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RESUMO

O presente trabalho visou a utilizagdo do glicerol como fonte de carbono na obtencao
de goma a partir de fermentacdo com microrganismos. Foram utilizados sete diferentes
microrganismos com o objetivo de converter glicerol em biopolimeros. Os microrganismos
testados foram: Lactobacillus casei shirota, Klebisiella sp., Xanthomonas campestris, € quatro
leveduras provenientes do continente antartico de codigos L26, 132, L33, L35. Para cada
microrganismo realizou-se ensaios exploratérios, afim de selecionar cepas capazes de
converter glicerol no bioproduto de interesse. Cada ensaio foi realizado de acordo com as
necessidades dos microrganismos. A maxima produgdo de xantana foi de 1,1 g/L de xantana.
A avaliagdo da massa molar da goma se apresentou satisfatoria e a espectrometria na regiao

de infravermelho revelou similaridades entre a goma produzida e a goma comercial.

Palavras-chave: Xanthomonas campestris, goma xantana, biopolimero.



ABSTRACT

The present work used glycerol as a carbon source to obtain bio-based product from
fermentation with microorganisms. It was used seven different microorganisms in order to
convert glycerol into biopolymers. The microorganisms tested were Lactobacillus casei
shirota, Klebisiella sp., Xanthomonas campestris, and four yeasts from the Antarctic
continent whose codes are L26, 132, L33, L35. For each microorganism exploratory tests
were held in order to select strains capable of converting glycerol in bio-based product of
interest. Each test was carried out according to the needs of microorganisms. The maximum
production of xanthan was 1.1 g /L. The evaluation of the molar mass of the gum was
satisfactory and spectrometry in the infrared region revealed similarities between the gum

produced and the commercial ones.

Keywords: Xanthomonas campestris, xanthan, biopolymer.



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O glicerol ¢ um subproduto gerado em grandes quantidades pelas industrias de
biodiesel. O excedente de glicerina gerado no ano de 2010 no Brasil foi de 240 mil toneladas
(BIODIESELBR, 2010). Como o valor agregado deste subproduto ¢ baixo, e o grande volume
de material inviabiliza o descarte, devido aos danos ao meio ambiente, pesquisadores tentam
desenvolver alternativas. Uma destas alternativas seria utilizar esse excedente de glicerol
como fonte de carbono no processo de produgdo de biopolimeros e de biossurfactantes.

As gomas ou biopolimeros possuem a propriedade de formar solucdes viscosas em
meio aquoso ou géis e podem ser sintetizados por microorganismos, bactérias ou fungos. A
goma mais comercializada no Brasil ¢ a Xantana, produzida por bactérias do género
Xanthomonas, que ¢ usada nas industrias de alimentos, medicamentos e cosméticos, entre
outros.

Esta goma possui propriedades reologicas diferentes e estimadas, como:

e Alto grau de pseudoplasticidade,

e Elevada viscosidade mesmo em baixas concentragdes,

e Compatibilidade e estabilidade com a maioria dos sais metalicos,

e Excelente solubilidade e estabilidade tanto em meio dcido quanto alcalino,
e Resisténcia a degradagdo em elevadas temperaturas,

e Resisténcia a oscilagdes de pH.

Tais propriedades das gomas sdo conferidas por sua estrutura ramificada, seu peso
molecular, seu grau de substituintes (acetilagdo e piruvatagdo) e pelas condicdes de
fermentagdo (composi¢do do meio, rotagdo, temperatura) além de dependerem da linhagem
genética das cepas utilizadas (MULCHANDANI et al., 1988; ASHTAPUTRE e
SHAH,1995).

O Brasil ndo produz Xantana e todas as 3,5 mil toneladas que consome por ano tem
que ser importadas a um custo de cerca de US$ 18/kg. Se esta fosse produzida no Brasil, este
custo diminuiria de 40% a 60% (UNESP, 2012).

A utilizacdo do glicerol como uma fonte de carbono para a producido de biopolimero
seria uma alternativa de menor custo para a produgdo da goma nacional. Além disso, evitaria
que o grande volume de glicerol gerado pelas industrias se tornasse um problema ambiental.

Por tudo que foi exposto acima, conclui-se que o glicerol ¢ uma alternativa barata e

ecoldgica para a producdo de xantana.



CAPITULO 2 - OBETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho ¢ utilizar glicerol em fermentagdes como fonte
alternativa de carbono para a producdo de biopolimeros.

Além do objetivo geral, o trabalho aborda objetivos especificos de estudo, estes sao:

e Investigar o consumo de glicerol, geracdo de biopolimeros por diferentes
microrganismos em fermentagdes utilizando glicerol como fonte de carbono;

e Selecionar microrganismos com capacidade de consumir glicerol na producao de
biopolimeros;

e Estudar o consumo de glicerol, crescimento celular e geragao de produtos nas
fermentagdes que utilizam os microrganismos selecionados;

e (Caracterizar os produtos obtidos nas fermentagdes.



CAPITULO 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Propriedades do Glicerol

O glicerol (1,2,3-propanotriol), cuja estrutura molecular ¢ representada pela Figura
3.1, ¢ um liquido incolor com sabor adocicado, sem cheiro e muito viscoso, derivado de

fontes naturais ou petroquimica (ZHOU et al., 2008).

HO/\(\OH

OH

Figura 3.1- Estrutura do Glicerol
Fonte: ROSALAM e ENGLAND, 2006.

O glicerol teve seu nome derivado da palavra grega glykys (doce), mas ¢ popularmente
conhecido por “glicerina” e foi preparado pela primeira vez em 1779 pelo quimico sueco Carl
W. Scheele por meio do aquecimento de 6leo de oliva com litargirio (PbO, usado no esmalte
para ceramicas). Na lavagem com agua, obteve-se uma soluc¢ao adocicada que formava, com a
evaporacado da agua, um liquido pesado e viscoso ao qual seu descobridor chamou
originalmente: "o principio doce das gorduras".

O glicerol pode ser produzido por fermentacdo microbiana, por sintese quimica a
partir de matérias-primas petroquimicas ou, mais tradicionalmente, subproduto da fabricacao
de sabao a partir de gorduras (AGARWAL, 1990).

Desde o final da década de 1940, o glicerol ¢ produzido sinteticamente a partir de
matérias-primas petroquimicas (LIDE, 2006). A Tabela 3.1 apresenta as propriedades fisico-

quimicas do glicerol puro.



Tabela 3.1 - Propriedades fisico-quimicas do glicerol puro a 20°C.

Formula Quimica C;Hz0;
Massa Molecular 92,094 g.mol™
Densidade 1,261 g.cm™
Viscosidade 1,5Pas
Ponto de Fusao 18,2 °C
Ponto de Ebulicao 290 °C
Calorias 4,32 Kcal.g"
Ponto de Fulgor 160 °C
Tensdo superficial 64,00 mN m’'
Coeficiente de temperatura | -0,0598 mN (mK)™

Fonte: LIDE, 2006.

O glicerol tem em sua estrutura trés grupos hidroxila que possibilitam ligacdes de
hidrogénio intra-moleculares e inter-moleculares, o que o torna higroscopico e soltivel em
agua. De acordo com estudos teodricos, em que se aplicam métodos de teoria de densidade
funcional (DFT), existem 126 possiveis conférmeros para o glicerol (CALLAM et al., 2001).

Os métodos usados nesses estudos mostram que as contribui¢des entalpicas e
entropicas para a energia livre de Gibbs sdo importantes para determinar as preferéncias
conformacionais e energéticas do glicerol de maneira precisa. Os grupos hidroxila formam
uma estrutura ciclica com trés ligagdes de hidrogénio internas no conférmero de menor

energia. Os comprimentos destas ligagdes sdo apresentados na Figura 3.2(A).

2.49
H-="" “q'_\' 2.13
H \o it ¢
z, ‘.‘/ ~
///’C'/z | H \‘c“‘H %/ "
’ ’ 7
| | H/O\C/C\C/H
H H SR
S\ o \
(A) (B) H H H

Figura 3.2- Comprimentos de ligagdo selecionados em A para o glicerol de seu conformero de
menor energia na fase gasosa (A) e liquida (B), conforme determinado por métodos DFT.

Fonte: CALLAM et al., 2001.

A molécula da glicerina ¢ estabilizada pela combinacdo das ligacdes de hidrogénio

intra-moleculares e pela solvatag@o inter-molecular das hidroxilas. Considerando a solvatagao,



o conférmero com duas ligagdes de hidrogénio intra-moleculares, ¢ o mais estavel
energeticamente, Figura 3.2(B) (CALLAM et al., 2001).

Esta geometria permite diversos mecanismos de reacdes que t€m aplicacdes praticas,
como a producdo de tintas, cosméticos, tabaco, alimentos, produtos farmacéuticos, papel,

celulose, couro e tecido (BIEBL et al., 1999).

3.2 - Producio de Glicerol

Durante a I Guerra Mundial, a demanda de glicerol para a fabricagdo de explosivos
excedeu a oferta da industria de sabao e, entdo, foi produzido pela primeira vez em escala
industrial por fermentacdo, utilizando levedura sulfito-direcionais (PRESCOTT e DUNN,
1959).

O glicerol pode ser produzido, também, a partir de epiclodrina (Figura 3.3) obtida do
propieleno que ¢ derivado de combustiveis fosseis. Além disso, pode ser produzido a partir do
alcool alilico por via fermentativa (WANG et al., 2001) e através de hidrogenacao de

carboidratos (ANDREWS e KLAEREN, 1991).

OH
/: C|2 |//\\ HCIO ClI
g 500 °C
propeno Cl Cl

3-Cloropropeno 1,3-Dicloropropan-2-ol

l OH’

OH /Q
HO /Q
OH
HO:]I'\v/I i C| epicloridrina
icerol (1)

Figura 3.3- Esquema da produc¢ao de glicerol a partir da epiclodrina

Fonte: CALLAM et al., 2001.

Cada vez mais, o glicerol ¢ obtido a partir do excedente gerado na producdo de
biodiesel em vez de ser produzido diretamente pela indtstria (PAGLIARO et al., 2007).

Recentemente, houve um rapido crescimento na producao do biodiesel tanto em paises
desenvolvidos, como Alemanha, Italia, Franca, e os Estados Unidos, como em paises em

desenvolvimento, como Argentina, Brasil, Indonésia e Malasia (CARRIQUIRY, 2007).



O biodiesel ¢ produzido por reagdo de transesterificacdo. Esta reagdo ocorre entre um
triglicerideos e um alcool, como o metanol e o etanol (MEHER et al., 2006). Na Figura 3.4, ¢

possivel observar que o glicerol ¢ um produto secundario do processo de produgdo de

biodiesel.
Matéria-prima
Preparacao da Matéria-prima Mezlnol
Catalisador 4, Oleo ou Gordura Etanol
(NaOH ou KOH) Reacgdo de Transesterificagio [« é)q
Alcool Etilico
v ou Metllico
Separacdo de Fases
Fase Pesada Fase Leve
Desidratacdo do Alcool
h 4 ¥
Recuperagio do Alcool - Recuperagdo do Alcool
da Glicerina g dos Esteres
i Glicerina Bruta s 8 ¢
Destilagdo da Glicerina Recuperado Purificagdo dos Esteres
Residuo Glicerina BIODIESEL
Glicérico Destilada

Figura 3.4- Processo de producdo do biodiesel por transesterificagao

Fonte: BRASIL, 2005.

Estudos indicam que a cada 90 m?® de biodiesel produzido pela reacdo de
transesterificacdo sdo gerados 10 m?® de glicerina bruta (BRANDAO et al., 2010), que tem
composi¢ao heterogénia, pois ¢ constituida por graxas nao convertidas pela reacdo de
transesterificacdo, como ésteres, triglicerideos, acidos graxos e sabdes. Além disso, ¢

constituida por alcool, etanol ou metanol, e hidréxido (ASHBY et al., 2006).



A propor¢ao de impurezas presentes na glicerina bruta depende da origem do 6leo, do
tipo de leguminosa, do processo de transesterificacao e da eficiéncia de separacao (ASHBY et
al., 2006). O uso da glicerina purificada em processos farmacéuticos e quimicos ¢ limitado
devido ao alto custo de purificagdo (MEHER et al., 2006).

O montante anual de glicerol produzido durante a fabrica¢do do biodiesel ¢ de 1,9 Mil
toneladas. Como o consumo ¢ inferior a producgdo, o excedente de glicerol aumenta com o

passar do tempo (HOOGENDOORN et al., 2007).

3.3- Microrganismos capazes de utilizar glicerol como fonte de carbono

Muitos estudos sobre a metabolizagdo do glicerol por diferentes bactérias tém sido
realizados. As principais bactérias estudadas sdo: Citobacter, Klebsiella, Enterobacter e
Clostridium. A assimilacdo do glicerol por estes microrganismos estd relacionada a
capacidade de sintetizar o 1,3-propanodiol (BOUVETet al., 1995).

A conversdo de glicerol realizada por Acetobacter e espécies de Gluconobacter
(CLARET et al., 1994) consiste na transformacao deste substrato em di-hidroxiacetona
(ITOH et al., 1995).

Entretanto esta ndo ¢ a Unica forma de se converter o glicerol. Em processos com
Propionibacterium se produz o é&cido propionico (BORIES et al., 2004) e com
Anaerobiospirillum se chega ao acido sussinico (LEE et al., 2001). Os produtos de interesse
sao obtidos de acordo com as modificagdes nas condi¢gdes dos processos produtivos.

A fermentacdo da glicerina por Klebsiella planticola, isolada a partir do rimen de
veado, gera o etanol como o principal produto (JARVIS et al., 1997). O butanal, por exemplo,
¢ o principal produto da fermentagao do glicerol pela bactéria Clostridium pasteurianum sob
condig¢des de cultura especificas (BIEBL, 2001).

A produgdo de hidrogénio a partir de etanol e glicerol pela mutacdo da bactéria
Enterobacter aerogenes também foi descrita (ITO et al., 2005). Além disso, outros estudos
mostram que a fermentacdo do glicerol por Escherichia coli pode ser realizada
anaerobicamente (DHARMADI et al., 2006).

Estudos recentes tém usado glicerol como fonte de carbono para a producdo de goma
xantana (BRANDAO et al, 2010), além da producio de biossurfactantes a partir da
fermentagdo do glicerol por Pseudomonas (DE SOUSA et al., 2011).



3.4 - Biopolimeros

Polimeros sao moléculas grandes caracterizadas pela repeticdo de unidades quimicas
denominadas de meros. Biopolimeros sdo uma classe de polimeros produzidos a partir de
fontes renovaveis, como o milho, celulose ¢ cana-de-agucar (SANTOS e FILHO, 2003).

O crescente interesse por biopolimeros ¢ motivado pela escassez e alto prego do
petroleo, além do impacto ambiental determinado pela sua extragdo e refino (BRITO et al.,
2011).

Os biopolimeros produzidos por microrganismos, geralmente, sd3o compostos atoxicos,
biodegradaveis, produzidos extracelularmente por microrganismos ndo patogénicos através de
fermentagdes em batelada com eficiéncia aproximada de 50 % na conversdo de substrato
(KAY et al., 1993).

Polimeros biodegradaveis sdo materiais de facil degradacdo em compostos mais
simples (com baixa massa molecular) por meio da acdo de microrganismos (SANTOS e
FILHO, 2003).

As gomas sdo substancias poliméricas usualmente utilizadas em solventes e que,
mesmo a baixas concentracdes, sdo capazes de formar solucdes altamente viscosas

(FENTANES, 1985).

3.5- Hidrocoloides

Hidrocoloéides sdao polimeros de cadeia longa e alto peso molecular, extraidas de algas
marinhas, sementes, exsudados de arvores e de colageno animal, ou ainda, obtidas por
biotecnologia utilizando microrganismos. Algumas sdo produzidas por sintese microbiana e
outras pela modificagdo de polissacarideos naturais. Geralmente, os hidrocoldides sdo
soluveis em agua e tém propriedades espessantes e gelificantes dependendo das condigdes em
que foram empregados (STAUFFER, 1985).

A goma guar, por exemplo, forma dispersoes coloidais quando hidratada em agua fria
e ¢ muito utilizada em produtos de panificagdo para aumento de viscosidade e de volume
(GOLDSTEIN et al., 1973)

As gomas ou hidrocoldides sdo amplamente utilizados como aditivos na tecnologia de
alimentos, pois melhoram a textura, retardam a retrogradagdo do amido e aumentam a

retencao de umidade (ROJAS et al., 1998).



A incorporacdo de hidrocoldides, em solugdes 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).

3.6 - Gomas de origem microbiana

Alguns microrganismos possuem a habilidade de sintetizar e secretar polissacarideos
(exopolissacarideos). Exopolissacarideos (EPS) sintetizados por células microbianas variam
muito em sua composi¢do e, conseqiientemente, em suas propriedades fisicas e quimicas
(SUTHERLAND, 2001). Os principais EPS com aplica¢des industriais sdo: xantana, gelana,
dextrana, alginato,Curdlana e pululana.

A dextrana, primeiro polissacarideo produzido em escala industrial, tem cadeia
ramificada e ¢ sintetizada por Leuconostoc mesenteroides utilizando a sacarose como fonte de
carbono. Além disso, a dextrana pode ser produzida por via enzimatica usando enzimas
purificadas em meio contendo substrato (PADILHA, 1997).

A goma gelana ¢ um heteropolissacarideo de alto peso molecular sintetizado pela
bactéria Sphingomonaselodea, também conhecida como Pseudomonas elodea. A familia das
gelanas ¢ constituida pelas gomas gelana, welana e ransana, S-198 e S-657. As trés primeiras
sdo produzidas comercialmente e possuem esqueletos poliméricos idénticos formados por
unidades de glicose, acido glucuronico e raminose. A gelana ¢ um agente gelificante
produzido e comercializado com o nome de Gelrite (LOPES e ANDRADE, 1995;
NAKAMURA et al., 1996).

Welana e Ransana sdo exopolissacarideos ramificados que ndo formam géis e
produzem solugdes altamente viscosas e termoestaveis. A primeira ¢ comercializada pela
Kelco sob a marca Biozan (LOPES e ANDRADE, 1995).

O termo "alginato" refere-se a um grupo de polissacarideos sintetizados naturalmente
na parede celular de algas marinhas marrons (Phaeophyceae), na qual existem como sal misto
de calcio-sodio-potassio do acido alginico (CLEMENTI et al, 1995; OAKENFULL, 1987).
Alginatos sao muito utilizados nas industrias de alimentos como agentes estabilizantes,
espessantes e gelificantes. Além disso, s@o utilizados pelas industrias farmacéuticas e
biotecnoldgicas na imobilizagdo celular (ONSOYEN e CARBOHYDR, 1996; SMIDSROD e
SKAJAK, 1990).
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Os géis de alginato sdo capazes de formar micro-leitos e incorporar enzimas ou células
vivas, o que tem despertado interesse na industria de alimentos, na biotecnologia, e no setor
biomédico (SMIDSROD e SKAJAK, 1990).

Atualmente, a producdo de alginato depende do cultivo de algas marinhas marrons,
mas varias bactérias pertencentes ao género Pseudomonas € Azotobacter também produzem
alginato (COTE et al., 1988).

A goma curdlana ¢ um polissacarideo microbiano extracelular, produzida pela
fermentagdo de cepas de Alcaligenes faecalisvar e por algumas espécies de Agrobacterium e
Rhizobium, e ¢ formada exclusivamente por unidades de B-D-glicose (CUNHA, 2002). Nas
industrias, este biopolimero pode ser utilizado como gelificante em racao animal, ligante para
tabaco e como agente imobilizador de enzimas.

A pululana, produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans, ¢ uma goma muito
utilizada em pocos de petroleo por ser um fluido pseudopléstico. 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).

A Tabela 3.2 apresenta as gomas de origem microbiana mais utilizadas nas areas

industriais (ASHTAPUTRE e SHAH, 1995; GLAZER e NIKAIDO, 1995).

Tabela 3.2- Gomas microbianas e suas aplica¢des industriais.

Gomas Microrganismo Composi¢do AplicacdesIndustriais
. Espessante,
B-D-glicose, pe
. .. emulsificante,
Xantana Xanthomonas campestris manose ¢ acido .1
. estabilizante,
glucurdnico ~
agente de suspensao
Acetobacter sp.
Leuconostoc mesenteroides . ./
Dextrana a-D-glicose Expansor sangiiineo
Streptococcus mutans
. Acidos D-
. Pseudomonas aeruginosa A .
Alginato . . manuronico e L- Agente gelificante
Azotobacter vinelandii A
gulurdnico
Curdlana Alcaligenes faecalis B-D-glicose Agente gelificante
. D-glicose, raminose .
Gelana Sphingomonas elodea & A Agente gelificante
e acido glucurdnico
- -D-gli . .
Pululana Aureobasidium pullulans Q-LmgIICose © Material plastico

maltotriose
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3.7- Goma Xantana

A xantana ¢ um biopolimero de grande importancia industrial. Foi descoberta em 1950
no Northern Regional Research Laboratories (NRRL), no departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (MARGARITIS e ZAJIC, 1978).

A goma produzida pela bactéria Xanthomonas campestris NRRL B-1459, foi
amplamente estudada. Tais estudos, realizados por diversos laboratorios durante a década de
1960, chegaram a um produto semi-comercial batizado com nome de Kelzan sob a
responsabilidade da Kelco. No entanto, a produgdo em larga escala so teve inicio em 1964.
Atualmente, os principais produtores da xantana sdo: Melrck e Pfizer (EUA), Rhone Poulenc
(Franga) ¢ Jungbunzlauer (Austria) (GARCIA-OCHOA et al, 2000). Este
heteropolissacarideo possui estrutura primdria com repetidas unidades de pentassacarideos,
formados por duas unidades de glicose, duas unidades de manose ¢ uma unidade de acido
glucurénico, como mostra a Figura 3.5.

A via de Entner-Doudoroff ¢ a principal rota metabdlica para a formacdo da goma
xantana, pelas bactérias Xanthomonas campestris. Esta via metabolica cataboliza 80% da
glicose, disponivel no meio, em piruvato. Em seguida, o piruvato passa pelo ciclo
tricarboxilico e pela via da pentase-fosfato que metaboliza a glicose remanescente (Figura

3.6) (ROSALAM e ENGLAND, 2006).

CH,COOCH;

H/n
OH

Figura 3.5- Estrutura do polissacarideo extracelular formado pela Xanthomonas campestris

Fonte: COLEGROVE, 1983.
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Figura 3.6- (a) Via Entner-Doudoroff; (b) Ciclo do acido tricarboxilico.
Fonte: ROSALAM e ENGLAND, 2006

A Tabela 3.3 mostra o composicdo média dos diferentes polissacarideos produzidos

por bactérias do género Xanthomonas (KENNEDY e BRADSHAW, 1984).

Tabela 3.3- Composi¢do média dos diferentes polissacarideos produzidos por diferentes tipos

de Xanthomonas

Bactéria D-Glicose D- Manose  Acido D-Glicosidico Piruvato Acetato
X.campestris 30,1 27,3 14,9 7,1 6,5
X fragaria 1822 24,6 26,1 14 4,9 5,5
X.gummisudans 2182 34,8 30,7 16,5 4,7 10
X.juglandis 411 33,2 30,2 16,8 6,9 6,4
X. phaseoli 1128 30,9 28,6 15,3 1,8 6,4
X. vasculorum 702 34,9 30,2 17,9 6,6 6,3

O peso molecular da goma xantana varia de 9x10° a 2,50x10° Daltons. O peso

molecular ¢ dependente da associagdo entre cadeias que formam agregados de cadeias

individuais. A variacdo das condi¢des de fermentagdo influencia o peso molecular da goma

xantana (WHISTLER e BeMILLER, 1993; ZHANG e CHEN, 2010; WANG et al., 1990).

Segundo Moreira e colaboradores (2003) o mecanismo de sintese da xantana ¢ mais

complexo que de outras gomas e

percorre as seguintes estapas:
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1) sintese de precursores UDP-glicose, UDP-acido glicurdénico ¢ GDP-manose,
a partir da conversao de agucares simples,

2) transferéncia dos monossacarideos a partir do nucleotideo correspondente
para o lipideo carregador localizado na membrana da célula, formando a unidade
pentassacaridica repetitiva,

3) adig¢do de grupos acetil e piruvato, que sdo obtidos a partir de acetil-coA e
fosfoenolpiruvato, respectivamente, e

4) polimerizacao e excrecao do polissacarideo.

Os estagios finais da secrecdo de EPS a partir da membrana citoplasmatica que
seguem desde a passagem através do periplasma até a excrecdo o ambiente extracelular ainda

sao pouco elucidados (SUTHERLAND, 1997; SUTHERLAND, 2001).

3.8 - Microrganismos Produtores de Goma Xantana

Os polissacarideos do tipo muco, produzidos por microrganismos, sao de grande
interesse devido a facil recuperacdo da goma, o que lhes confere maior potencial de
comercializacdo (MARGARITIS e PACE, 1985).

A goma xantana ¢ produzida por bactérias do género Xanthomonas. Este género ¢
composto por um grupo diversificado e economicamente importante de fitopatdgenos
bacterianos. Embora esse género seja tao diversificado, a Uinica espécie utilizada na produgao
de goma em escala comercial ¢ a Xanthomonas. Xanthomonas campestris sdo bactérias
patogénicas que podem infectar e provocar a decomposi¢do de diversos tipos de plantas e
ervas daninhas. As células das Xanthomonas sao livres, gram-negativas, € possui um Unico

flagelo polar (GARCIA-OCHOA et al., 2000), como mostra a Figura 3.7.

Figura 3.7- Micrografia eletronica de transmissao de X. campestris (x12 000).

Fonte: GARCIA-OCHOA et al., 2000.
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O microrganismo ¢ estritamente aerdbico, pois necessita de oxigénio como terminal
receptor de elétrons. As coldnias, formadas pela Xanthomonas campestris, tem coloracao
amarelada e aspecto viscoso (BRADBURY, 1984). Entretanto, pigmentos amarelos podem
nao estar presentes em cepas degradadas de Xanthomonas (GARCIA-GARCIA-OCHOA et
al., 2000)

3.9 - Reologia

Reologia ¢ a ciéncia que estuda a maneira como os materiais se deformam, quando
sofrem agdo de determinada tensdo. Esse conhecimento ¢ fundamental para o controle de
processos industriais, projetos de equipamentos, controle de qualidade e aceitagcao do produto

(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE REOLOGIA, 2013).

Tipos de redmetros e viscosimetros, modelos matematicos, medidas do
comportamento viscoeldsticos de fluidos, otimizagdo de resultados dos ensaios reoldgicos e
aplicagdes tecnoldgicas de diversos materiais compde o objeto de estudo da reologia

(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE REOLOGIA, 2013).

Os polimeros podem, entdo, 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; MARCOTTE et al, 2001).

As propriedades reologicas das solugdes de xantana podem variar de acordo com a

cepa e variagdo das colonias das quais se obtém o biopolimero (MOREIRA et al., 2001).

Uma das propriedades da xantana ¢ formar solugdes altamente viscosas quando
dissolvida em 4agua, mesmo em baixas concentracdes (ROCKS, 1971; JEANES, 1974). Em
solucdes altamente concentradas, no entanto, apresenta  propriedades de interagdes

moleculares de fraca gelatinizacdo (JEANES, 1974).

O biopolimero ¢ amplamente utilizado como agente espessante, estabilizante e
emulsificante, pois possui grande estabilidade, pseudoplasticidade e forma solugdes aquosas

de alta viscosidade (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A viscosidade, das solugdes de goma xantana, ¢ estdvel, uma vez que ndo apresenta
grandes variacdes com mudancas de pH, temperatura ou forgas idnicas (ROCKS, 1971).

Entretanto, a estabilidade das solucdes, em relagdo ao pH, depende da concentra¢do de goma
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na solugdo. Por exemplo, em uma solugdo com concentracio de 1% de goma, a viscosidade ¢
estavel quando o pH varia entre 1,5 e 11,0 enquanto em solugdes de 0,25% a viscosidade ¢
menos estavel e alcanga seu maximo valor quando o PH varia entre 6,0 ¢ 8,0 (CHALLEN,

1993).

A xantana, quando comparada com outras gomas, pode ser considerada resistente a
degradagdo por calor, pois ndo sofre mudangas de viscosidade quando exposta a elevadas
temperaturas por longos periodos. Além disso, solugdes de xantana sdo estaveis sob condigdes
de frio (ROCKS, 1971). No entanto, segundo Challen (1993), o efeito da temperatura sobre a

viscosidade das solucdes também ¢ dependente da concentragdo de goma.

A presenca de sais nas solugdes de xantana melhora a resisténcia da goma a
degradacao pelo calor e pode causar alteragdes em seu comportamento reologico. Enquanto a
adicao de sais em baixas concentragdes pode causar a uma leve queda de viscosidade, em

altas concentragdes pode levar ao aumento da viscosidade (ROCKS, 1971).

A viscosidade pode variar, ainda, de acordo com as proporg¢des entre glicose, manose
e acido glicurénico presentes na molécula da goma. A diferenca nas proporgdes destes
compostos se deve as diferencas entre as espécies empregadas na obtencao da xantana
(MOREIRA, 2002). Além disso, a viscosidade das solugdes de xantana pode variar de acordo
com o meio de cultura, aeragdo, agitagdo, pH, temperatura e tempo de fermentagdo

(MOREIRA, 2001).

3.10- Espectroscopia de Infravermelho Préximo (NIR)

A regido espectral do Infravermelho Préximo (NIR) corresponde a regido do espectro
eletromagnético que vai de 750 nm a 2500 nm.

A absorcao de radiacdo eletromagnética, nessa regido, ocorre quando a energia da
radiacao tem o mesmo valor da diferenca de energia entre dois estados vibracionais, logo o
processo esta relacionado a ressonancia entre a diferenga de niveis de energia da molécula e a
radiagdo eletromagnética (PASQUINI, 2003).

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo tem sido freqiientemente utilizada como
um método analitico que fornece resultados suficientes para determinagdo de grupos

funcionais organicos (PASQUINI, 2003).
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Microrganismos

No presente estudo foram testados oito diferentes microrganismos: Lactobacillus casei
shirota, Klebsiella.sp, Xanthomonas campestris, e quatro levedura de codigo L26, L32, L33,
L35.

A X.campestris utilizada foi fornecida pela Coleg¢ao de Cultura Tropical da Fundagao
André Tosello e trata-se da cultura Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459.

O Lactobacillus casei shirota utilizado nos ensaios foi obtido por isolamento de
produto comércial (Yakult).

A Klebsiella. sp foi isolada de soro de leite. Este microrganismo foi identificado em
laboratério como uma Klebsiella. sp.

As leveduras L26, L32, L33 e L35 sdo originarias do continente antartico.

4.2 - Meios de Manutencido de microrganismo.

O microrganismo selecionado, Xanthomonas campestris pv. campestris, foi mantido
em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio YMA com agar (Tabela 4.1). O pH do meio foi
ajustado para 6,0 e a esterilizacdo realizada a 110 °C por 20 min. A manuten¢do da cultura foi
feita a cada 15 dias e, ap0os o crescimento dos microrganismos em estufa (30°C) por 48 horas,

foi mantida sob refrigeragdo.

Tabela 4.1- Composi¢ao do Meio YMA com agar

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 10,0

Extrato de Levedura 3,0

Extrato de Malte 3,0

Peptona 5,0

Agar 15,0

O microrganismo Lactobacillus casei shirota, isolado do produto comercial, e a
Klebsiella. sp foram mantidos em tubos de ensaio contendo 9 mL de meio MRS liquido,

apresentado na Tabela 4.3, no entanto na manutengdo da Klebsiella. sp a glicose foi
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substituida por lactose na mesma concentragdo. O pH dos meios foi ajustado para 7,0 ¢ a
esterilizagdo realizou-se a 110°C por 20 min. A manutencdo das culturas foi feita a cada 20
dias e , apds o crescimento dos microrganismo em temperatura ambiente por 48 horas, foram

mantidas em refrigeracao.

Tabela 4.2- Composi¢do do Meio MRS liquido

Componentes Concentracao (g/L)
Peptona 10,0
Extrato de Carne 10,0
Extrato de Levedura 5,0
Glicose 20,0
Tween 80 1,0
Fosfato de Potéssio 2,0
Acetato de Sodio 5,0
Citrato de Amonio 2,0
MgS0,.7H,0 0,2
MnS0,.4H,0 0,05

4.3 - Matéria-Prima

Utilizou-se como principal matéria prima glicerol comercial (Vetec, Rio de Janeiro,

Brasil) com pureza de 99,5%.

4.4 - Composicao dos Indculos e dos Meios de Producio

Os meios utilizados na preparacdo do indculo e nas fermentagdes, para produgdo de
xantana, foram compostos com os meios apresentados na Tabela 4.4. O meio de producao
mais completo (Meio B) foi extraido de Lima (1999). As demais composicdes dos Meios C e
D foram investigadas por exclusdo de algumas substancias. O indculo era preparado com
glicose e os meios para fermentacdo foram preparados utilizando variadas concentragdes de

glicerol.
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Tabela 4.3- Componentes dos meios de producio de xantana e suas respectivas concentragoes

Componentes dos meios de producio | 10 componentes | 6 componentes 4 componentes
Meio B Meio C Meio D
Glicose 10 10 10
*Glicerol - - -
Extrato de levedura 30g 30g 30g
acido citrico 30g 30g -
NH4NO; 0,86 g 0,86 g 0,86 g
MgS0,.7H20 02¢g - -
Na,HPO, 25¢g 25¢g 25¢g
KH,PO, 25¢g 25¢g 25¢g
Na,SO4 1,L13g 1,L13g -
MnCl, 0,03 ¢g - -
Ca(OH), 0,0lg - -
FeSO,.7H,0 0,0lg - -
agua destilada 1000mL 1000mL 1000mL

*Foram realizados diferentes testes variando a concentragdo de glicerol : 2, 4, 6, 8, 10, 40, ¢ 60 g/L

4.5 - Producao de Goma Xantana

4.5.1 — Producao de Goma Xantana em reatores de bancada

Os experimentos foram realizados em duas etapas: preparo do inodculo e producao de
goma.

O in6culo foi preparado utilizando o meio descrito na Tabela 4.4 — meio D, 100ml de
meio era transferido para erlenmeyers com capacidade de 500 mililitros e esterilizados a 110
°C por 20 minutos. Os inoculos foram preparados por fermentagdo em mesa giratéria a 120
rpm, em temperatura ambiente, por 16 horas. Utilizou-se como indculo 20% (v/v).

A producdo da goma, também, foi realizada em erlenmeyers com capacidadede 500
mililitros, ao qual foi adicionado 60 mL do meio de producdo (descrito na Tabela 4.4 — meio
D com glicerol). A esterilizacao foi realizada a 110°C por 20 minutos. Entdo, acrescentou-se
10 ml do ino6culo (20% v/v;) e retirou-se 10 mL do meio com auxilio de uma pipeta
esterilizada para realizacdo da dosagem de glicerol. As fermentacdes foram realizadas em

mesa agitadora a 120 rpm, em temperatura ambiente, por 48 horas.
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4.5.2- Produciao de Xantana em Batelada Alimentada

A batelada alimentada processou-se em duas etapas: preparo do inoculo e producdo
de goma.

O indculo foi preparado utilizando o Meio D, descrito na Tabela 4.4. Deste, 100 mL
foi transferido para erlenmeyers com capacidade de 500 mililitros e esterilizados a 110°C por
20 minutos. Os inoculos foram preparados por fermentacdo em mesa giratoria a 120 rpm, em
temperatura ambiente, por 48 horas. Utilizou-se como indculo 10% (v/v).

A producdo de goma, em batelada alimentada, processou-se em erlenmeyers
esterilizados com capacidade de 500 mililitros. Inicialmente o frasco recebeu 10 mL do
in6culo e nas 48 horas subseqiientes adicionou-se 90 mL do meio de produgdao (Meio D) com
o auxilio de uma bomba de baixa vazdo (Figura 4.1). As concentracdes de glicerol testadas
foram: 8, 16 e 24 g/L. As fermentacdes foram realizadas a 120 rpm, em temperatura ambiente,

por 48 horas.

Figura 4.1- Processo em batelada alimentada

4.6- Analises de producio de xantana

As andlises realizadas para a producdo de goma xantana seguiram o fluxograma

descrito na Figura 4.2:
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25 mL do caldo Centrifuga
Fermentado 8000 rpm - 20 min
sobrenadante sedimentado
A 4 A 4 A 4
20 mL do caldo Consumo de Transferido para bequer de
+ 40 mL etanol glicerol peso conhecido
A 4 A 4
Goma recuperada com auxilio Secagem em estufa a 80°C
de um bastao de vidro por 24 horas
A 4

Goma Transferida para placa de
peso conhecido

A 4

Secagem em estufa a 30°C
por 48 horas

Figura 4.2: Fluxograma das analises de producao de goma Xantana

4.6.1 — Determinaciao da Biomassa Através de Massa Secas

O caldo foi centrifugagdao a 8000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi transferido
para um béquer e o sedimentado (células) foi lavado com agua destilada e transferido para um
béquer de peso conhecido. Este béquer foi colocado em estufa a 80°C por 24 horas para

secagem, pesado novamente para o calculo a massa seca em g/L.

4.6.2 — Determinac¢ao do consumo de Glicerol

O consumo de glicerol foi calculado utilizando kits de deteccdo de triglicérides da
marca DOLES, seguindo as orientacdes do fabricante. Antes de se proceder as andlises foi

feita a curva de calibragdo para o Kit (Apéndice 1).

4.6.3— Recuperacio e Purificacio da Goma
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A recuperagdo da goma foi realizada com o sobrenadante separado no processo

de centrifugacdo, descrito na se¢do 4.6.1. Para a precipitacdo da goma foi adicionado 40 mL

de etanol em 20 mL de sobrenadante e com o auxilio de um bastdo de vidro agitou-se
levemente a solugdo para recuperagao da goma.

A lavagem da goma foi obtida mantendo-a em contato com etanol 95,5% por 10

minutos. Tal procedimento foi repetido até total limpeza da xantana. O produto foi transferido

para um placa de Petri, de peso conhecido, recoberta com filme plastico, com pequenos furos,

¢ mantido em estufa a 30°C por 48 horas.

4.6.4 — Espectroscopia de Infravermelho da Goma Produzida

O espectro de infravermelho (IV) foi uma metodologia adotada para detectar
similaridades ou diferengas entre as estruturas quimicas da goma produzida e da goma
comercial. Esta analise foi realizada com a amostra da goma produzida em laboratorio e da
goma comercial em Espectrometro de infravermelho.

O método consiste na utilizagdo de espectro de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) gravadas com Bruker Equinox 55, equipado com um detector KBr DLATGS.
Cada analise foi feita realizando 100 leituras no intervalo de comprimento de onda de 4000-
400 cm™, com resolugio de 4 cm™. O po puro diluido, de cada uma das gomas, foi prensado
em discos de KBr (cerca de 5% m/m) e utilizados para a andlise de vibragdes esqueléticas. O
software (OPUS / IR ) fornecido pela Bruker foi utilizado para as analises.

A espectroscopia de infravermelho fornece informacdes sobre as caracteristicas

estruturais das moléculas e grupos funcionais presentes nas amostras .

O espectrogramas da goma produzida e da xantana comercial serdo tUteis para a
comparagao dos picos presentes nos graficos e, assim, obter uma prova de identificacdo das

estruturas moleculares dos compostos.

4.6.5 — Determinacio de Massa Molar pelo método da viscosidade capilar

O método da viscosidade capilar foi utilizado para determinar a massa molar
do polimero xantana obtido por fermentagdo, com uso de glicerol como fonte de carbono, na
condicdo de 8 g/L de glicerol, 48 horas de preparo do inoculo, 72 horas de fermentacdo e uso

do microorganismo X.campestris.



22

Foi determinada a viscosidade intrinseca (1) das solucdes poliméricas e, pela equagdo
de Mark Houwink (Equacao 4.1), esta viscosidade foi relacionada com a massa viscosimétrica
média.

n=K(M) (4.1)
Sendo que “K” e “a” sdo constantes de dependem do polimero, do solvente e da temperatura
utilizada no ensaio da viscosimetria.

O ensaio de viscosimetria capilar foi realizado a 25 °C, utilizando-se dgua como
solvente e as constantes “K” e “a” para a agua a 25 °C sdo: Kx10’= 1,7 mL/g e a= 1,14
(MILAS et al., 1985, ZHANG e CHEN, 2009).

A viscosidade intrinseca (1) foi obtida pela extrapolacdo das viscosidades inerentes
(Miner) € especificas reduzidas (Mespred) de solugdes diluidas para concentragdo zero. A partir da
viscosidade intrinseca, e utilizando a equacao de Mark Houwink (Equagao 4.1), a massa
molar pode ser calculada.

Os valores de viscosidade especifica reduzida (nesp rea) € de viscosidade inerente (Niner)
foram gerados em um grafico em fun¢do da concentracdo de xantana em agua. Extrapolando-
se a reta para uma concentracdo tendendo a zero, obteve-se, neste ponto, o valor da

viscosidade intrinseca (1), conforme mostra a Equacao 4.2.
77 = llm(niner) = hm(nesp—red) 4.2)
c—0 c—0

Os valores das viscosidades relativas, especificas, especificas reduzidas e inerentes

foram obtidos pelas equacdes descritas na Tabela 4.7:

Tabela 4.4- Equacdes das viscosidades utilizadas no calculo da massa molar segundo a

equagao de Mark Houwink

Viscosidade Equacao Variaveis
L . t t=tempo de escoamento da solugdo
Viscosidade relativa Mo = )
L to= tempo de escoamento da agua

t—t
Viscosidade especifica 77, =1,, —1 = [ ¢ j

Viscosidade especifica Mgy

Dosp—red = c= concentracdo da solucao

reduzida

_In(n,4)

iner —
C

Viscosidade inerente
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As amostras utilizadas nas determinacdes das massa molares pelo método da
viscosidade capilar foram preparadas utilizando solu¢do polimérica a 1%. Esta solucdo foi
preparada apos a secagem da goma em estufa a 30 °C. Esta foi triturada e hidratada. O preparo
da solucdo ocorreu sob agitacao magnética durante, aproximadamente, 10 horas. Esta solugdo

1% foi, entdo, diluida para atingir as concentragdes apresentadas na Tabela 4.8.

Tabela 4.5- Concentragdes das solugoes utilizadas nas determinagdes das massas molares

Concentracoes das solucoes
preparadas pela fermentacio de
X.campestris (g/mL)
0,0030
0,0020
0,0013
0,0008

O ensaio foi realizado utilizando um viscosimetro de Oswald (Figura 4.3). A 4gua ¢
as solugdes de xantana (Tabela 4.8) foram inseridas no tubo de Oswald (n= 100 e K= 0,04).
O tempo que o solvente e as solugdes levaram pra escoar do ponto A até o ponto B, foi
cronometrado (t= tempo de escoamento da agua e t;= tempo de escoamento das

solugdes).

Figura 4.3- Viscosimetro de Oswald
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4.6.6 — Avaliacdo do Comportamento Reologico da xantana

A reologia da goma xantana foi obtida utilizando uma solucao polimérica a 1%. Esta
solugdo foi preparada apds a secagem da goma em estufa a 30 °C. Esta foi triturada e
hidratada. O preparo da solug¢do ocorreu sob agitacdo magnética durante, aproximadamente,
10 horas.

A reologia foi determinada utilizando um red6metro Brookfield RVDVIII. Seguindo o
modelo de Ostwald de Waele, ou power-law, foram utilizados os dados de tensao cisalhante,
medidos a partir de taxas de deformagao.

Com os valores de 1 e vy, avaliados estatisticamente por uma estimativa nao linear,
obteve-se K (indice de consisténcia) e n (indice de comportamento) para as solugdes de
xantana na concentragdo de 1%. Assim, a viscosidade absoluta para um fluido “power-law”

foi determinada a partir da Equagao 4.3:

pg=—=K(y)"! (4.3)
y
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1- Selecao dos microrganismos

Foram utilizados oito diferentes microrganismos com o objetivo de converter glicerol
em biopolimeros. Os microrganismos testados foram: Lactobacillus casei shirota, Klebisiella
sp., Xanthomonas campestris, e quatro leveduras de codigos L.26, L.32, L33, L35.

As leveduras nao foram promissoras no consumo de glicerol para a conversdo em

biopolimeros.

5.1.1- Ensaios com Lactobacillus casei shirota

Testes exploratorios foram realizados a fim de se obter os bioprodutos de interesse.
Nestes ensaios utilizou-se trés meios de fermentacdo diferentes entre si  quanto as

concentragdes de fonte de carbono e de glicerol, como mostra a Tabela 5.1.

Tabela 5.1- Composicao dos meios utilizados nos testes com Lactobacillus

Meios Fermentativos Composiciao
Al MRS* puro
A2 1/2 MRS + 1/2 Glicerol
A3 3/4 MRS + 1/4 Glicerol

*A glicose foi substituida por glicerol a 20 g/L

As fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyers com capacidade de 250 mL. A
quantidade de meio fermentativo colocado em cada reator de bancada foi de 50 mL. Foi
adicionado, entdo, o microrganismo e as fermentagdes ocorreram por 48 horas em mesa
giratdria a temperatura ambiente.

Os resultados obtidos estao apresentados na Figura 5.1:



26

100
]
4
|

80

60

Celulas(g/L)

Consumo de glicerol(%)
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Figura 5.1- Resultados dos testes exploratdrios com Lactobacillus: a) Consumo de glicerol

para os meios fermentativos Aj, A, e As; b) Concentragdo de células apos a fermentagao; c)

Quantidade polimeros formado.

O Lactobacillus consome glicerol, o que pode ser confirmado pela Figura 5.1.a,
entretanto nao ¢ capaz de formar biopolimeros, Figura 5.1.c. Logo, esse microrganismo nao

foi considerado promissor para a bioconversao do glicerol no bioproduto desejado.

5.1.2- Ensaios com Microrganismo "x" -" Klebsiella"

Os testes exploratorios com Klebisiella sp. foram realizados em Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL. A quantidade de meio fermentativo em cada Erlenmeyer foi de 50
mL. Em cada um dos reatores foi colocado o microrganismo, e as fermentagdes ocorreram por
48 horas em mesa giratoria a temperatura ambiente. Nestes testes foram utilizados trés
diferentes tipos de meio fermentativo, cada um contendo uma quantidade diferente de glicerol

e lactose, conforme Tabela 5.2:
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Tabela 5.2- Composi¢ao dos meios utilizados nos testes com Klebisiella sp

Meios Fermentativos Composiciao
B1 Glicerol puro
B2 1/2 MRS + 1/2 Glicerol
B3 3/4 MRS + 1/4 Glicerol

Os resultados obtidos neste teste exploratorio estao apresentados na Figura 5.2:

100

80

Consumo de glicerol (%)
Células (g/L)
2
|

B3 B2 B1 B3 B2 B1

(a) (b)

Goma (g/L)
2
I

3 82 81
(c)

Figura 5.2- Resultados dos testes exploratorios com Klebisiella sp.: a) Consumo de glicerol

para os meios fermentativos Bj, B, € B3; b) Concentracdo de células apds a fermentagao; ¢)

Quantidade polimeros formado.

A Klebisiella sp.consume glicerol, o que pode ser confirmado pela Figura 5.2 (a), no entanto,
¢ incapaz formar biopolimero, Figura 5.2.c . Logo, esse microrganismo também nao foi

considerado promissor para a bioconversao do glicerol no bioproduto desejado.
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Nestes testes foram utilizados trés diferentes tipos de meio fermentativo, cada um

contendo uma quantidade diferente de glicerol e glicose, conforme Tabela 5.3:

Tabela 5.3- Composi¢ao dos meios utilizados nos testes com Xanthomonas

Meios Fermentativos

Composicao de glicerol (g/L)

Cl 100
C2 300
C3 800

Os resultados obtidos neste teste exploratorio estao apresentados na Figura 5.3:

100
|

80

60

40

Consumo de glicerol (%)

20
1

c1 c2 C3

(a)

20

15

Goma(g/L)
1.0

05

1.0

0.8

0.6

Células (g/L)

0.4

02
I

0.0

c1 c2 C3

(b)

0.0

c1

c2 C3

(©)

Figura 5.3- Resultados dos testes exploratorios com Xanthomonas: a) Consumo de glicerol

para os meios fermentativos C;, C; e Cs; b) Concentracdo de células apds a fermentagao; ¢)

Quantidade polimeros formado.
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A Xanthomonas se mostrou capaz de consumir glicerol e formar goma xantana, o que

¢ evidente na Figura 5.3(c).

5.1.4- Discussao dos ensaios e selecio dos microrganismos

A Figura 5.5 sintetiza os resultados obtidos na selecdo dos microrganismos aptos a
consumir glicerol e produzir biopolimeros.. Observa-se que todos o0s microrganismos
consumiram glicerol e apresentaram crescimento celular, no entanto apenas a X. campestris

produziu biopolimeros.

e[. casei shirota- consumo de 98 % do glicerol na melhor situacao
sKlebsiella. Sp- consumo de 77 % do glicerol na melhor situacao

Consumode | oX. campestris- consumo de 35 % do glicerol na melhor situagdo
glicerol

\
e[. casei shirota- maxima concentrac3o celular obtida 2,9 g/L (48h)
eKlebsiella. Sp- maxima concentragao celular obtida 3,9 g/L (48h)

*X. campestris- maxima concentracdo celular obtida 0,8 g/L (48h)
celular )

Crescimento

N
el. casei shirota- ndo houve formacao de polimero
eKlebsiella. Sp- ndo houve formacdo de polimero
*X. campestris- formacdo de polimero 1,2 g/L (melhor situacio,48h)

J

Polimeros

Figura 5.4- Sintese dos ensaios para sele¢ao de microrganismo
Com base na Figura 5.4, optou-se em dar seqiiéncia aos experimentos utilizando os
microrganismos: X. campestris, pois este microrganismo produziu, a partir do glicerol, o
produto de interesse.

5.2- Ensaios para producio de biopolimeros com glicerol e glicose

O ensaio foi realizado utilizando o meio D, descrito na Tabela 4.3, e variando as

concentragoes de glicose e glicerol. As concentragdes de glicose testadas foram 2, 8 e 13 g/L
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e as de glicerol foram de 2, 10 e 40 g/L. Os dados obtidos no presente ensaio estdo

representados na Figura 5.5:

2 g/L Glicerol
10 g/L Glicerol
40 g/L Glicerol

3.0
100

1.5

2.0

Células (g/L)

15
Xantana(g/L)
1.0
|

0.5
|

0.5

2 8 13

Glicose (g/L)

Figura 5.5- Grafico producao de polimero (Barras) e crescimento celular (0)

Analisando a Figura 5.5, nota-se que o maior crescimento celular ndo ocorre em
situacdes com maiores concentragdes de glicose ou glicerol e , sim, nas situagdes em que ha
combinagdes destes dois substratos. Além disso, ndo observa-se uma relacdo direta entre
crescimento celular e produgdo de polimero.

Ainda analisando a Figura 5.5, nota-se que menores concentragdes de glicerol
favorecem a formacao de goma, no entanto o biopolimero também ¢ gerado satisfatoriamente
em maiores concentracdes de glicerol, uma vez que na combinacdo de 40 g/L de glicerol e 8
g/L de glicose obteve-se 92% da concentracdo de polimero obtida na melhor situagao.

A comparagao entre a Figura 5.5 e a Figura 5.3(c) mostra que a adicao de glicose nao
foi capaz de aumentar significativamente a producao do polimero.

Como a capacidade de producdo do polimero ¢ maior para menores concentragdes de
glicerol e adicao de glicose ndo favoreceu a producado, logo justifica-se a continuidade do

estudo utilizando glicerol na auséncia de glicose.

5.3- Ensaios para produc¢io de biopolimeros com glicerol puro

5.3.1- Ensaio para determinacio do tempo de fermentacao
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Diversos ensaios utilizando o glicerol como fonte inica de carbono foram realizados
com o intuito de encontrar condi¢des ideais de producdo de xantana.

A Figura 5.7 apresenta os dados obtidos nos ensaios realizados variando os tempos das
fermentagoes (48, 60 e 72 horas) e mantendo o tempo de fermentagdo do in6culo em 16 horas.
O meio utilizado como indculo e para a fermentagdo foi apresentado na Tabela 4.3 ( Meio D),

variando, porém as concentragdes de glicerol (2, 10 e 40 g/L).

14

CJ 48 Horas
3 60 Horas
N Bl 72 Horas

1.2

Células (g/L)
3
|
1.0

2
|
Xantana(g/L)

0.6

7

0.2

0.0
L

2 10 40

Glicerol (g/L)
Figura 5.6-Efeito do tempo de fermentacao na produgdo de xantana (barras) e crescimento

celular (o)

Analisando a Figura 5.6, ¢ possivel concluir que nas fermentagdes de 72 horas ocorreu
maior formagao de Xantana que nas demais fermentagdes, o que justifica a continuidade do

estudo utilizando 72 horas de fermentagao.

5.3.2- Ensaio para determinacio dos meios de fermentacio e in6culo

Estabelecido o melhor tempo de fermentacdo, foram feitos ensaios para determinar
qual o melhor meio para preparo do indculo e o melhor meio para a fermentacdo, visando a
maior produg¢do de xantana. Para o preparo do inoculo utilizou-se dois diferentes meios, o
YMA (Y), apresentado na Tabela 4.1 ¢ o meio D (M) , apresentado na Tabela 4.3. Para as
fermentagdes foram testados os trés meios ( B, C e D) apresentados na Tabela 4.3. O tempo
de fermentacdo do indculo foi de 16 horas e o tempo de fermentacdo de 72 horas. A
concentragdo de glicose no indculo foi a mesma em todos o ensaios (10 g/L) e a concentracao

de glicerol nas fermentagdes foi de 8 g/L. A Figura 5.7 apresenta os dados obtidos no ensaio.
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Figura 5.7-Efeito da composi¢do do meio fermentativo e do in6culo na produgdo de xantana

(#), crescimento celular (o) e consumo de glicerol (barras)

A andlise da Figura 5.7.a, revela que as fermentagdes, em que se utilizou o meio
YMA (Y) para preparo do indculo, produziram menor quantidade de xantana quando
comparado a utilizacdo do Meio D (M). Além disso, o meio de fermentagdo que gerou maior
quantidade de goma, também, foi o Meio D (D) quando comparado aos meios B e C.

O crescimento celular (Figura 5.7.b) mostrou o mesmo comportamento da
concentragdo de xantana. Portanto, elegeu-se o meio D pelo seu melhor desempenho tanto

para o preparo do inoculo, quanto para fermentagao.
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5.3.3- Ensaio para determinac¢io da concentragio de glicerol no meio

fermentativo

A Figura 5.8 representa os efeitos das concentragdes de glicerol no crescimento celular
e producdao de xantana nas melhores condi¢des de tempo de fermentacdo, composi¢ao do
inoculo e meio fermentativo, determinados anteriormente. Nestes ensaios variou-se a
concentracdo de glicerol com o intuito de determinar a concentragdo mais eficiente para a

producao de xantana.
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Pode-se observar que a concentracdo de glicerol que mais favorece o crescimento
celular ndo ¢ a mesma que favorece a producdo de xantana, uma vez que para as
concentracgdes de glicerol de 2 g/L a 6 g/L foi observado o maior crescimento celular e para as
concentragdes de 2 g/L a 8 g/L a concentragdo de xantana foi praticamente a mesma.

Além disso, nota-se que o aumento da concentracdo de glicerol no meio reduz o
crescimento celular e a produgdo de xantana, sendo que para concentracdes de glicerol
superiores a 8 g/LL esta reducdo foi mais significativa. Logo, a concentracdo de 8 g/L de
glicerol ¢ a condi¢do de maior interesse, por ser um produto residuario, reduz o descarte deste
como efluente.

A maior concentragdo de xantana observada (1,1 g/L) ¢ inferior a observada na
literatura para o uso de caldo de cana e residuos de mandioca como fontes de carbono.
Segundo Aratjo e colaboradores (2005), produz-se 7,48 g/L. de xantana durante 48 horas de
fermentacdo a 120 rpm e 28°C, usando caldo de cana como fonte alternativa de carbono e
cepa X. campestris pv. campestris - NRRL B-1459. Usando residuos de mandioca, Soccol e
colaboradores (2002), obteve 14,8 g/l de xantana em 96 horas de fermentagdo, com rotagao
de 160 rpm a 25°C, utilizando a cepa X. campestris - LPB 01. No entanto, a producao de 1,1
g/L observado foi superior a encontrada na literatura para o uso do glicerol como fonte de
carbono, segundo Brandao e colaboradores (2010), foi viavel produzir 0,79 g/L de xantana
utilizando glicerol como fonte de carbono e a cepa Xanthomonas campestris pv. campestris -

N° 1866; a fermentacao foi realizada por 120 horas, 250 rpm e 28°C.

5.3.4- Ensaio para determinac¢io do tempo de preparo de inoculo

Para determinacdo do melhor tempo de preparo de inoculo na producdo de xantana
foram realizados experimentos com concentracdo de glicerol de 8 g/L, tempo de fermentacao
de 72 horas e o meio utilizado tanto para o preparo do in6culo quanto pra a fermentagdo foi o
Meio D, apresentado na Tabela 4.3. Os tempos utilizados para o preparo do indculo foram 12,

18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas. A Figura 5.9, indica os dados obtidos em tal ensaio.
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Nota-se que antes das 24 horas de preparo do inéculo as células se encontram fora da
fase exponencial de crescimento celular e, assim, a fermentacdo nestas condigdes nao
favoreceu a produgdo de goma.

Na producdo de xantana, o tempo de 48 horas para preparo do indculo foi o mais

favoravel a produ¢do de goma, porém parte da goma presente neste ponto ¢ advinda do

proprio indculo.
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5.3.5- Batelada Alimentada

Afim de diminuir a possibilidade de inibigcao pelo substrato foi realizado um teste em

batelada alimentada.
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Analisando a Figura 5.10, podemos dizer que a inibi¢do devido ao glicerol nao ¢ o
fator que restringe a fermentacdo, pois ndo houve aumento na producdo do polimero

associado ao uso da batelada alimentada.
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5.4- Espectroscopia na Regido de Infravermelho da Goma Produzida e Goma comercial

A Figura 5.11 apresenta a espectrometria de infravermelho afim de avaliar as

similaridades ou as diferencas entre as estruturas quimicas da goma produzida e da goma

comercial.
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Figura 5.11- a) Comparacao entre a gomas gerada pela fermentacdo de X.campestris e a
goma comercial (Absorbancia); b) goma gerada pela fermentacdo de X.campestris

(Transmitancia);

Observa-se que o polimero produzido nas condi¢des testada ¢ similar a goma

comercial (Figura 5.11), embora existam diferencas entre as absorbancias, o que estd
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associado aos grupos externos da molécula do polimero produzido que estdo interagindo com
os outros compostos do meio. Tal interacdo ¢ resultado da purificacdo incompleta tanto da
amostra produzida quanto da goma comercial.

Na Figura 5.11 estdo destacados os pontos A, B e C. O ponto A representa bandas de
overlapping de intensidade moderada que estdo associadas as vibracoes das ligacdes C — H,
com banda de 2920 cm™. As bandas 1659 e 1250 cm'l, pontos B e C, estdo associadas a
assimetria (C = 0 ) e a simetria ( C — 0).

Estes pontos estdo relacionadas a estrutura da goma como pode ser visto na Figura 5.12 que

exemplifica as ligacdes dos grupos A, B e C ja citadas.

H O CH,0H
. on H\M 0—t
H
o
H
. 0
L | cuone—C i H OH Jn
o CH,COOCH, o
0
H /4 H /
OH /
Ho
|
/
Hg H
0
H
H
OH

Figura 5.12- Associacdo entre a espectroscopia de infravermelho e a estrutura da goma

xantana

Alguns pontos a serem considerados para a analise de espectro sdao apresentados abaixo. Estes
pontos sdo dados pelas freqiiéncias de alguns grupos dos compostos acima referidos
(ALINGER et al., 1978, SOLOMOS, 1996; RAMASSAMY et al., 2011):

8 C — 0: alcool, éter e acido carboxilico de 1300 a 1000 cm™;

v C — H: alcanos com C sp> de 3000 a 2850 cm™;

v C = 0: éster de 17352 1750 cm’™.

Sendo 6: dobramento
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v: estiramento
5.4.1- Determinacao da Massa Molar
A Figura 5.3, mostra os resultados de viscosidade inerente e especifica reduzida

obtidos nos testes com viscosimetro capilar realizados para a determinag¢do da massa molar do

polimero produzido.

800
|

— Viscosidade Inerente
Viscosidade Reduzida

Viscosidade
600 700
| |

500
|

400
1

300

I I I I I
0.0010 0.0015 0.0020 0.0025 0.0030

Concentracgéo (g/ml)

Figura 5.13- Viscosidade inerente e especifica reduzida em fun¢do da concentracdo de

xantana produzida pela fermentacdo de X.campestris

O valor da massa molar da xantana obtida na fermentacdo com X.campestris foi de
2250 KDa (R=0,811). Esses dados podem ser considerados satisfatérios se comparados com
resultados encontrados na literatura. Zhang e Chen (2010) obtiveram, nas melhores condigdes,
o valor de 900 KDa para a massa molar de xantana utilizando glicose e xilose. Wang e

colaboradores (1990) encontraram o valor de 2500 KDa para a xantana produzida.
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5.5- Ensaios complementares

Parte dos resultados desta dissertacdo ndao foram apresentados neste documento,

devido a processo de sigilo associado a possivel patente.
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CAPITULO 6 - CONCLUSOES

Diante das evidéncias encontradas no presente trabalho, € possivel concluir que:

o glicerol ¢ uma fonte de carbono viavel para produ¢do de xantana;

embora a produgdo de xantana em meio contendo glicose e glicerol seja maior
que a producao desses compostos em meio contendo apenas glicerol, o uso das
duas fontes de carbono em conjunto nao ¢ vidvel, pois a presenca do glicerol
na fermentacdo diminui a producgdo de xantana;

concentracdes de glicerol superiores a 10 g/LL inibem a producao de polimero e

o uso de batelada alimentada nao ¢ capaz de reduzir os efeitos desta inibi¢ao;



CAPITULO 7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ampliar os estudos utilizando outras cepas e culturas mistas;
Otimizar as condi¢des de produgao;

Ampliar os estudos, caracterizar e purificar a xantana gerada.

42
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APENDICE 1:
METODO DE DETERMINACAO DE GLICEROL

O método para determinagdo do consumo de glicerol foi realizado de acordo com o

procedimento citado abaixo:

e Diluir as amostras adequadamente;

e Adicionar a um tubo de ensaio 1 mL da amostra previamente diluida e 1 mL do
Reagente Cor (Kit de Deteccao de Triglicérides);

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

e Fazer a leitura da absorbancia com comprimento de onda de 510 nm no
espectrofotometro;

e Converter o valor da leitura em concentragao g/L de glicerol através de uma curva-

padrdo previamente construida.

Para a determinagdo da concentracdo de glicerol, foi construida previamente uma

curva de calibragdo (C =0,027896 Abs —0.004695 , 7> =0.98 ), os dados desta curva

glicerol

estao apresentados abaixo.

Concentracao de Leitura ABS.

Glicerol (g/L) (510 nm)
0,005 0,327
0,01 0,553
0,015 0,700
0,02 0,922

0,025 1.028




