 11.097, de 13 de Janeiro de 2005. E em janeiro de 2010, foi
estabelecido pela Resolucdo n° 6/2009 do Conselho Nacional de Politica Energética
(CNPE), publicada no Diéario Oficial da Unido (DOU) em 26 de outubro de 2009 que
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aumentou a quantidade de biodiesel de 4% para 5 % em todo 0Oleo diesel comercializado
no pais até o ano de 2013.

A continua elevacao do percentual de adicdo de biodiesel ao diesel demonstra o
sucesso do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel e da experiéncia
acumulada pelo Brasil na producédo e no uso em larga escala de biocombustiveis. Assim,
esperam-se mais incentivos para a producdo de biodiesel nacional.

Entretanto as ddvidas dos agentes envolvidos com o biodiesel sdo muitas,
pricipalmente com os subprodutos gerados, como glicerina, lecitina, farelo e a torta de
oleaginosa, os quais devem ser foco de estudos mais detalhados, pois 0 aumento da
producdo de biodiesel pode ser economicamente viabilizado, se forem encontradas
novas aplicacGes para 0s subprodutos.

Mas, o subproduto da reacdo de transesterificacdo do biodiesel que mais
preocupa € o glicerol, pois constitui 0 maior subproduto gerado e vem sendo queimado
em caldeiras ou despejado no ambiente sem tratamento prévio, pois ndo estd sendo
totalmente absorvido pelo mercado consumidor, visto que a oferta € trés vezes maior

que a demanda.

2.2 — Glicerol

O nome glicerol deriva da palavra glykys, doce. E 0 nome comum do composto
organico 1,2,3-propanotriol, um polidlcool de férmula estrutural apresentada na Figura
4, descoberto por Carl W. Scheele (quimico sueco), em 1779, durante a separacdo de
uma mistura aquecida de litargirio (PbO, usado no esmalte para ceramicas) preparada
com Oleo de oliva. Os seus sindnimos sdo glicerina, trihidroxipropano, glicil élcool,

gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano.

m Carbono

& 3 B Oxigénio

O Hidrogénio
R
)

Figura 2. 1 - Representacéo da férmula estrutura do Glicerol.
(Fonte: ARRUDA et al., 2007)
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2.2.1- Historico e Caracteristicas

No século XIX, algumas descobertas provocaram um aumento na demanda de
glicerina. O quimico italiano Ascanio Sobrero, em 1846, produziu pela primeira vez a
nitroglicerina. E, em 1867, Alfred Nobel absorveu a nitroglicerina em diatomita,
tornando seguro o0 seu manuseio como dinamite. O glicerol antes de ser produzido
sinteticamente a partir de matérias-primas petroquimicas, em 1870, 0 mesmo era obtido
pela recuperacao da glicerina e do sal das lixivias do sabdo (KATHA, 1999).

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do glicerol na sua forma pura
destacam-se as propriedades de ser um liquido oleoso, incolor, viscoso e de sabor doce,
soltvel em agua e alcool em todas as proporcBes e pouco solivel em éter, acetato de
etila e dioxano e insolGvel em hidrocarbonetos (LOPES et al., 1995).

A presenca de trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol é responsavel pela
solubilidade em &gua e sua natureza higroscopica. E uma molécula altamente flexivel
formando ligacGes de hidrogénio tanto intra como intermoleculares (CALLAM, 2001).

A Tabela 2.1 mostra algumas propriedades fisico-quimicas do glicerol puro a
20 °C.

Tabela 2. 1 - Propriedades fisico-quimicas do glicerol a 20 °C. (ADILSON et al., 2011).

Férmula Quimica Glicerol (C3HgO3)
Massa molecular 92, 09 g/ mol
Densidade 1, 261 g/cm®
Viscosidade 15Pas
Ponto de fuséo 18,2 °C
Ponto de ebulicdo 290 °C
Calorias 4,32 kcallg
Ponto de fulgor 160 °C
Tens&o superficial 64,00 mN/m
Coeficiente de temperatura -0,0598 mN (mK)™

O termo glicerol aplica-se somente a0 composto puro, engquanto o termo
glicerina aplica-se a purificagdo de compostos comerciais que contém normalmente
quantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol (MORRISON, 1994). A glicerina pode
ser vendida na sua forma bruta (glicerina natural), sem qualquer purificacdo, ou
purificada. S&o comercializados dois tipos de glicerina natural. O primeiro apresenta

80% de glicerol, enquanto o segundo de 88 a 91% de glicerol. Quanto a glicerina
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purificada é classificada em glicerina técnica 99,5% de glicerol, ou glicerina
farmacéutica 86% ou 99,5% de glicerol.

O glicerol é encontrado naturalmente na forma combinada como glicerideos na
circulacdo e nas células de animais, gorduras vegetais e 6leos. Em micro-organismos
eucaridticos, o glicerol constitui o principal composto formado para regular as variacdes
de atividade de &gua em ambientes altamente osmofilicos (WANG et al., 2001).
Também, é considerado como um agente crioprotetor em micro-organismos, pois nao
permite a formacdo de cristais de gelo na célula, mantendo a estabilidade da parede
celular e vitalidade da mesma durante o processo de congelamento para sua
conservacao.

Em humanos, o glicerol participa na termo-regulagdo do corpo, resisténcia a
altas temperaturas, na resisténcia dos musculos em atividades fisicas e na resposta
neural da variacdo da glicemia (YANG et al., 2009).

Ele é derivado da lipdlise no tecido adiposo, da hidrélise dos triglicerideos das
lipoproteinas do sangue e da gordura dietética (LIN, 1977). No figado e no tecido
adiposo, o glicerol € um precursor para a sintese de triacilglicerdis e de fosfolipidios,
sendo liberado do catabolismo do triacilglicerol, convertido a glicose via fosforilacdo do
glicerol quinase, e entdo participa da gliconeogénese ou é oxidado via glicélise e Ciclo
de Krebs, promovendo energia prontamente disponivel, sendo em média responsavel
pela producao de 22 mols de ATP por mol de glicerol (MOUROT et al., 1994).

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto dependem
do tipo de &cido graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) e do tipo de catalise empregada

na producao de biodiesel.

2.2.2- Producéo de Glicerol

O glicerol é uma substancia que pode ser produzida em menor propor¢do por
fermentacdo microbiana, sendo que uma quantidade significativa pode ser obtida a
partir do alcool alilico, e, a0 mesmo tempo em que também pode ser recuperado como 0
principal subproduto da saponificacdo do sabdo, do isolamento de &cidos graxos, da
hidrogenacéo da sacarose e, atualmente, pela transesterificacdo, durante a obtencdo do
biodiesel (WANG et al., 2001; ARRUDA et al., 2007).

A producdo comercial de glicerol a partir da epicloridrina, obtida pela sintese
de propileno, desde 1949, encontra-se em declinio devido ao excesso no mercado de

glicerol do processo de biodiesel.
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A producdo do glicerol via fermentacdo microbiologica € conhecida ha 150
anos, mas devido ao baixo rendimento do processo microbiolégico em relacdo ao
processo quimico, a matéria-prima que encarece consideravelmente nos custos, e a
dificuldade de sua extracdo e purificacdo dos caldos fermentados, este processo nédo
vem sendo muito utilizado, entretanto, vem aumentando o nimero de pesquisas nesta
area.

Como resultado do grande excedente de glicerol obtido como subproduto da
producdo de biodiesel, plantas de producdo de glicerol estdo fechando e plantas que
usam glicerol como mateéria-prima estdo sendo abertas (PAGLIARRO et al., 2007).
Como j& dito anteriormente, o biodiesel é produzido a partir da reacdo de
transesterificacdo entre 6leos vegetais e metanol ou etanol, em que sdo necessarios trés
moles de alcool para cada um mol de triglicerideo utilizado, formando ésteres metilicos
ou etilicos e o glicerol bruto. A separacdo do glicerol bruto do biodiesel metilico ocorre
via decantacdo, porém quando se utiliza etanol esta separacdo € mais complicada
(BEATRIZ et al., 2011).

A Figura 2.2 mostra o fluxograma tipico do processo de producéo de biodiesel

e glicerol.
| Catalisador | | Alcool |
Recuperagéo ,| Transesterificagdo
do Alcool Multi-etapas
‘ }
Remogéo do Separagao
Alcool Biodiessl/Glicerina
Fase Glicerina I Fase Biodiesel
z ; Lavagem de
Remocgao de Alcoal ;
| ¢ Biodiesel
Purificagao da 1
- Glicerina
Destilagédo e Secagem do
Desidratagao biodiesel
do Alcool
Concentragao da
Glicerina BIODIESEL
GLICERINA
BRUTA

Figura 2. 2 - Fluxograma do processo de producéo de biodiesel e glicerol.
(Fonte: GOMIDE, 2010).

A composicgéo do glicerol resultante depende do tipo de semente utilizada e do

processo de producdo do biodiesel. Geralmente, a producdo de residuos contendo altos
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niveis de glicerol é gerada, na maior parte, de industrias que usam gordura animal ou
6leos vegetais como matéria-prima. Por exemplo, a industria oleoquimica gera residuo
contendo de 55 a 90% de glicerol (YAZDANI et al., 2007).

O glicerol bruto contém elementos nutricionais, como, fosforo, enxofre,
magnésio, calcio, nitrogénio e sodio, e que sdo factiveis de serem utilizados por micro-
organismos para 0 seu crescimento durante processos fermentativos (THOMPSON,
2005).

Uma rota para o aproveitamento da glicerina loira (glicerol bruto) é o refino
visando a obtencdo de glicerina pura que € destinado para varios ramos da industria
sendo: tintas, cosméticos, automotiva, alimenticia, farmacéutica, industrias de papel e
celulose, couro e téxtil (CHATZIFRAGKOU et al., 2011). A Figura 2.3 mostra a
distribuicdo em termos de porcentagem as inUmeras aplicaces na industria, no entanto,
a quantidade utilizada (Tabela 2.2) é muito menor do que a industria do biodiesel
produz atualmente (BEATRIZ, et al., 2011).

Alimentagao
Poliéter/Polidis 11%
14%

Tabaco
6%
Cuidados
Pessoais
16%

Detergentes
2%
Celofane
N o
Explosivos
2%

Farmacos . =2
18% Resinas alquidicas

8%

Figura 2. 3 - Mercado do glicerol (volumes e usos industriais).

(Fonte: BEATRIZ, et al., 2011).
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Tabela 2. 2 - Usos do glicerol nos principais mercados mundiais (BEATRIZ et al.,

2011).

Uso como Mercado (%)

USA Europa Japéo China

160.000 190.000 t/ano  50.000 t/ano 80.000 t/ano

t/ano
Farmacos 39,5 23,1 34,0 5,2
Tabaco 15,8 2,5 53 7,3
Triacetato de - 14,4 - -
glicerina
Alimentacao 14,5 5,6 - -
Poliéster alcool 10,5 13,1 11,6 5,2
Tintas 9,2 131 19,5 49,0
Celofane 2,0 4,4 3,8 1,5
Dinamite 0,6 3,1 1,9 3,1
Pasta de dentes - - - 16,0
Cosméticos - - - 6,3
Miscelaneas 7,9 20,6 23,9 7,2

2.2.3- Aplicagdes do Glicerol

O glicerol é um produto com grande capacidade industrial, possuindo mais de
1500 aplicagbes, como principais consumidores destacam-se as inddstrias de
cosméticos, saboarias e farmacos, nas quais o glicerol é usado na forma bruta
(PIESKER et al., 2006).

Nos alimentos o glicerol é utilizado como aditivo alimentar em funcéo de suas

propriedades estabilizantes, antioxidantes, sequestrantes, emulsificantes e umectantes.
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Na Comunidade Européia, o glicerol esta registrado como aditivo de alimento, sem
limite de inclusdo (PIESKER et al., 2006). A legislagdo Norte-americana atribui ao
glicerol o status GRAS (geralmente reconhecido como seguro), quando usado como
aditivo alimentar segundo as boas normas de fabricacdo e alimentacdo inclusive na
alimentacdo humana (MENTEN et al., 2008). No Brasil, seu uso em produtos
alimenticios é assegurado pela Resolucéo de n° 386, de 5 de Agosto de 1999 (ANVISA,
2013).

Como produto farmacéutico sua aplicacéo se deve a sua alta viscosidade, o que
permite sua utilizacdo em xaropes, na composicao de capsulas, supositorios, anestésicos
e emolientes para cremes e pomadas, antibioticos e anti-sépticos (MORRISON, 1994;
ANVISA, 2013).

O glicerol é ainda empregado na industria terapéutica e em diagndésticos, na
producdo de resinas e poliésteres devido a sua reatividade polifuncional e também como
lubrificante na industria téxtil.

Apesar destas véarias aplicacdes mencionadas, a oferta de glicerol vem sendo
maior que a demanda, devido ao crescimento da producdo de biodiesel, tornando-se
necessaria a busca de alternativas para sua utilizacdo. Recentemente novas aplicacfes
do glicerol vém sendo descobertas, em que na forma parcialmente livre de impurezas,
pode ser utilizado como substrato para fermentacdo por varias espécies de micro-
organismos, com a finalidade de se obter produtos de alto valor agregado como
polimeros biodegradaveis, raminolipideos, biosurfactantes, dentre outros.

Neste contexto, o glicerol vem sendo investigado como a futura fonte de
carbono em processos microbianos para a obtencdo de bioprodutos. A Figura 2.4
apresenta varias rotas metabdlicas utilizadas por micro-organismos, nas quais o glicerol
é catabolisado podendo formar 1,3- propanodiol, acidos organicos, como acido acético,
acido citrico, &cido latico, etc.

A valorizacdo biotecnoldgica mais comum de glicerol refere-se a sua
conversao em 1,3-propanodiol, o qual pode ser aplicado como ingrediente na producgéo
de bioplasticos como poliésteres, poliéter e poliuretanos com excelentes propriedades
plasticas, sendo que 0os micro-organismos mais utilizados atualmente para este fim sdo
as bactérias Clostridium butyricum e Klebsiella pneumoniae (XIU et al., 2007; YANG
et al., 2009). Ayub et al, (2009), utilizando consércio microbiano contendo Klebsiella
pneumoniae obtiveram 22,84 g/L de 1,3-propanodiol a partir de 70 g/L de glicerol

residual proveniente da producéo de biodiesel de grau de pureza 80,93%.
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Figura 2. 4 - Vias metabdlicas de assimilacdo de glicerol por micro-organismos
e seus possiveis produtos.
Fonte: (RIVALDI et al., 2007)

Papanikolaou et al., (2011), estudaram a capacidade de producdo de 1,3-

propanodiol por C. butyricum e a maior concentragdo obtida do composto foi de 31-48
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g/L, utilizando 0,55 g/L de glicerol. Os mesmos pesquisadores obtiveram uma producéo
de 29,2 g/L de acido acético e 19,4 g/L de matinol a partir de 30 g/L de glicerol
utilizando Yarrowia lypolitica, enquanto Pichia membranifaciens sintetizou 28,4 g/L de
biomassa com uma concentracdo de 90 g/L de glicerol. Em outro estudo com Yarrowia
lypolitica foi possivel a partir de 40 g/L de glicerol, obter uma producéo de 21,6 g/L de
acido citrico (LEVINSON et al., 2007).

Além disso, o glicerol bruto tem sido empregado como um substrato para
producdo de outro metabolito microbiano, o lipideo microbiano. Papanikolaou et al,
(2011) também obtiveram como resultado acimulo de lipideos em meio com limitacao
de nitrogénio e concentracdo de 30 g/L de glicerol bruto, utilizando leveduras
apresentaram um acumulo de 22% (m/m), na qual a espécie Rhodotorula sp foi a mais
eficiente. E utilizando fungos o acumulo foi de 42,6% (m/m), ocorrendo predominancia
de acido linoléico.

Outra aplicacdo para o glicerol foi abordada por Pinheiro et al. (2009) e Ito et
al. (2005), que estudaram a producdo bioldgica de hidrogénio (H,) e etanol. O
hidrogénio é considerado uma fonte de energia limpa e o etanol uma fonte renovavel de
combustivel. No trabalho de Ito et al, (2005), os pesquisadores utilizaram o micro-
organismo Enterobacter aerogenes HU-101, obtendo bons rendimentos de etanol e
hidrogénio. Pinheiro et al, (2009) utilizaram Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli,
que apresentaram uma boa producdo de etanol a partir de glicerol chegando a produzir
respectivamente, 1,4 g/L de etanol em 5 horas de fermentacdo e 0,14 g/L de etanol em 7
horas.

Anténio et al. (2012) estudaram glicerol, glicose e manitol separadamente
como substratos carbbnicos para produzir biopolimero a partir da bactéria
Gluconoacetobacter hansenii, os resultados mostraram que na presenca de glicerol
ocorreu a maior conversdo de substrato em produto, com um rendimento de 36 g de
celulose/ 100 g de substrato.

Como se vé a utilizacdo de glicerol em processos fermentativos é promissora
tendo em vista a variedade de produtos alternativos obtidos, e por ser um substrato de
baixo custo contribui para o decréscimo do custo de producdo, auxiliando também na

destinagdo de residuos, minimizando problemas ambientais.
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2.3 - Producao de Biopolimeros

O crescente interesse por biopolimeros deve-se principalmente pela escassez e
alto preco do petréleo, além do impacto ambiental determinado pela sua extracdo e
refino, e uma vez que os polimeros sintéticos ndo sofrem degradacéo biologica (BRITO
etal., 2011).

Biopolimeros sdo polissacarideos de origem microbiana, também conhecidos
como gomas, exopolissacarideos (EPS) ou hidrocoldides, que tém a capacidade de
formar géis e solucbes viscosas em meio aquoso.

O termo “hidrocoléide” ¢ usado para todos os polissacarideos, obtidos de
plantas, algas marinhas e fontes microbianas, como também para as gomas derivadas de
exudados de plantas e biopolimeros produzidos por tratamento quimico ou enzimatico
do amido ou celulose (DICKINSON, 2003).

Segundo Bobbio e Bobbio (1992), os polimeros sdo moléculas muito grandes,
constituidas pela repeticdo de pequenas e simples unidades quimicas, denominadas de
mondmeros, unidos entre si por ligacbes glicosidicas, constituindo-se substancias de
alto peso molecular.

Os micro-organismos produzem polissacarideos de trés formas distintas:
intracelulares, integrantes da parede celular e extracelulares (exopolissacarideos ou
EPS). Os polissacarideos extracelulares, ou exopolissacarideos (EPS), podem, ainda, ser
classificados em dois tipos: cépsulas integradas com a parede celular (capsular) ou
gomas acumuladas no lado de fora da parede celular e difundidas no meio de cultura
(livres). Os EPS despertam maior interesse porque podem ser recolhidos diretamente do
meio para o qual sdo secretados (MOREIRA, 2002).

Os polissacarideos constituem uma importante percentagem da biomassa
fangica; a parede da hifa, por exemplo, contém mais de75% deste tipo de biomolécula
(SILVA et al., 2006). A biomassa esta relacionada a capacidade de sobrevivéncia do
micro-organismo em condicGes adversas do meio ambiente (MOREIRA, 2002). A
goma formada ao redor da parede celular desempenha diferentes papéis como, proteger
0 micro-organismo contra desidratacdo; servir de barreira contra virus; neutralizar
toxinas; atuar como fonte de carbono e energia; interagir com células de animais ou

plantas em relacGes especificas, simbidticas ou patogénicas (PACE, 1991).
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2.3.1- Caracteristicas dos Biopolimeros

Para os autores Bobbio e Bobbio (1992), os polissacarideos podem ser
provenientes de plantas terrestres, encontrados na propria estrutura (pectina, celulose e
amido), nas sementes (goma guar e locusta) ou exudatos (goma arabica); de plantas
aquaticas (agar, carragena e alginato); e de micro-organismos (xantana, dextrana e
gelana), conhecidos como biopolimeros microbianos.

A producéo de EPS microbianos tem sido objeto de intensa pesquisa, tendo em
vista seu elevado potencial de aplicacdo em diferentes setores, podendo ser obtidos a
qualquer época do ano, pois a producdo pode ser controlada cuidadosamente, nédo
dependendo das condigdes climaticas, falhas nas colheitas ou contamina¢do marinha,
que prejudicam a oferta e alteram o custo de producdo das gomas tradicionais.
(MAUGERI, 2001). Como também ha técnicas de genética molecular que permitem
obter polissacarideos microbianos com propriedades especificas, as quais ainda ndo sdo
possiveis nos vegetais.

Os biopolimeros possuem propriedades quimicas e fisicas Unicas ou superiores
as dos polissacarideos tradicionais, como por exemplo, a alta viscosidade, 0 maior poder
geleificante, a compatibilidade com uma grande variedade de sais em ampla faixa de pH
e temperatura, a estabilidade em elevadas concentracfes ionicas, a alta solubilidade em
agua e, também, a acdo sinérgica com outros polissacarideos (SEVIOUR, 1992;
SUTHERLAND, 2001; SELBMANN, 2002).

Segundo Born (2002) o uso de biopolimeros em solugdes aquosas na industria
é devido, principalmente, por serem multifuncionais, isto €, possuem uma combinacéo
de propriedades que sdo essenciais para definir sua aplicacdo final. A caracteristica mais
importante é sua capacidade de modificar as propriedades aquosas do meio, isto €, sua
capacidade de espessar, emulsificar, flocular, intumescer e/ou formar géis, filmes e
membranas.

As gomas ou hidrocol6ides sdo amplamente utilizados como aditivos na
tecnologia de alimentos, pois melhoram a textura, retardam a retrogradacdo do amido e
aumentam a retencdo de umidade (ROJAS et al., 1998).

A incorporacdo de hidrocoloides, em solucbes de amido, modifica as
propriedades reologicas e aumenta a viscosidade das solucdes. Por este motivo, as
gomas sdo utilizadas para estabilizar produtos como pudins e sobremesas
(SUDHAKAR et al., 1996).
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Biopolimeros produzidos por fungos ainda ndo foram adequadamente
explorados e poucos tém sido produzidos em escala industrial, varios destes
biopolimeros apresentam propriedades reoldgicas que sdo valiosas para emprego
industrial (BARBOSA et al., 2004).

Uma possibilidade de aplicacéo destes biopolimeros é na saude humana, varias
pesquisas sobre polissacarideos fangicos tém se concentrado em aplica-los como
agentes antitumorais (MAZIERO et al., 1999; HWANG et al., 2003).

2.3.2- Micro-organismos Produtores de Biopolimeros

Os principais biopolimeros encontrados no mercado sdo as gomas xantana e as
dextranas. As primeiras representam a maior parte do mercado, sendo aplicadas como
aditivos em alimentos: estabilizantes de suspensdo liquidas e emulsificante.

A Tabela 2.3 apresenta as gomas de origem microbiana mais utilizadas nas
areas industriais (ASHTAPUTRE et al., 1995).

Tabela 2. 3 - Gomas microbianas e suas aplica¢6es industriais (ASHTAPUTRE et al.,

1995).
Gomas Micro-organismo Aplicacbes
Industriais
Espessante,
: emulsificante,
Xantana Xanthomonas campestris o
estabilizante, agente
de suspensao
Acetobacter sp.

Leuconostoc mesenteroides
Dextrana Expansor sanglineo
Streptococcus mutans

Curdlana Alcaligenes faecalis Agente gelificante
Gelana Sphingomonas elodea Agente gelificante
Pululana Aureobasidium pullulans Material plastico

Por possuir propriedades funcionais interessantes, como elevada viscosidade

mesmo em baixas concentragdes, um dos biopolimeros mais produzidos do mundo é a
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goma Xantana, sintetizada pela bactéria Xanthomonas campestris. Este
heteropolissacarideo  possui estrutura priméaria com repetidas unidades de
pentassacarideos, formados por duas unidades de glicose, duas unidades de manose e

uma unidade de acido glucurdnico, como mostra a Figura 2.5.

CH,OH
CH3CDOEH2

Figura 2. 5 - Estrutura do polissacarideo extracelular formado pela Xanthomona
campestris.

Fonte: COLOGROVE, 1983.

A goma curdlana, sintetizada por Alcaligenes faecalis é capaz de formar dois
tipos de géis de acordo com a temperatura de aguecimento, sendo utilizada para
modificar ou estabilizar propriedades fisicas do produto (YUKIHIRO, 1991). Por ser
bem tolerada pelo organismo humano, a goma dextrana é muito utilizada no campo
médico-farmacéutico, em procedimentos que envolvem transfusdo de sangue e na
construcdo de géis transportadores de drogas (MOSCARDINI et al.,2000 ).

A goma gelana é um heteropolissacarideo sintetizado pela bactéria
Sphingomonaselodea, também conhecida como Pseudomonas elodea. A familia das
gelanas é constituida pelas gomas gelana, welana e ransana. A welana e ransana néo
formam géis e produzem solucBes altamente viscosas e termoestaveis (LOPES et al.,
1995).

Entre os polissacarideos fangicos com aplicacdo comercial podem ser citados a

escleroglucana e pululana.
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A pululana, é uma a-glucana produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans, é
uma goma muito utilizada em pocgos de petréleo por ser um fluido pseudoplastico.
Outras aplicacdes se valem de seu comportamento como excelente adesivo, espessante,
estabilizante e agente de revestimento. Quando incorporada a dieta humana promove o
crescimento seletivo de Bifidobacterium sp nos intestinos (PICTON et al., 1995). E
pesquisas indicam que este biopolimero apresenta potencial de uso em produtos das
linhas diet e light (CHI & ZHAO, 2003).

Pode-se citar ainda o biopolimero clairana, que entre outras aplicacdes,
também apresenta potencial de uso em produtos das linhas diet e light. Este
polissacarideo é produzido a partir do fungo Beijerinckia sp. 7070.

O fungo Phlebia radiata, um degradador ativo da madeira, produz o
polissacarideo extracelular glucana, cuja estrutura quimica foi determinada por Krcmar
e colaboradores. Outros fungos produtores de glucanas extracelulares podem ser
citados, como Alternaria solani, Amanita muscaria, Aspergillus nidulans,
Aureobasidium pullulans, Botryosphaeria rhodina7 , Botryosphaeria sp., Botrytis
cinérea, Claviceps purpurea, Epicoccum nigrum, Microdochium nivale, Paecylomycees
lilacinus, Pestalotia sp., Phanerochaete chrysosporium, Phytophthora parasitica,
Phlebia radiata, Phoma herbarum, Pleurotus tuber-regium, Poria cocos, Schizophyllum
commune, Sclerotium glucanicum e Tremella menseterica (SILVA et al., 2006).

Um dos polissacarideos produzidos por fungos que pode ser aplicado como

agentes antitumorais sdo as glucanas (SILVA et al., 2006).

2.3 - Processos de Fermentacao

Na conducdo de uma fermentacdo, na primeira etapa multiplica-se o micro-
organismo em quantidade suficiente e tempo necessarios para uma 6tima producao,
depois 0 mesmo é transferido para um meio contendo alguns sais inorganicos, nos quais
as células se adaptam as novas condicdes da fase de producio (GARCIA-OCHOA et
al., 2000).

Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com o modo de
cultivo, podendo ser em superficie ou em profundidade. Fermentacdo em superficie é
aquele no qual tanto o crescimento do micro-organismo como a formacgéo do produto
acontecem em meio solido ou semi-solido. Na fermentacdo em profundidade, o
crescimento do micro-organismo e a formacdo do produto se desenvolvem submersos
em meio liquido (REGULY, 2000).
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O meio fermentativo deve conter fonte de carbono, nitrogénio e minerais para
o desenvolvimento das células. Os carboidratos sdo as principais fontes de carbono e
energia, sendo a glicose a mais facil e amplamente utilizada, seguida por frutose,
manose e galactose (GADD, 1988). O nitrogénio é um constituinte importante para as
células, sendo necessario a formacdo de aminoacidos e acidos nucléicos. Os minerais
como hidrogénio, oxigénio, fésforo, enxofre, potéssio, célcio, magnésio, manganés,
sodio, ferro, etc sdo importantes para as fungdes estruturais e fisiologicas dos micro-
organismos (PEREIRA et al., 2008).

A agitacao e a aeracdo em frascos agitados sdo conseguidas pelo movimento de
rotacdo ou acgdo reciproca dos agitadores. Em fermentadores em escala piloto ou
industrial, a aeracdo e agitacdo sdo proporcionadas por meio de ar comprimido e por

dispositivos mecanicos.

2.3.1 - Parametros Importantes para Producéo de Biopolimeros

Para a producdo de biopolimeros sdo varios 0s parametros importantes para
otimizacdo do processo, podemos citar pH, temperatura, taxa de agitacdo e aeracao,
suprimento de nitrogénio e concentracdo de substrato.

Os valores de pH e temperatura usualmente recomendados para a produgéo de
gelana e para a maioria das fermentacdes para producdo de biopolimero variam de 6,5 a
7,0 e 30°C, respectivamente (KANG et al., 1982).

Geralmente para producdo de goma, como por exemplo, a goma xantana, o pH
neutro é Gtimo para o crescimento do micro-organismo, sendo que este decresce para
5,0 durante a producéo, devido aos grupos acidos presentes no polimero.

FARIA (2002) diz que no processo de producdo de polissacarideos deve-se
considerar desde o micro-organismo em estudo até a determinagdo dos parametros de
agitacdo, excesso ou auséncia de carboidratos e volume de in6culo, em que se destaca o
meio de producdo e sua influéncia na sintese, no rendimento e na composicédo dos EPS.

SUTHERLAND (2001) afirma também que o rendimento e a qualidade do
biopolimero dependem da composicdo do meio, da linhagem e das condigdes de
fermentagdo utilizadas.

O suprimento de oxigénio € requerido para micro-organismos aerobicos, sendo
um requisito para a eficiente producdo do biopolimero e uma boa produtividade, uma
vez que ocorre grande aumento da viscosidade do meio ao longo da fermentagéo
(WOICIECHOWSKI, 2001).
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Assim como a aeracdo fornece oxigénio aos micro-organismos, a agitacao
também tem esse objetivo fundamental, para que 0s micro-organismos possam exercer
suas atividades metabdlicas e também para manté-los em suspenséo.

A agitacdo é importante ndo apenas na producdo de células, mas também tem
influéncia na formacdo do produto, sendo por isso, essencial o controle da agitacdo
adequada a ser fornecida.

Sabe-se também que sob velocidade de agitagdo constante, a proporcdo entre o
volume do liquido e o volume do frasco (VI/Vf) e até a forma do frasco influéncia na
taxa de transferéncia de oxigénio (REGULY, 2000).

Desta forma, quando ndo se tem injecéo de ar, a eficiéncia do suprimento de ar
é determinada pela velocidade de agitacdo, volume livre e forma do frasco. Assim, estes
parametros influenciam nas respostas das fermentag6es para producédo de biopolimeros.

As condicdes de crescimento do micro-organismo afetam a cinética, a
eficiéncia de producdo, o peso molecular e a estrutura do biopolimero produzido. O
crescimento e a formagédo do produto estéo relacionados, determinando a operagéo mais
econémica. A velocidade e eficiéncia de formacdo de polimero sdo influenciadas pela
natureza dos fatores limitantes de crescimento, assim como por outras variaveis
ambientes como oxigénio dissolvido, pH e temperatura (PACE, 1991).

Os ingredientes utilizados no meio fermentativo, como agua, fontes de energia,
carbono, nitrogénio, elementos minerais, e oxigénio, como também a quantidade dos
mesmos, sdo parametros que influenciam no processo de producéo de polissacarideos.

Para alguns micro-organismos, a fonte de carbono determina a quantidade de
polissacarideo formado, bem como a qualidade do produto sintetizado. Como fontes de
carbono podem ser citadas preferencialmente glicose e sacarose (SUTHERLAND,
2001). Outras fontes tém sido sugeridas, tais como o glicerol, soro de leite, casca de
café, bagaco de mandioca, etc (WOICIECHOWSKI, 2001).

Jé se sabe que para producdo de xantana, 0 meio padrdo deve conter fonte de
nitrogénio, fonte de carbono, ions fosfato e magneésio, e elementos tragos, e como a
bactéria Xanthomonas campestris é estritamente aerdbica, o oxigénio &, portanto,
requerido para o crescimento e producdo de xantana (BORN et al., 2002).

A reposicdo de meio fermentativo ao longo da producdo pode ser necessaria ou
ndo. Repor os nutrientes pode ser favoravel, fazendo com que o micro-organismo

produza mais goma, em contrapartida, pode ser que 0 mesmo produza biopolimero em
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condi¢des ambientes extremas, isso faz com que a reposi¢cdo de meio néo seja favoravel
para a producdo de goma.

No que diz respeito ao tempo de fermentacdo, um tempo muito longo pode ser
Otimo para a quantidade de biopolimero formado, mas ao mesmo tempo pode interferir

na qualidade do mesmo, afetando suas fibras e consequentemente sua viscosidade.

2.3.1 - Processos de Fermentacdo para Producao de Biopolimeros

Ivanov et al.,, (2009) utilizou fungo L. theobromae para producdo de
biopolimero, os ensaios foram realizados com agitacdo, em erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultivo, o qual teve seu pH ajustado para 6,0 e €
constituido de glicose como fonte de carbono, extrato de levedura, fosfato de potassio
dibasico e sulfato de magnésio, utilizando um fluxo de ar de 0,8 vvm e 30°C de
temperatura. Neste estudo o pesquisador obervou que aumentando a concentragdo de
substrato de 20g/L para 60 g/L na condi¢cdo de maior agitacdo, o aumento de
produtividade foi de 2,9 vezes ao observado na mesma condi¢éo de menor agitagéo.

Utilizando a bactéria Beijerinckia sp. 7070, incubadas por 24 horas, Moreira et
al (2002) para a produgdo do biopolimero utilizou em meio liquido as fontes extrato de
levedura, fosfato de potassio dibasico, sulfato de magnésio, triptose e sacarose. A
fermentacdo aerdbica em batelada ocorreu em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL
do meio, com agitacdo de 180 rpm e a 24 °C. A maior viscosidade encontrada foi a do
biopolimero de fibra longa ap6s 72 horas de fermentacéo.

Berwanger (2007), utilizou Sphingomonas capsulata, a producdo das células
foi realizada em meio liquido, em duas etapas, primeiramente preparando-se um pré-
indculo. Para sintetizar o biopolimero a fermentacdo foi realizada utilizando melaco
bruto, melaco pré-tratado e extrato aquoso de residuo de proteina de soja, com agitagdo
de 208 rpm, a 28°C de temperatura, em 72 horas. Os pesquisadores concluiram que o
melaco pré-tratado 8% apresentou as maiores produtividades.

Luvizetto (2007), cultivou a bactéria Bacillus megaterium para a producdo do
biopolimero poli (3-hidroxibutirato), utilizou como fonte de carbono a sacarose e fonte
de nitrogénio o sulfato de amonio para producdo do biopolimero, o pH do meio foi
ajustado para 7 em todos os ensaios, com 160 rpm de agitagédo, temperatura de 30°C,
por um periodo de 18 horas de pré-indculo, e depois 5 horas de fase de crescimento

exponencial. Observou-se que esta bactéria foi capaz de produzir grandes quantidades
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deste biopolimero sem limitacGes de nitrogénio, e que existe uma forte relacdo entre pH
do meio e acumulo do poli (3-hidroxibutirato).

Para otimizagdo da producédo de biopolimero por Candida lipolytica, Sarubbo
(1997) utilizou 6leo de babacu e glicose como fonte de carbono. Primeiramente o
inoculo foi incubado em meio solido, em seguida transferido para frascos meio liquido,
e incubado sob agitacdo por 24 horas a 150 rpm. As fermentagdes para produgdo do
biopolimero foram realizadas em frascos com 1000 mL de capacidade contendo 300 mL
do meio sob agitacdo de 150 rpm durante 144 horas, a temperatura de 27°C. O
pesquisador estudou duas linhagens, Candida lipolytica 1055 e 1120, concluindo que o
pH do meio apresentou-se de forma semelhante para ambas as amostras, mas a amostra
1120 apresentou menor producédo de biopolimeros.

De uma maneira geral, podemos observar que cada processo de fermentacao
para producdo de biopolimeros possui suas condi¢cdes 6timas, dependendo do meio de
cultura, o tipo de micro-organismo utilizado, a forma dos frascos, a agitacéo, 0 excesso

de substrato, etc.

2.4 - Técnicas de Caracterizacdo de Biopolimeros

Atualmente progressos significativos em relacéo a identificacdo, caracterizagao
e utilizacdo de polissacarideos sintetizados por micro-organismos vem sendo
observados (PADILHA, 1997).

Conhecer as propriedades dos biopolimeros, como a viscosidade e o0
comportamento reoldgico sdo necessarias para o direcionamento de suas aplicagdes
industriais, servindo para predizer em quais produtos podem ser utilizados
(SCAMPARINI et al., 1997).

Os polimeros podem ser avaliados de acordo com suas propriedades
reoldgicas, viscosidade e viscoelasticidade, uma vez que estas propriedades determinam
a qualidade do polimero (AMANULLAH et al., 1996).

Vaérios tipos de rebmetros e viscosimetros, modelos matematicos, medidas do
comportamento viscoelasticos de fluidos, otimizagdo de resultados dos ensaios
reoldgicos, etc, sdo objeto de estudo da reologia.

A reometria consiste em técnicas experimentais para medir propriedades
reologicas (relacdo entre tensdo e taxa de cisalhamento) de polimeros fundidos,
utilizando como equipamento, os redmetros. A viscosidade é medida em viscosimetros,

um tipo muito utilizado é o Brookfield, pela facilidade de manuseio.
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Reologia é a ciéncia que estuda a maneira como 0s materiais se deformam. Os
fluidos podem ser classificados como Newtonianos ou N&o-Newtonianos, conforme o
comportamento da viscosidade em relacdo a taxa de cisalhamento aplicada.

Assim, o conhecimento de alguns conceitos tais como, viscosidade,
comportamento Newtoniano e ndo-Newtoniano, é importante para o entendimento da
caracterizagdo dos biopolimeros (LEWIS, 1993)

O estudo da viscosidade € um ramo da reologia, € uma propriedade definida
como a medida da resisténcia que um fluido apresenta para fluir ou escoar, portanto,
fluidos altamente viscosos requerem maior forca para se mover do que materiais menos
viscosos (LEWIS, 1993; MOTT, 1996). A viscosidade esta relacionada com as forgas
intermoleculares, sendo seu estudo muito importante, pois permite conhecer o
comportamento dos materiais em diferentes faixas de temperatura, pH e pressdo durante
a producao, transporte e armazenagem, etc. (TAVARES, 2013).

Na prética, para uma dada temperatura, a viscosidade dos fluidos Newtonianos
permanece constante, indiferente de qual modelo de vicosimetro, spindle (cilindros
concéntricos utilizados para aplicacdo da taxa de cisalhamento pelo Re6metro) ou
velocidade seja usada para medi-la, ou seja, viscosidade independe da taxa de
cisalhamento na qual é medida. Quando a viscosidade dos fluidos muda conforme se
varia a taxa de cisalhamento, os fluidos sdo n&o-Newtonianos. Os fluidos né&o-
Newtonianos classificam-se em pseudoplasticos, os dilatantes e os plasticos (LEWIS,
1993; MOTT, 1996).

Para os pseudoplasticos, a viscosidade diminui com o aumento da taxa de
cisalhamento, o que é também chamado de cisalhamento fino ou shear-thinning. Ja para
os dilatantes, a viscosidade aumenta com o aumento da taxa de cisalhamento, sendo
referido também como comportamento de fluxo shear-thickening (LEWIS, 1993;
MOTT, 1996). Os fluidos plasticos apresentam comportamento semelhante aos
pseudopléasticos, mas necessitam de uma tensdo de cisalhamento minima para iniciar o
escoamento.

Na industria de alimentos, os biopolimeros utilizados como espessantes
requerem que, em baixas concentracOes gere uma alta viscosidade, promovendo a
suspensdo das particulas. Além disso, os produtos alimenticios devem possuir fluidez ao
serem agitados, portanto, a viscosidade deve decrescer sob agitacdo, mas recuperar-se

logo apds qualquer tensdo de cisalhamento aplicada.
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Assim, é de imensa importancia conhecer o comportamento reologico de um
biopolimero, uma vez que esta avaliagdo nos mostra a qualidade do mesmo e qual

podera ser sua aplicacao.
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4 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos os procedimentos adotados durante o
desenvolvimento deste trabalho.

4.1- Micro-organismos

Neste trabalho foram testados quatro diferentes fungos coletados de arvores,
frutos e cascas do cerrado do Triangulo Mineiro: Monilia sitophila, Mucor racemosus
Fresenius, Fusarium sp, e Acremonium sp. Estes micro-organismos foram testados
visando escolher o melhor produtor de goma.

Os fungos foram identificados pela Fundacdo André Tosello de Pesquisa e
Tecnologia (Campinas, SP-Brasil) e Laboratério Exame (Uberlandia, MG-Brasil), por
testes bioguimicos de taxonomia convencional. Esta metodologia é baseada na analise
comparativa de caracteristicas diferenciais de morfologia, fisiologia e metabolismo
bioquimico da linhagem teste com dados das especies de referéncia descritas na
literatura (FISCHER, 2014).

4.2— Fonte de Carbono
Utilizou-se como principal matéria-prima glicerol comercial (Vetec, Rio de

Janeiro, Brasil) com pureza de 99,5%.

4.3— Meio de Cultivo e Manutencdo em Meio Czapeck (Condic¢des Iniciais)

Os fungos foram cultivados em placas Petri contendo o meio Czapeck (pH=6)
com a seguinte composicdo em g/L : Glicose- 20, Nitrato de sodio 2,0, Fosfato dibasico
de potassio 1,0, Sulfato de magnésio 0,5, Cloreto de Potéssio 0,5, Sulfato Ferroso 0,01,
Agar-Agar 20. O meio preparado foi esterilizado a 110°C e 1 atm por 20 minutos. A

incubacdo foi realizada a 28+1°C por 120 horas.

4.4 — Meio de Cultura

O meio de cultura (M) adotado e empregado em todos 0s experimentos
apresentou a seguinte composi¢do em g/L: glicerol; K;HPO4 0,5, KH,PO,4 1,4, NH4NO3
1,0, MgSO,.7H,0 1,0, CaCl,.H,O 0,02, MnSO4.H,0O 0,03, extrato de levedo 2,0 (em
alguns experimentos houve variagdes nesta quantidade). O pH foi ajustado para 6,5 com

posterior esterilizagdo a 110°C e 1atm por 20 minutos.

39



4.5— Testes Preliminares: Producdo de Goma em Erlenmeyers

4.5.1- Selecéo das Linhagens

Para escolha da linhagem, os experimentos foram realizados em frascos
Erlenmeyers com capacidade de 500 mL. A quantidade de meio de cultura (M)
adicionada em cada erlenmyer foi de 100 mL e 25 g/L de glicerol. A quantidade de
inéculo empregado correspondeu a adicdo do equivalente a duas hastes de Hoffman
contendo os micro-organismos ¢ 0,18 g/L). As fermentacbes ocorreram por 7 dias em
mesa oscilatoria a 100 rpm e temperatura ambiente 30 + 3°C. Utilizou-se 120 horas

como idade do inoculo.

4.5.2 - Ensaios Preliminares Visando a Otimizacdo das Variaveis Relacionadas a
Producéo de Biopolimero

Os experimentos desenvolvidos nesta etapa seguiram a mesma sistematica
descrita no item anterior (item 4.5.1) em termos do tipo de frasco, quantidades de meio
de cultura e inoculo, agitacdo e temperatura do processo. As varidveis avaliadas nos
ensaios desta etapa seguiram uma sequéncia cronoldgica, sendo elas: concentragao
inicial de glicerol; tempo de fermentacdo; tempo de cultivo do indculo em meio
Czapeck; ensaios com aeracdo continua; avaliacdo da reposicdo de meio durante a
fermentacdo; avaliacdo da vazdo de aeracdo fornecida em vvm; avaliacdo da influéncia
da aeracdo aplicada em duas fases no crescimento celular e na producdo do
biopolimero; avaliacdo do efeito da adicdo de extrato de levedura sobre a producdo de
goma e avaliacdo da producéo de goma sem adi¢éo do glicerol.

Os valores das varidveis estudadas foram adotados de acordo com dados da
literatura.

O esquema abaixo mostra todos os detalhes das sequéncias de estudos descritos
anteriormente.

As varidveis adotadas como resposta para todos os experimentos estudados
foram: concentragdo de biopolimero e consumo de glicerol. Nos experimentos com

aeracdo foi feita correcéo para o volume final de 100 mL.
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Testes Preliminares

l

10

Determinacédo da concentracao de glicerol: Testadas concentracdes de
25, 50, 100 e 125 g/L. Tempo de operacgdo de 7 dias. (Ensaios sem aeracao)

Determinagéo do tempo de cultivo do
inéculo em meio Czapeck:

Tempos de cultivo do in6culo adotados -
48, 72, 96 e 120 horas.

\zo

| «

Ensaios com aeracéo:
Em cada erlenmyer testou-se uma aeragado
acima do meio de cultivo com 6 vvm. O ar foi
fornecido desde o primeiro dia de processo.

Determinacao do tempo de fermentacéo:
Tempos de fermentacéo adotados- 48, 72,
96, 120, 144 e 168 horas
(Ensaios sem aeracao)

Avaliacéo da vazéo de ar na fermentacao:

Foram testados as seguintes vazfes de ar
(wwm): 1, 2,3 e4vvm.

Avaliacdo da reposicédo de meio e
agitacdo durante a fermentacao:
Utilizou-se 1 vwm.

- Com agitacdo: com e sem reposi¢cdo de
meio fermentativo para tempos de
processo de 48 e 96 horas.

- Sem agitacdo: com e sem reposicdo de
meio fermentativo para tempos de
processo de 48, 96 e 144 horas.

Avaliacdo da influéncia da aeragéo na
fase de crescimento celular e na fase de
producgdo da goma em niveis
diferenciados de aeracéo:

Teste com 24 horas sem aeragdo+ 72
horas com aeracao (total de 96 horas)
com4e 2 vvm.

Nova avaliacio para concentracéo de
glicerol:

Como todas as variaveis de processo
foram anteriormente otimizadas foram
testadas novamente as concentracoes de
25, 50, 100 e 125 g/L.

Avaliaco do efeito da adigdo de extrato
de levedura sobre a producdo de goma:
Diferentes concentragdes de extrato de
levedura foram avaliadas: 0; 0,5; 1; 2; 2,5,
3edglL.

\5

Perfil cinético do biopolimero formado
em erlenmeyer
Foi empregado a melhor vazao de ar
obtido no teste 6 e 8, com 24 horas sem
aeragdo+ 72 horas com aeracdo avaliou-
se o perfil cinético nos tempos de processo
de 24, 48, 60, 72 e 96 horas.

11°

Avaliacdo da producéo de goma sem
glicerol:

Na auséncia de glicerol e com as
condicdes otimizadas anteriormente, este
ensaio foi realizado variando-se as
concentracdes de extrato de levedura (2,5;
3edgl).
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4.6 - Producédo de Goma em Fermentador

Ap0s otimizacdo das varidveis (tempo de cultivo de indculo, concentragdo de
glicerol, nivel de aeracdo, agitacdo 100 rpm, vazdo de ar e tempo de fermentacao) foram
realizados ensaios cinéticos em fermentador Biostat-B para avaliar o desempenho do
fungo na producdo do biopolimero. O experimento foi realizado em fermentador
Biostat-B com 2 L de capacidade, contendo 1L de meio de fermentacdo, com
coeficiente volumétrico de transferéncia de ar (Kja) de 8 h™ na Fase de crescimento e de
14 h™* na Fase de Producdo. A Figura 4.1 ilustra o fermentador usado para conduzir 0s

experimentos.

Figura 4. 1- Foto do fermentador Biostat-B utilizado para realizar os ensaios.

Para acompanhamento do processo foram avaliados quantidade de goma
formada, consumo de glicerol (em porcentagem %), concentracdo celular, concentracéo
de oxigénio dissolvido, comportamento reolégico do biopolimero produzido,
espectroscopia na regido de infravermelho da goma.
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4.7 — Determinacdo do Coeficiente de Transferéncia de Oxigénio (Ka)

O procedimento adotado para coleta de dados de oxigénio dissolvido no meio
de producgéo ocorreu na auséncia do inoculo, com prévia afericdo do eletrodo seguida de
medic¢des sucessivas ateé atingir a saturacdo do meio (BORZANI, 2001). Os dados foram
tratados por meio de regressdo mdultipla usando o software OriginPro 8.0. A Equacao (1)

abaixo descreve a variagdo da concentracao de oxigénio dissolvido com o tempo:

% =kla(C*—C)
1)
Sendo: C* - concentracao de oxigénio dissolvido na saturagdo (mmol/L), e
C- concentracao de oxigénio dissolvido no instante t (mmol/L);
A solucdo do sistema fornece:
=" ap t=t
J;:u m= J;:D Kla(C*— ()
)
Rearranjando e integrando a Equacdo acima, tem-se:
111(1 —%) =—Kla.t
©)

O coeficiente angular da reta fornece o valor do Kja.

4.8 — Recuperagao e Purificacdo da Goma

Visando a recuperacdo da goma o mosto fermentado foi diluido em &gua na
razdo de 1:1 e processado em centrifuga Beckman Coulter Avanti J-25, para retirada das
células, a 18900 g por 30 minutos (FARIA, 2009).

O sobrenadante foi filtrado a vacuo em sucessivas membranas de acetato de
celulose (Millipore) com porosidades de 20 e 0,8 um e o polimero recuperado por
precipitacdo com etanol. Para 10 mL do mosto diluido centrifugado, adicionou-se 30

mL de etanol absoluto, obtendo dessa forma, sob agitacdo a goma (FARIA, 2009).
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Figura 4. 2 — Goma apds precipitacéo.

Para purificagdo da goma, esta foi lavada com solucdes de etanol absoluto em
concentracdes crescentes iguais a 70%, 80%, 90%, o qual permaneceu em contato por
cerca de 10 minutos. A secagem do produto foi realizada em placas de Petri com peso
conhecido, recobertas com filme pléstico perfurado e mantido a temperatura de 30+1°C
por 24 horas (FARIA, 2009).

Apds secagem a goma foi pesada para determinacdo da quantidade de goma

formada em g/L.

4.9 — Analises Quantitativa

A Figura 4.3 representa a sequéncia analitica percorrida pelas amostras na

forma de fluxograma.

44



30 mL do mosto Centrifuga
18900g-30min

h 4

fermentado
diluido

Filtrag3o 2 vacuo

membranas20 e

0.8um < I Sobrenadante Sedimentado

4 Y Y
10 mL do mosto+ | Diluigdo 1: 1000 | Célulasforam
30 mL etanol lavadas 3 vezes

Y

A 4 Espectrofotoméatro T

Gomarecuperada 2600 nm Secagememestufz a
80°C por 24 horas

A4

Gomaztransferidz parz placade peso

conhecido

A4

Seczgem atemperaturade 30£1°C por
24horas

Figura 4. 3 — Esquema do procedimento analitico percorrido pelas amostras apos
fermentacao.

4.9.1 - Determinacéo da Quantidade de Glicerol Consumido

O consumo de glicerol foi calculado utilizando kits de detecgdo de triglicérides
da marca DOLES, seguindo as orientagdes do fabricante. Antes de se proceder as
analises foi feita a curva de calibracdo do Kit, a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro Genesys- modelo 10UV a 600 nm (Apéndice 1).

Para determinagdo da quantidade de glicerol consumido, o sobrenadante foi
diluido 1:1000 em &gua destilada. Em seguida, acrescentou-se 1mL do Kit em 1mL da
amostra diluida, para analise no espectrofotbmetro a 600 nm.

Assim, a quantidade de glicerol consumido foi determinada pela seguinte

equacao (4):

Gi — Gf
0GC = [T] = 100
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(4)
Sendo %GC- porcentagem de glicerol consumido, Gf- Concentracao final do

glicerol (g/L), Gi- Concentracao inicial do glicerol (g/L).

4.9.2 — Determinagdo da Biomassa por de Massa Seca

O mosto foi diluido 1:1 em &gua e as células foram separadas por centrifugacéo
em centrifuga Beckman Coulter Avanti J-25 a 18900 g por 30 minutos. Em seguida, o
sedimentado (células) foi lavado, por trés vezes, em agua destilada para completa
eliminacdo dos componentes do meio e dos metabolitos (FARIA, 2009).

Apds a lavagem das células a biomassa umida foi transferida para um béquer
previamente seco e de peso conhecido. Este béquer foi colocado em estufa a 80°C por
24 horas para secagem das células a peso constante, sendo portanto calculada a massa
seca de células em g/L (FARIA, 2009).

4.9.3 - Avaliacdo do Comportamento Reoldgico da Goma Formada no Biorreator

A reologia da goma foi obtida preparando uma solucdo polimérica a 0,5%,
0,75% e 1%. Esta solucdo foi preparada apds a secagem da goma em temperatura
ambiente. Esta foi triturada e hidratada. O preparo das solugdes ocorreram sob agitacdo
magnética durante, aproximadamente 10 horas (FARIA, 2009).

A reologia foi determinada utilizando um redmetro Brookfield RVDVIII,
acoplado a um banho-maria, marca Brookfield, modelo TC-502P, utilizando-se o
adaptador para pequenas amostras, spindle 18. Seguindo o modelo de Ostwald de
Waele, ou power-law, foram utilizados os dados de tensdo cisalhante, medidos a partir
de taxas de deformacéo.

As unidades de medida utilizadas foram: Pa.s para viscosidade aparente e

1/segundo (s™) para taxa de cisalhamento.

4.9.4 — Espectroscopia na Regido do Infravermelho da Goma Produzida no
Biorreator

O espectro de infravermelho (IV) foi uma metodologia adotada para detectar
similaridades ou diferencas entre as estruturas quimicas das gomas produzidas e da
goma xanthana comercial (padrdo). Esta andlise foi realizada com amostra da goma

produzida no laboratorio pelo biorreator e com a amostra da goma xanthana comercial.
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O método consiste na utilizacdo de espectro de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) gravadas com Bruker Equinox 55, equipado com um
detector KBr DLATGS. Cada anélise foi feita realizando 100 leituras no intervalo de
comprimento de onda de 4000-400 cm™, com resolugo de 4 cm™. O pé puro diluido, de
cada uma das gomas, foi prensado em discos de KBr (cerca de 5% m/m) e utilizados
para a analise de vibracGes esqueléticas. O software (OPUS / IR ) fornecido pela Bruker
foi utilizado para as andlises.

A espectroscopia de infravermelho fornece informacg6es sobre as caracteristicas
estruturais das moléculas e grupos funcionais presentes nas amostras.

Os espectrogramas da goma produzida e da goma xanthana comercial foram
Uteis para a comparacao dos picos presentes nos graficos e, assim, obter uma prova de

identificacdo das estruturas moleculares dos compostos.

4.9.5 — Composicdo Quimica do biopolimero

A composicdo quimica do biopolimero formado foi realizada gentilmente pelo
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana.

4.9.5.1- Determinacdo dos Monossacarideos Neutros

Para determinacdo da composicdo monossacaridica das fragdes em termos de
acucares neutros as amostras foram hidrolisadas com acido trifluoracético 2 M em duas
condicdes, durante 8h a 100 °C ou por 2h a 120 °C. Para cada condi¢do de hidrélise
foram realizadas 4 repeti¢fes. Ao término da hidrélise o excesso de acido foi removido
por evaporacdo (BIERMANN, 1989). Apo6s a hidrdlise 4cida total, os monossacarideos
foram solubilizados em agua destilada e reduzidos pela adicdo de cerca de 10 mg de
boroidreto de sdédio por 16h a 4 °C (WOLFROM; THOMPSON, 1963b).
Posteriormente, foi adicionada resina catidnica fortemente acida para remocao dos ions
Na+. As solucGes foram filtradas e o solvente evaporado a vacuo. Adicionou-se 1 mL
de metanol para remog&o do &cido bérico e o borato de metila formado foi evaporado a
vacuo. Este processo foi repetido por trés vezes. Os alditois formados foram acetilados
pela adicdo de 0,5 mL de anidrido acético e 0,5 mL de piridina, em tubos vedados,
permanecendo durante 12 horas a temperatura ambiente (WOLFROM; THOMPSON,

1963a). A reacdo foi interrompida pela adicdo de gelo, sendo a seguir procedida a
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extracdo dos acetato de alditois, através da adicdo de cloroformio e posterior eliminagéo
de piridina em tratamentos sucessivos com sulfato de cobre 5% e agua destilada. Apds a
evaporagdo do solvente, os acetatos de alditois formados foram submetidos a
cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) para
determinacdo da composicdo dos monossacarideos neutros. A composicdo

monossacaridica foi calculada como média das 8 analises.

4.9.5.2- Determinacéo do Teor de Monossacarideos Acidos (Acidos Uronicos)

Para determinacdo do teor de monossacarideos acidos (&cidos urdnicos) a
dosagem de &cidos urénicos foi realizada pelo método de Blumenkrantz e Asboe-
Hansen (1973), tendo como solucdo padrdo acido galacturdnico nas concentracdes de

10-100 pg/mL e leitura em 520 nm. Foram realizadas 8 repeticoes.
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5- RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos na etapa experimental sdo apresentados neste capitulo,
bem como as discuss@es pertinentes em cada caso. Em primeiro lugar sdo mostrados 0s
resultados referentes a selecdo de linhagens. Num segundo momento sdo discutidos 0s
resultados dos estudos das variaveis para producdo do biopolimero. E por ultimo é

realizada uma avaliacdo do perfil cinético da producao de biopolimero em biorreator.

5.1- Testes Preliminares

5.1.1- Selecdo da Linhagem Produtora de Biopolimero

Numa primeira série de experimentos foi realizada a sele¢do das linhagens em
relacdo a sua capacidade de converter glicerol em biopolimeros.

As fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyers com capacidade de 500 mL.
A quantidade de meio fermentativo colocado em cada reator de bancada foi de 100 mL,
com 25 g/L de glicerol. Foram adicionados, entéo,~0,18g/L de micro-organismos com
idade de 120 horas e as fermentacGes ocorreram por 168 horas em mesa giratoria a 100
rpm, em temperatura ambiente e sem aeragao.

A Tabela 5.1 mostra os resultados dos testes exploratorios a fim de selecionar o

micro-organismo com maior capacidade em produzir biopolimero.

Tabela 5. 1 — Resultados de quantidade de goma formada pelos micro-organismos.

Micro-organismos Quantidade de goma formada (g/L.)
Monilia sitophila ND*
Mucor racemosus Fresenius 1
Fusarium sp ND*
Acremoniumsp ND*

Observacéo: *ND- nao detectado

Por meio da Tabela 5.1, pode-se observar que o Mucor racemosus Fresenius

foi o Unico que apresentou formacdo de goma e com concentracdo de 1 g/L, obtendo-se

49



uma produtividade de 0,006 g/ L.h . A Figura 5.1 mostra em detalhe a caracteristica da

goma formada.

Figura 5. 1 - Goma produzida pelo Mucor racemosus Fresenius.

Como o micro-organismo Mucor racemosus Fresenius foi 0o que apresentou
producdo de goma no teste de prospeccgéo, este foi escolhido para as demais etapas

relacionadas de estudo das variaveis de processo.

5.1.2- Ensaios Preliminares para Estudo das Variaveis Relacionadas a Producéo de
Biopolimero

5.1.2.1- Ensaios para Determinacédo da Concentracgdo Inicial de Glicerol no Meio
Fermentativo

Nestes primeiros ensaios foram avaliadas as concentrac@es iniciais de glicerol
de 25, 50, 100 e 125 g/L de glicerol, com 120 horas de idade de inoculo, em 168 horas
de fermentacdo, sem aeracao e agitacdo de 100rpm.

A Figura 5.2 apresenta o influéncia da concentragéo inicial de glicerol na
formacéo do biopolimero.

Pode—se observar, que a concentracdo de glicerol que promoveu a maior
formacgédo de goma foi a de 50 g/L. Nesta concentracdo foi formado 2 g/L de goma
(produtividade de 0,012 g/L.h) com consumo de glicerol de 38,4 %. Além disso, pode-
se verificar por estes resultados que elevadas concentragdes de glicerol em 100 e 125

g/L inibiu a producdo de goma. Mas, observa-se que nestas concentracées houve maior
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consumo do substrato (glicerol) de 42,75 % e 46,12%. Isto sugere que o consumo de
glicerol néo foi utilizado especificamente para a producéo de goma.

Antbnio et al., (2012) em 14 dias de fermentacdo obtiveram 6,9 g/L de
biopolimero utilizando 25 g/L de glicerol, a partir da bactéria Gluconoacetobacter
hansenii. Se compararmos este resultado com o presente trabalho, pode-se observar que
apesar de um menor resultado apresentado neste estudo (2 g/L goma e 50 g/L de
glicerol em 168 horas de processo), 0 micro-organismo estudado se mostra com
potencial capacidade de producdo de goma. Uma vez, que nesta etapa nenhuma
otimizacdo das condicdes de producéo ainda foi realizada.

A concentracdo de 50 g/L de glicerol foi a escolhida como a melhor condigéo
para as demais etapas deste trabalho.
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Figura 5. 2 - Grafico da quantidade de goma formada (m) e do consumo de glicerol (#),
para diferentes concentragdes do substrato glicerol (25, 50, 100 e 125 g/L).

5.1.2.2- Ensaio para Determinagdo do Tempo de Fermentacéo

Com o intuito de selecionar o tempo de processo de formagdo de goma,
diversos ensaios variando o tempo de fermentagdo foram realizados, com 50g/L de
glicerol, 120 horas de idade de inoculo, sem aeragéo e agitacao a 100rpm.

A Figura 5.3 apresenta os resultados obtidos nos ensaios realizados nos tempos
de fermentacdo de 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas.
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Figura 5. 3 - Grafico do efeito do tempo de fermentacdo na quantidade de goma
formada (m) e consumo de glicerol (¢).

De acordo com a Figura 5.3, observa-se pelo comportamento apresentado que a
maior quantidade de goma é formada no quarto dia (96 horas) de fermentacdo com
producdo de 2,96 g/L (produtividade de 0,031 g/L.h). Em 120, 144 e 168 horas observa-
se um decréscimo na quantidade de goma formada apresentando valores de 2,87, 2,26 e
2 g/L, respectivamente. Este comportamento pode estar relacionado a degradagédo da
goma por enzimas produzidas pelo micro-organismos e/ou ao consumo da mesma pela
cepa.

Nota-se ainda que em, 120, 144 e 168 horas de fermentagdo o consumo de
glicerol (Figura 5.3) aumentou apesar da pequena quantidade de goma formada. Isto
sugere que a goma comeca a ser degradada e o glicerol é consumido para formacéo de
outros tipos de produtos.

Com base nestes resultados apresentados foi escolhido como melhor tempo de

fermentacao para maior quantidade de producéo de goma o tempo de 96 horas.
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5.1.2.3 - Ensaio para Determinacdo do Tempo de Cultivo do Indculo em Meio
Czapeck

Para determinacdo do melhor tempo de cultivo do indculo em meio Czapeck
para a producdo da goma foram realizados experimentos com concentracdo inicial de
glicerol de 50 g/L, tempo de fermentacdo de 96 horas, sem aeracdo e agitacdo a 100rpm.

A Figura 5.4 mostra 0 aspecto do micro-organismo nos variados tempos de
cultivo de in6culo de 48, 72, 96, 120 e 124 horas, 0 que motivou o desenvolvimento
desta etapa de avaliagdo. Este estudo tornou-se necessario, pois o tempo de incubacéo
estd associado a idade do inoculo que pode diretamente influenciar no processo

fermentativo, geracdo de produto e formacgéo de goma.

(a) (b) (c) (d) (e) (f)

Figura 5. 4 — Foto do micro-organismo com idade de 24 (a), 48 (b), 72 (c), 96 (d), 120
(e) e 144 horas (f).

De acordo com a Figura 5.4, pode-se observar que houve diferenciacdo no
aspecto visual deste micro-organismo com o tempo de incubacdo. Observou-se que no
tempo de 120 e 144 horas o fungo apresentou maior intensidade na coloragéo.

A Figura 5.5 apresenta os resultados obtidos de quantidade de goma formada e

consumo de glicerol empregando os indculos apos o0s tempos de incubacdo avaliados.

53



35 1 T T T T

- 36

] 3
3,0 -/

] L 35
2,54 * - 34
204 ./ B

/0

1 -/ - 32

1,51 s

'/ 31
/ 7 .
|

29
0,54

Quantidade de goma formada (g/L)
(%) 10182119 8p OWINSUOD

, . , . , . , 28

T T T T
24 48 72 96 120 144

Idade do inoculo (horas)

Figura 5. 5 - Grafico do efeito do tempo de preparo do in6culo na quantidade de goma
formada (m) e consumo de glicerol (¢).

Analisando a Figura 5.5 observa-se que no tempo de 120 horas houve uma
producdo de 3 g/L e 33,9 % de glicerol consumido. Em 144 horas houve um aumento
de 0,2 g/L de goma formada, que pode estar associado a erros experimentais.

Desta forma, a idade de cultivo do in6culo adotado para o desenvolvimento
deste trabalho foi de 120 horas.

5.1.2.4- Ensaios com Aeracao

Esta etapa foi realizada nas condi¢des otimizadas de 50 g/L de glicerol, tempo
de fermentacdo de 96 horas, idade do indculo de 120 horas, agitacdo de 100rpm e com
vazdo de ar de 6 vvm, sendo realizada as amostragens em 48 e 96 horas.

Nestas condicBes observou-se, que em 48 horas de processo houve uma
producdo de 4,04 g/L (produtividade de 0,084 g/L.h) e em 96 horas de fermentacao o
meio secou-se completamente. Estes resultados mostraram que, a aeracdo é uma
variavel importante na formacdo da goma por este fungo do cerrado. Além disso, a
vazao adotada foi elevada, pois promoveu a secagem do caldo em 96 horas de processo.
Outro ponto importante, verificado com a aeracdo foi 0 aumento da produtividade que
passou de 0,031 g/L.h em 96 horas de processo para 0,084 g/L.h em 48 horas. Portanto,
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a aeracdo mostrou-se como um parametro importante a ser explorado e avaliado de

diferentes formas.

5.1.2.5- Avaliacao da Reposicédo de Meio Durante o Processo de Producédo da Goma
e Avaliacédo da Agitacao

A fim de avaliar o efeito da reposicdo do meio fermentativo e agitagcdo para a
formacéo da goma, os testes foram realizados com as mesmas condi¢des anteriores, com
vazdo de ar de 1 vvm.

Os testes nesta etapa seguiram duas linhas de trabalho: 1) os reatores foram
colocados para fermentar durante 48 e 96 horas com agitacdo (em mesa giratdria a 100
rpm); 2) os reatores foram colocados para fermentar durante 48, 96 e 144 horas, sem
agitacdo. Em ambas as etapas de testes foram empregados os sistemas com e sem
reposi¢do de meio durante a fermentagéo.

As Tabelas 5.2 e 5.3 apresentam os resultados obtidos no teste de aeracdo, em

mesa oscilatoria e sem agitacdo, com reposicao e sem reposicao de meio fermentativo.

Tabela 5. 2 - Resultados obtidos das fermentages em 48 e 96 horas nas condigdes com
aeracao, com e sem reposicao de meio fermentativo, com agitacao.

Tempo de | Quantidade de Glicerol
fermentacdo | goma formada | consumido

Com reposicao de meio (horas) (g/L) (%0)
durante a fermentacéo 48 0,41 32,97
96 1,97 38,3

Tempo de | Quantidade de Glicerol
fermentacdo | goma formada | consumido

Sem reposic¢do de meio (horas) (o/L) (%)
durante a fermentacéo 48 172 3467
96 3,67 53,69

Ao analisar as Tabelas 5.2 e 5.3 verifica-se, que a agitacdo é uma variavel de
extrema importancia para a formacéo da goma. Observa-se que para todas as condi¢oes
estudadas sem agitacdo ndo promoveu a producéo do produto desejado.

Verifica-se na Tabela 5.2 que a reposicdo de meio nao foi favoravel a producao
de goma, uma vez que quantidade de goma formada foi maior na condicdo sem
reposicdo de meio, proporcionando uma concentracdo maxima de goma de 3,67 g/L
(produtividade de 0,038 g/L.h) em 96 horas de fermentacdo, com 53,69% de glicerol

consumido.
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Tabela 5. 3 - Resultados obtidos das fermentagdes em 48, 96 e 144 horas realizadas com
aeracdo, com e sem reposic¢ao de meio fermentativo, sem agitacao.

Tempo de | Quantidade de Glicerol
fermentacgéo goma consumido(%o)
Com reposi¢do meio durante (horas) formada(g/L)
a fermentacao 48 *ND 34,85
96 *ND 36,62
144 *ND 41,56
Tempo de | Quantidade de Glicerol
fermentacao goma consumido(%o)
Sem reposicdo de meio (horas) formada(g/L)
durante a fermentacao 48 *ND 48 50
96 *ND 35,26
144 *ND 45,65

Observacéo: *ND: ndo detectado

5.1.2.6- Avaliagéo das Vaz0es de Aeragéo

Nestes ensaios foram testados as seguintes vazdes de aeracdo: 1, 2, 3 e 4 vvm.

As fermentacGes foram desenvolvidas durante 96 horas em mesa oscilatéria a
100 rpm, com 50 g/L de glicerol, 120 horas de idade de cultivo do in6culo e sem
reposicdo de meio durante o processo de producdo da goma, condicdes estas
selecionadas anteriormente.

A Figura 5.6 apresenta os resultados obtidos nestes ensaios, nas condicdes ja
descritas anteriormente.

Na Figura 5.6 pode-se observar que o aumento vazao de ar refletiu diretamente
no aumento de producdo do biopolimero, verificando a importancia da concentragdo do
oxigénio no metabolismo de producdo deste biopolimero.

Segundo Inanov e colaboradores (2009) em seu estudo conseguiram produzir
6,58 g/L de biopolimero utilizando o fungo L. theobromae, com um fluxo de ar de 0,8
vvm e 30°C de temperatura. Comparando os resultados destes autores com o presente
trabalho verifica-se que empregando vazdo de ar de 4 vvm obteve-se valores de
guantidade de goma formada superior (10,63 g/L- produtividade de 0,111 g/L.h)) ao

obtido pelos autores citados.
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Figura 5. 6 - Efeito da vazdo de ar na quantidade de goma formada (m) e consumo de
glicerol (#).

Com estes resultados pode-se verificar, que a aeracdo é também uma variavel
importante para se obter grandes quantidades de goma e maior consumo de glicerol.

Desta forma, foi adotado vazéo de ar de 4 vvm nos préximos ensaios.

5.1.2.7- Reavaliacdo da Concentracao de Glicerol

Como foi possivel observar que a vazdo de ar € uma variavel que influéncia
consideravelmente a producdo do biopolimero, foi necessario um novo estudo para
determinar a melhor concentracdo de glicerol no meio. Para esta finalidade foram
testadas novamente as concentracfes de glicerol de 25, 50, 100 e 125 g/L. Neste caso,
as demais varidveis operacionais selecionadas foram mantidas sendo elas: 4 vvm, tempo
de fermentacdo de 96 horas, em mesa giratoria a 100 rpm, 120 horas de idade de cultivo
do indculo e sem reposicdo de meio durante o processo de producdo da goma.

A Figura 5.7 apresenta os resultados obtidos de quantidade de goma formada e

consumo de glicerol, respectivamente.
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De acordo com a Figura 5.7 pode-se verificar que a concentracdo que
proporcionou maior producdo de goma (10,01 g/L- produtividade de 0,104 g/L.h)
continuou sendo na concentracéo inicial de glicerol de 50 g/L, com 58% de consumo de
glicerol.

Ao comparar este resultado de produtividade de 0,104 g/L.h e quantidade de
goma formada de 10,01 g/L (Figura 5.7) com a da Figura 5.2 (2 g/L/produtividade de
0,012 g/L.h- resultado da condicéo inicial dos estudos e sem aeracdo) verifica-se que
ocorreu um aumento significativo de goma formada. Portanto, o efeito da aeragéo

mostrou ser um fator bastante consideravel no aumento de formacdo de goma.

5.1.2.8- Avaliagdo Da Influéncia da Aeragdo na Fase de Crescimento Celular e
Fase de Producéo de Goma

Os testes anteriores foram realizados com aeragdo continua, ou seja, desde o
primeiro dia de fermentacdo. Sabe-se que o fornecimento de oxigénio influéncia o
metabolismo das celulas. Na fase de crescimento 0 micro-organismo pode necessitar de
pouco ou elevada quantidade de ar. Assim, nesta etapa foi realizado um ensaio, a fim de
avaliar se 0s micro-organismos necessitam para 0 Seu crescimento apenas do ar

ambiente (pouco ar), para posteriormente iniciar a produgdo da goma (com elevada
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quantidade de ar). Para isto, neste ensaio o ar foi introduzido ap6s 24 horas de
fermentacéo.

A Tabela 5.4 apresenta os dados obtidos neste ensaio, em que foram colocados
para fermentar durante 96 horas em mesa giratdria (24 horas sem aeracao; 72 horas com
aeracdo) a 100 rpm, com vazdo de ar de 4 e 2 vwm, 50 g/L de glicerol, 120 horas de
idade de cultivo do inoculo, sem reposi¢cdo de meio durante o processo de formacdo da

goma.

Tabela 5. 4 - Valores obtidos da fermentacdo com 24 horas sem aeracao e com 72 horas

de aeracao.
Quantidade de Glicerol
goma formada consumido
4 vvm (g/L) (%)
14,15 68,34
Quantidade de Glicerol
goma formada consumido
2 vvm (g/L) (%)
6,57 55,56

Verifica-se que houve um aumento da quantidade de goma formada
comparando os resultados da Tabela 5.3 com os resultados obtidos com aeracdo
continua ( 4,54 g/L/produtividade de 0,047 g/L.h com 2 vvm; 10,63 g/L/produtividade
de 0,111 g/L.h com 4 vvm - Figura 5.6), 0 que mostra que a fermentacdo deve ser
realizada em duas fases distintas: 24 horas de fase de crescimento e 72 horas de fase de

producao.

5.1.2.9- Perfil Cinético do Biopolimero Formado em Erlenmeyer

Este ensaio foi realizado a fim de avaliar crescimento celular, quantidade de
goma formada e consumo de glicerol em funcdo do tempo de fermentacdo, apos 24
horas de fase de crescimento (sem aeracéo).

A Figura 5.8 apresenta os resultados obtidos deste ensaio, realizado com vazao
de ar de 4 vvm na fase de producdo, concentracdo de glicerol de 50 g/L, em mesa

giratdria a 100 rpm, 120 horas de idade de cultivo do in6culo e sem reposicdo de meio.
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Analisando a Figura 5.8, é possivel concluir que o melhor tempo de
fermentacdo do biopolimero é de 96 horas (24 horas sem aeracdo e 72 horas com
aeracdo), com 14,21 g/L de goma formada (produtividade de 0,148 g/L.h) e 67,7% de
glicerol consumido e 1,45 g/L de biomassa. Nota-se que o biopolimero somente é
formado depois de 48 horas, com 0,76 g/L de biomassa no meio fermentativo. Observa-
se ainda que hd uma relacdo direta entre crescimento celular e a producdo do
biopolimero.

5.1.2.10- Determinacdo do Efeito da Adicdo de Extrato de Levedura Sobre a
Producédo de Goma

Os resultados da determinacdo do efeito da adicdo de extrato de levedura sobre
a producdo de goma estéo apresentados na Figura 5.9.
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Figura 5. 9 Gréafico do efeito da quantidade de extrato de levedura para formacéo do
biopolimero, quantidade de goma formada (m) e consumo de glicerol (#).

Segundo Pereira (2008) o potencial para utilizar fontes de carbono para o
metabolismo varia entre 0s micro-organismos, sendo que praticamente todos o0s
compostos organicos da natureza podem ser utilizados como fonte de carbono e/ou
energia por micro-organismos, desde que estes possuam 0s sistemas enzimaticos e de
transporte adequados a cada fonte.

Analisando a Figura 5.9, € possivel concluir que para a formacdo da goma o
micro-organismo utiliza extrato de levedura, que é uma fonte de carbono, ja que o
aumento da concentracdo deste composto aumenta a producdo de goma. Além disso,
nota-se que sem extrato de levedura o micro-organismo ndo produz o biopolimero e
apresenta baixo consumo de glicerol, apenas 15,53%.

O alto custo do extrato de levedura pode inviabilizar a produgcdo de goma para
instalacOes de grande porte, a menos que este composto preserve alguma caracteristica
fundamental, ou signifique um ganho econdmico na recuperacdo do produto (FARIA,
2009).

Schiavdo Souza et al., (2007) estudaram o efeito do extrato de levedura para

producéo de biopolimero por linhagens lacticas probidticas, Lactobacillus acidophilus

61



(L.a.-5) e Lactobacillus casei (L.c.-1), obtendo como concentracdo 6tima de extrato de
levedura 0,58% (p/v).

Faria (2009) também estudou esta variavel na producéo de xanthana a partir de
Xanthomonas campestris pv. com cana-de-agucar como fonte de carbono, e constatou
que a condicdo Otima de extrato de levedura foi de 1,8 g/L.

Dentre as possibilidades, optou-se por utilizar nos proximos ensaios a
quantidade usada nos ensaios anteriores de 2 g/ L de extrato de levedura, que gerou uma
quantidade de 14,2 g/L de goma/produtividade de 0,148 g/L.h (Figura 5.9).

5.1.2.11- Avaliacéo da Producéo de Goma sem Glicerol
Um ensaio contendo como Unica fonte de carbono extrato de levedura foi

realizado com o intuito de verificar a quantidade de goma formada somente a partir
desta fonte.

A Figura 5.10 apresenta os resultados obtidos no ensaio realizado variando a
concentracdo de extrato de levedura (2,5; 3 e 4 g/L) e mantendo 4 vvm, com tempo de
fermentacdo de 96 horas (24 horas sem aeracdo; 72 horas com aeracdao), em mesa
giratoria a 100 rpm, 120 horas de idade de cultivo do indculo e sem reposicdo de meio
durante o processo de producdo de goma.
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Figura 5. 10 — Efeito do extrato de levedura como fonte de carbono para a formacao da
goma.
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Por meio da Figura 5.10, observa-se que com uma concentracdo de 2,5; 3 e 4
g/L de extrato de levedura produziu-se 0,35, 0,55 e 2,35 g/L de goma, respectivamente.
A partir deste ensaio fica confirmado que o fungo estudado utiliza parte do

extrato de levedura como fonte de carbono para produzir o biopolimero.

5.3- Producédo de Goma em Fermentador

Uma vez fixadas as condicdes de 2 g/L de extrato de levedura, concentracao de
glicerol de 50 g/L, com tempo de fermentacdo de 96 horas, a 100 rpm, 120 horas de
idade de cultivo do indculo, e sem reposi¢do de meio durante o processo de producdo de
goma, foi realizado um estudo cinético fermentador Biostat B, com 24 horas de fase de

producdo com kja= 8 h™* e fase de producéo com kja= 14 h™.

A Figura 5.11 apresenta as curvas obtidas para o crescimento celular,

quantidade de goma formada e consumo de glicerol em funcdo do tempo de

fermentacdo.
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Figura 5. 11 - Perfil Cinético da producdo do biopolimero formado no
Biorreator, quantidade de goma formada (®), consumo de glicerol (#) e crescimento

celular (o).
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Na producdo de biopolimero no biorreator, observa-se que ap6s 16 horas de
fermentagdo ha producdo do biopolimero em 1,1 g/L (produtividade de 0,069 g¢/L.h)
(Figura 5.11). Em Erlenmeyers houve uma producdo de 3,14 g/L (produtividade de
0,065 g/L.h) apo6s 48 horas de fermentacdo (Figura 5.8). Isto mostra que as etapas
anteriores nas quais foram selecionadas as melhores condicbes das variaveis foram
importantes para o desempenho positivo neste fermentador. Além disso, de acordo com
a Figura 5.11 observa-se que ha uma relacdo direta entre crescimento celular e
quantidade de goma formada, pois a quantidade de goma formada aumentou conforme o
crescimento do micro-organismo.

Em 74 horas houve uma producdo maxima de goma de 23 g/L (produtividade
de 0,310 g/L.h) com um crescimento méaximo de células de 6,5 g/L. Outro aspecto
observado foi a reducdo no contetudo de biopolimero ap6s 74 horas, sendo que a partir
desse momento foi verificado aumento do consumo de glicerol. As Figuras 5.12 e 5.13

mostram o aspecto da goma & 74 horas e ap6s 74 horas, respectivamente.

Figura 5. 12 - Foto da goma a 74 horas. Figura 5. 13 — Foto da goma a 76 horas.

As Figuras 5.12 e 5.13 aumentam as evidéncias que o fungo pode ter produzido
enzimas que pudessem ter degradado parte da goma e utilizado o restante de glicerol
como substrato para producdo de outros bioprodutos. Apds 74 horas (Figura 5.13)
observa-se que as fibras da goma estdo soltas, diferente da goma formada a 74 horas
(Figura 5.12) que se encontra compacta.

Zanatta et al., (2012) avaliou o perfil cinético da producdo de

exopolissacarideo pelo fungo L. theobromae MMPI em meio formulado com melago de
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cana-de-agucar suplementado com sais minerais, em Biorreator Biostat B, obtendo a
maior producdo 18,65 g/L ap6s 72 horas de produc&o.

Faria (2009), trabalhando com Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL
B-1459 estudou perfil cinético em biorreator e obteve 16,4 g/L de concentracdo de
goma.

Os valores encontrados neste estudo se comparado com Zanatta et al, (2012) e
Faria (2009) foram superiores, conforme apresentado anteriormente, mostrando que o
estudo das variaveis foi de extrema importancia para a elevada concentracdo de

biopolimero produzido.

5.3.1- Comportamento Reoldgico do Biopolimero Produzido em Condicdes
Estudadas em Erlenmeyer

O conhecimento sobre as propriedades dos biopolimeros, principalmente, a
viscosidade e o comportamento reoldgico sdo importantes para futuras aplicacfes
industriais, pois nos permite obter informacbes a respeito das propriedades de
escoamento e deformacdo dos materiais (SCAMPARINI et al., 1997).

As propriedades reoldgicas foram avaliadas por meio da anélise de viscosidade
aparente, para verificar a qualidade das gomas produzidas no Biorreator com as
condicdes estudadas em erlenmeyer, demonstrando o comportamento da solugdo aquosa
do polimero em concentracdes de 0,5; 0,75 e 1%, na temperatura de 25 °C.

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 5.12, em que as
solucBes das gomas apresentaram comportamento pseudopléstico para concentracdo de
1%, 0,75% e 0,5%. Isto indica que a viscosidade aparente decresceu com o0 aumento da
taxa de cisalhamento. De acordo com a literatura, esse comportamento tem sido
encontrado em solucdes poliméricas de polissacarideos microbianos (AMANULLAH et
al., 1996; PADILHA, 1997).

BEYER et al., (1987) observaram que em solucBes a 1% do polissacarideo
produzido por Rhizobium CB744 medida a 25 °C, também houve um decréscimo da

viscosidade com aumento da taxa de cisalhamento.

65



Viscosidade (mPa.s)

\\ o Conc 0,50%
® Conc 0.75%
= L] « Conc 1.00%

1000 1500 2000 2500 3000

500

Taxa de cisalhamento (1/s)

Figura 5. 14 — Variacédo da viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento de solucdes
aquosas do biopolimero nas concentracdes 0,5; 0,75 e 1%, a 25 °C.

Nos graficos comparativos entre as leituras de viscosidade aparente das
solucdes aquosas das gomas produzidas, pode-se observar que a concentracdo de 0,5%
apresenta os valores de viscosidade mais baixos, aproximadamente 143 mPa.s para uma
taxa de cisalhamento de 4 s™ (Figura 5.14).

As solucdes de 0,75% e 1% para taxa de cisalhamento de 4 s, apresentaram
viscosidades de aproximadamente 2730 e 1010 mPa.s, respectivamente (Figura 5.14).

Os resultados de viscosidade das gomas obtidas pelo fungo foram maiores que
os encontrados por Oliveira (2011) na caracterizacdo reoldgicas de xantanas, para
solugdes de 1% (m/v), uitlizando um viscosimetro rotacional a 25 °C e 475 mPa.s de

viscosidade.

5.3.2- Comportamento Reoldgico da Goma Produzida no Biorreator a 76 Horas

A fim de verificar se ap6s 74 horas de producdo a goma sofre degradacéo,
determinou-se a viscosidade & 76 horas de fermentacéo.

A Figura 5.15 representa a viscosidade da solucdo 0,75% da amostra do
biopolimero a 76 horas de producédo, em funcao da taxa de deformacao.
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Figura 5. 15 — Variacdo da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para a goma
formada a 76 horas de fermentacdo no biorreator (solucdo a 0,75% ).

De acordo com os resultados verificados na Figura 5.15, observa-se que apés
74 horas também apresentou comportamento pseudoplastico, ja que a viscosidade
aparente decresceu com o aumento da taxa de cisalhamento.

Pela Figura 5.15 nota-se que a viscosidade da goma formada ap6s 74 horas
(757 mPa.s & uma taxa de cisalhamento de 4 s™) de producdo diminui em relacéo a
goma formada & 74 horas (2729 mPa.s & uma taxa de cisalhamento de 4 s (Figura
5.14), o que aumenta as evidéncias da degradacdo da goma por enzimas produzidas pelo
micro-organismo.

Assim, o tempo de fermentacdo de 74 horas da goma produzida no biorreator
foi 0 melhor tempo para se obter maiores viscosidades.

5.3.3- Espectroscopia na Regido de Infravermelho da Goma Produzida e Goma
Xanthana Comercial

A analise de espectro de infravermelho foi realizada para detectar similaridades
ou diferengas na estrutura quimica da goma produzida no laboratério pelo fermentador
Biostat B e da goma xanthana comercial.

A Figura 5.16 apresenta a espectrometria de infravermelho da goma Xanthana

comercial e da goma produzida no presente estudo.
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Figura 5. 16 — Comparacdo por Espectrometria de Infravermelho da goma Xanthana
comercial e da goma produzida no Biorreator (Absorbancia).

Pela Figura 5.16 observa-se que o biopolimero produzido e a goma xanthana
comercial apresentam diferengas nas absorbancias, 0 que esta associado aos grupos
externos da molécula do biopolimero produzido que estdo interagindo com 0s outros
compostos do meio. Tal interacdo sugere que pode ser resultado da purificacdo
incompleta tanto da goma produzida quanto da goma xanthana comercial.

O ponto A destacado na Figura 5.16 representa bandas de overlapping de
intensidade moderada que estdo associadas as vibracbes das ligacdes C-H com banda de
2920 cm™,

A banda de 1659 cm™ (Ponto B), esta associada a deformacgdo axial da
carbonila C=0 de ésteres, &cidos carboxilicos, aldeidos e cetonas.

Na regido em 1250 cm™ (Ponto C) observou-se a banda caracteristica de
simetria C-O, tipica de endis.

Barbosa (2007) encontrou entre 1420 a 1430 cm™ deformacdo angular de C-H
e entre 1050 a 1150 cm™ notou-se uma deformacdo axial de C-O, tipica de éteres,
alcoois, fenois, acidos graxos, ésteres e anidridos, para goma xanthana.

Faria (2009), encontrou para goma xanthana obtida a partir de Xanthomonas
campestris pv. NRRL B-1459 utilizando caldo de cana, as bandas 3200-3450 cm™
deformacéo axial de -OH, 2850-2950 cm™ deformacéo axial de C-H e CHO, 1710-1730
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cm™ deformacdo axial de C=0 de ésteres, 4cidos carboxilicos, aldeidos e cetonas, 1530-
1650 deformagéo axial de C=0 de endis, 1420-1430 cm™ deformacéo angular de C-H,
1050-1150 cm™ deformacéo axial de C-O.

Assim, o espectro de infravermelho da goma xanthana comercial e o obtido
pela goma produzida no presente estudo mostraram que as gomas possuem natureza de

carboidrato.

5.3.4- Caracterizacdo Quimica do Biopolimero

A Tabela 5.5 apresenta a composi¢cdo monossacaridica da goma formada pelo

fungo Mucor racemosus Fresenius.

Tabela 5. 5 — Composi¢cdo monossacaridica da goma formada.

Rhamnose 6,6+0,5
Manose 28,3+1,8
Galactose 32,1+0,8
Glucose 22,5¢11
Acidos urénicos 10,5+1,4

Como mostra a Tabela 5.5 a goma apresenta maiores quantidades dos acucares
manose, galactose e glucose, e menores quantidades de rhamnose e &cidos urbnicos.

A xanthana comercial sintetizada pela Xanthomonas campestris pv campestris
é composta de D-glucose, D-manose, acido D-glucurénico, &cido piravico e O-acetil
(Sloneker & Jeanes, 1962). Outros componentes também sdo encontrados em
polissacarideos sintetizados por bactérias descritas como outras espécies de
Xanthomonas (Sutherland, 1993).

Konicek et al. (1977) relataram na espécie Fuscans a presenca de galactose e
ribose no polissacarideo sintetizado por cepas mutantes. Lowson & Symes (1977)
relataram a presenca de rhamnose no polimero sintetizado pelos Patovares juglandis e

pruni e Xilose no polissacarideo sintetizado pelo Patovar phaseoli.
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6 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

o O glicerol se mostrou viével para a producédo de biopolimero utilizando o
fungo do cerrado Mucor racemosus Fresenius;

o Nos testes em erlenmeyers verificou-se que na melhor condigédo das
variaveis estudadas: com vazéo de ar de 4 vvm na fase de producdo (72 h ap0ds as 24 h
sem aeracao), concentracao de glicerol de 50 g/L, em mesa giratéria a 100 rpm, 120
horas de idade de cultivo do indculo e sem reposicdo de meio durante a fermentacéo,
houve a producdo de 14,21 g/L de goma formada e 67,7% de consumo de glicerol.

. A cinética estudada no Fermentador Biostat B empregando as variaveis
estudadas em erlenmeyers foi satisfatoria, uma vez que se obteve desempenho positivo
de producdo de goma e consumo de glicerol. Em 74 horas de processo houve uma
producdo méaxima de 23 g/L de biopolimero e consumo de glicerol de 75%;

. A diminuicdo da viscosidade da goma produzida apds 74 horas aumentou
as evidéncias de degradacdo da mesma pelas enzimas produzidas pelo micro-organismo;

. As solucdes de 0,75%, 1% e 0,5% do biopolimero apresentaram
comportamento pseudoplastico;

. O espectro de infravermelho da goma xanthana comercial e a obtido pela
goma produzida no presente estudo mostraram que as gomas possuem natureza de
carboidrato.

. Em termos de composicdo quimica a goma apresentou maiores
quantidades dos aclUcares manose, galactose e glucose, e menores quantidades de

rhamnose e acidos uronicos.
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7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Otimizar as condigdes de producao;

o Aprofundar a caracterizacdo quimica e reoldgica deste biopolimero;

o Melhorar o processo de purificacdo da goma;

o Verificar a producdo de goma pelo micro-organismo em estudo

utilizando glicose como fonte de carbono.
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APENDICE 1:
METODO DE DETERMINAGCAO DE GLICEROL (TIOGLIOLICO)

O método para determinacdo do consumo de glicerol foi realizado de acordo com o
procedimento citado abaixo:

Diluir as amostras adequadamente;

Adicionar a um tubo de ensaio 1 mL da amostra previamente diluida e 1 mL do

Reagente Cor (Kit de Deteccdo de Triglicérides);

e Esperar por 15 minutos, até a completa estabilizacdo da cor;

e Fazer a leitura da absorbancia com comprimento de onda de 600 nm no
espectrofotbmetro;

e Converter o valor da leitura em concentragdo g/L de glicerol por meio de uma

curva-padrdo previamente construida.

Para a determinacdo da concentracdo de glicerol, foi construida previamente

uma curva de calibragdo (C ., = 0,085Abs +0,000, r* =0,99), os dados desta curva

estdo apresentados na Figura A.1.
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Figura A.1 — Curva de calibracdo para determinacéo da concentracao de glicerol.
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