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RESUMO

A goma xantana é um exopolissacarideo de origem microbiana obtida pela bactéria
Xanthomonas campestris por meio de um processo fermentativo. Essa goma possui
diversas aplicabilidades na area alimenticia, petrolifera e cosmética, sendo utilizada
como espessante, estabilizante e/ou emulsificante, tendo destaque frente a
matérias- primas com fungdes similares por ser de origem biotecnolégica, nao
requerer elevadas quantidades para ter atividade, além da sua producido ser
independente de condi¢gbes sazonais. Embora o processo de produgcédo da goma
xantana ja tenha sido muito discutido na literatura, parametros como o coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa (kLa) e tempo de mistura (tm) ainda nao foram
abordados para producédo deste biopolimero pela Xanthomonas campestris. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi determinar os parametros kLa e tm utilizando
diferentes conjunto de impelidores (Rushton-Rushton, Rushton-Inclinada e
Rushton- Elefante) em reator STR, frente a dispersdes coloidais de goma xantana
com concentragdes variando entre 0,10% a 0,85% (m.v"), a fim de simular o processo
fermentativo e assim determinar qual dos conjuntos funcionaria melhor sob condi¢des
de elevadas viscosidade. Para isso determinou-se o kLa pelo método dinamico e o
tempo de mistura por meio da resposta da sonda de pH. Ambos os testes foram
conduzidos para velocidades de agitagao de 200 e 600 rpm. Obteve-se melhores
resultados para as impelidores do tipo Rushton-Elefante, com relevantes perfis de
transferéncia de massa e mistura em concentragdes elevadas. Este modelo foi entao
utilizado para fermentacao a qual foi conduzida a temperatura de 28°C, com agitagao
de 300 rpm e aeragcdo em 1 vvm nas primeiras 24 horas; nas 48 horas restantes
utilizou-se 750 rpm e 1,2 vwm. Apos a fermentagdo obteve-se produtividade de
0,26 g.L'.h"', valor duas vezes superior ao reportado na literatura sob condigdes de
suplementagao e parametros fermentativos similares, o que sugere que os parametros
utilizados possam favorecer esse processo. Um perfil observado para goma xantana
durante o processo foi agao tamponante em meio acido e embora esse resultado ainda
nao tenha sido reportado na literatura, se validado pode apresentar um novo caminho
para pesquisas nas linhas cosméticas, especialmente por este ativo apresentar-se
como um substituto interessante para formulagdes contendo acrilato. Recomenda-se,
portanto, que trabalhos futuros sejam conduzidos para validar essa hipoétese.

Palavras-chave: biopolimero; cosméticos; biorreator; fermentagao.



ABSTRACT

Xanthan gum is an exopolysaccharide of microbial origin obtained by the bacterium
Xanthomonas campestris from fermentation process. This gum has several
applicability in the food, petroleum and cosmetic areas, being used as a thickener,
stabilizer and/or emulsifier, standing out compared to raw materials with similar
functions because it is of biotechnological origin, does not require high amounts to be
active, in addition to the its production to be independent of seasonal conditions.
Although the xanthan gum production process has already been much discussed in
the literature, parameters such as the volumetric mass transfer coefficient (kLa) and
mixing time (tm) have not yet been addressed for the production of this biopolymer by
Xanthomonas campestris. In this sense, the objective of this work was to determine
the kLa and tm parameters using different sets of impellers (Rushton-Rushton,
Rushton-Inclinada and Rushton-Elefante) in a STR reactor, against colloidal
dispersions of xanthan gum with concentrations ranging from 0.10% to 0.85% (m.v"),
in order to simulate the fermentation process and thus determine which of the sets
would work best under conditions of high viscosity. For this, the k.a was determined
by the dynamic method and the mixing time by means of the pH probe response. Both
tests were conducted at stirring speeds of 200 and 600 rpm. Better results were
obtained for Rushton-Elefante type impellers, with relevant mass transfer and mixing
profiles at high concentrations. This model was then used for fermentation, which was
carried out at a temperature of 28°C, with stirring at 300 rpom and aeration at 1 vvm in
the first 24 hours; in the remaining 48 hours, 750 rpom and 1.2 vvm were used. After
fermentation, a productivity of 0.26 g.L-'.h-" was obtained, twice the value reported in
the literature under conditions of supplementation and similar fermentation
parameters, which suggests that the parameters used may favor this process. A profile
observed for xanthan gum during the process was buffering action in an acid medium
and although this result has not yet been reported in the literature, if validated it may
present a new path for research in cosmetic lines, especially because this active is
presented as a substitute interesting for formulations containing acrylate. Therefore, it
is recommended that future studies be conducted to validate this hypothesis.

Keywords: biopolymer; cosmetics; bioreactor; fermentation.
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1 INTRODUGAO

Polissacarideos sao moléculas formadas por carboidratos abundantemente
distribuidos na natureza sendo produzidos por todos os tipos de organismos,
destacando-se as plantas, animais, bactérias, fungos e microalgas (JINDAL; SINGH
KHATTAR, 2018; NELSON; COX, 2021). Esses biopolimeros possuem caracteristicas
biolégicas variadas, como a habilidade de armazenar energia e a elevada capacidade
em se dispersar em agua. Esta ultima caracteristica é visualizada em boa parte dos
polissacarideos e quando atrelada ao elevado peso molecular do biopolimero
promove a estrutura propriedades espessantes, estabilizantes, emulsificantes e
gelificantes, as quais sdo de grande interesse por parte das industrias alimenticias,
cosmeéticas e farmacéuticas (NELSON; COX, 2021). Polissacarideos como a pectina,
alginato, goma guar, goma arabica e a goma xantana sao exemplos de alguns dos
tipos de biopolimeros com essa propriedade.

Dentre os polissacarideos citados a goma xantana merece destaque devido a
sua versatilidade, uma vez que a sua produc¢ao ndo depende de condi¢des climaticas
€ sazonais, nem tampouco seu processo produtivo tem potencial de promover danos
ao ecossistema, sendo considerada uma alternativa sustentavel. A goma xantana é
um exopolissacarideo produzido e excretado ao meio naturalmente por bactérias do
género Xanthomonas sp. Existem diferentes espécies produtoras, mas a
Xanthomonas campestris comumente € escolhida devido a sua elevada produtividade
(LEl; EDMUND, 2017).

Em funcao de suas caracteristicas reoldgicas interessantes, como potencial
espessante, emulsificante e estabilizante, a goma xantana foi o primeiro
polissacarideo aprovado para comercializacdo pela Food and Drug Administration
(FDA) em 1964 (KUMAR; RAO; HAN, 2017). Desde entdo a produgao industrial
passou a ser dominada por empresas multinacionais como a Cargill, Dow Du Pont e
Archer Daniels Midland Company, sediadas na Ameérica do Norte (MARKET, 2022).
Por se tratar de um bioproduto produzido por grandes e poucas empresas, ha muito
segredo industrial nesse processo complexo e lucrativo, onde estima-se, de acordo
com Market Research Future (2022), um crescimento de aproximadamente 6% até
2030, avaliado em $1,2 bilhdes de ddlares.

Portanto, uma grande oportunidade e também um desafio é elucidar os pontos

técnicos envolvidos ao processo de produgcdo de goma xantana, com o objetivo de
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favorecer a maior competitividade entre as empresas no mercado. Neste sentido,
sabendo que a bactéria Xanthomonas campestris € aerobica obrigatdria e a produgao
de goma xantana ao longo do processo torna o meio mais viscoso, se faz importante
determinar parametros fermentativos como coeficiente volumétrico de transferéncia
de massa (kLa), tempo de mistura (tm) e definir o melhor conjunto de impelidores para
0 processo. Esses parametros sdo essenciais e muito relevantes para auxiliar
empresas que desejam se colocar no mercado e também sao informagdes de grande
valia para a comunidade cientifica em relagdo a essa tematica, tendo em vista que

podem ajudar no projeto e dimensionamento de novos equipamentos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar parametros fermentativos durante a produgdo de goma xantana
pela bactéria Xanthomonas campestris ATCC 13951 em reator STR utilizando
diferentes conjuntos de impelidores a fim de auxiliar a replicagdo em escala industrial

e utilizar este ativo em aplicagbes cosméticas.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a viscosidade das dispersdes coloidais de goma xantana
comercial acrescidas ou ndo de sacarose;

e Simular um processo fermentativo para obtencdo de goma xantana por
meio do preparo de um biorreator do tipo STR preenchido com dispersdes
coloidais contendo goma xantana e sacarose em diferentes proporgdes;

e Determinar o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (kLa) e
tempo de mistura (tm) em diferentes velocidades de rotagao, utilizando
diferentes conjuntos de impelidores;

e Realizar fermentacdo da Xanthomonas campestris ATCC 1391 em
biorreator STR utilizando as melhores condi¢gdes e parametros obtidos

previamente.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Biorreatores

Biorreatores podem ser definidos como reservatérios nos quais ocorrem
reagdes bioquimicas a partir de um agente biolégico ou parte dele (NAJAFPOUR,
2015). Esses reservatorios podem ter diversas geometrias que dependem muito para
qual finalidade sera aplicado, mas de maneira geral, para o cultivo de microrganismos
e células animais, sao preferencialmente utilizados biorreatores pneumaticos e
agitados mecanicamente (SAHA, 2016).

Biorreatores pneumaticos sao tanques cilindricos e compridos destinados
para processos biolégicos que ndo podem sofrer tensdes cisalhantes, como cultivo de
alguns fungos, microalgas e células animais (Figura 1A); s&o assim considerados por
nao possuirem sistema de agitagdo de modo que a transferéncia de massa e energia
ocorre a partir da insergdo de ar na parte inferior do biorreator (SAHA, 2016).

Ja biorreatores agitados mecanicamente - Stirred Tank Reactors STR
(Figura 1B) sao tanques cilindricos, com altura total padrdo variando de uma a duas
vezes o seu diametro (SPIER et al., 2011). Esses biorreatores possuem um eixo
central no qual sdo inseridos impelidores que realizam a transferéncia de massa e
energia para o sistema (XIE et al, 2014). De acordo com Precedence
Research (2022), biorreatores do tipo STR compuseram em 2021 cerca de 82% do

total de biorreatores utilizados e vendidos industrialmente ao redor do mundo.
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Figura 1 - Biorreator A pneumatico e B agitado mecanicamente

Fonte: Autoria propria (2023)
3.1.1 Biorreatores agitados mecanicamente

Biorreatores agitados mecanicamente podem ter formatos cilindricos ou
cubicos, dependendo da sua relagdo geométrica, contudo biorreatores cilindricos sao
preferencialmente escolhidos devido ao aumento do tempo de contato do oxigénio
dissolvido em fungao da maior coluna de liquido, o que proporciona o aumento de
pressdao no fundo do tanque, favorecendo o aumento do gradiente gas-liquido
(NAJAFPOUR, 2015). Nesse contexto as relagbes geométricas mostram-se muito
importantes pois além de auxiliarem em problemas de produtividade de forma simples
e assertiva, como a disponibilidade de oxigénio dissolvido, também facilitam o ganho
de escala (DORAN, 2012). A Figura 2 ilustra as principais relagbes geométricas

utilizadas para o dimensionamento de biorreatores padr&o.
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Figura 2 - Relag6es geométricas de um biorreator tanque agitado

SR

A

Relagédo geométrica:
HI/Ht = 0,70 — 0,80
Ht/Dt = 1,00 - 2,00
Da/Dt = 0,33 - 0,50
Db/Dt = 0,08 - 0,10

C/Da =1,00
E/W =1

Ht

Legenda: HI: Altura do liquido; Ht: Altura total; Dt: Diametro do tanque; Da: Didmetro do agitador; Db:
Diametro da chicana; C: Distancia da pa até o fundo do tanque; Hi: distancia entre os impelidores; E:
distancia entre a pa e o aerador; W: altura da pa.

Fonte Autoria propria (2023)

As escalas de biorreatores variam em funcdo dos processos que neles
ocorrem. Biorreatores de bancada possuem volumes de 1 a 10 L e sdao usados no
inicio de processos fermentativos, uma vez que nessa etapa deseja-se conhecer e
otimizar a fermentacao a partir de melhorias de meios de cultura, condi¢des de pH,
temperatura, oxigénio dissolvido etc. (DORAN, 2012).

Ainda na escala de bancada é definido, de acordo com o processo
fermentativo e microrganismo, um critério para o aumento de escala que precisa ser
realizado de forma coerente pois impactara diretamente na produtividade do processo
fermentativo (RAVINDRA, 2015). Assim, varios critérios podem ser usados, como a
manutengdo constante da velocidade na ponta do impelidor (vip) para células
sensiveis a cisalhamento ou ainda, para microrganismos estritamente aerobicos,
pode-se manter constante o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa)
(DORAN, 2012).

A partir da definicdo do critério € projetado o biorreator em escala piloto, que
atinge volumes que variam de 50 a 500 L, e esse modelo é utilizado para avaliar e
validar o comportamento do bioprocesso com o aumento de escala (JAGANI et al.,
2010). Caso o comportamento avaliado apresente boa produtividade e caracteristicas

similares as visualizadas em escala de bancada, é entao projetado o biorreator em
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escala industrial. Biorreatores industriais tém volumes variando de 5 a 200 m3
(RAVINDRA, 2015).

Ademais, conforme ilustra a Figura 2, biorreatores do tipo agitados
mecanicamente sdo compostos por um eixo central, impelidores, aerador e chicanas.
No eixo central sdo posicionados impelidores separados por uma distancia
denominada Hi (DORAN, 2012). Esse eixo € responsavel por realizar o movimento
rotacional dentro do biorreator que promove a movimentagao dos fluidos. Ainda, os
biorreatores podem ser equipados por sondas responsaveis por medir durante a
fermentacdo a temperatura, o oxigénio dissolvido, o nivel de espuma, didxido de
carbono, entre outros.

Ha relagdes geométricas, abaixo dispostas, do numero de impelidores - n°

(Equacéo 1) e da distancia entre eles - Hi (Equacgao 2) descrita por Doran (2012).

Hp—Da o Hp—2Da ~

— >N > (Equagéao 1)
Da < Hi < 2Da (Equacéo 2)
Onde:

HL: Altura do liquido;

Da: Diametro do agitador.

Na Figura 2 é possivel visualizar também que o aerador esta posicionado logo
abaixo dos impelidores. O aerador injeta ar dentro do biorreator e quando disposto
abaixo dos agitadores, estes fazem com que ocorra a quebra das bolhas de ar e
permite estas sejam transformadas em oxigénio dissolvido (DORAN, 2012). Um filtro
€ adicionado na entrada de ar para evitar contaminacgoes.

Além disso, utiliza-se chicanas nas laterais do tanque para evitar a formacéao
de vortices e zonas mortas durante a agitagcdo e consequentemente a coalescéncia
de bolhas e perda de poténcia (DORAN, 2012). Também ¢é deixado um espacgo vazio,
que pode variar de 10 a 30% do volume total, denominado de headspace para
seguranga do sistema caso haja formacéo de goticulas de liquido do gas de escape
ou para acomodar qualquer espuma que possa se desenvolver no sistema (DORAN,
2012; NAJAFPOUR, 2015).
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3.1.2Modelos de impelidores

Em processos agitados mecanicamente os impelidores sdo acessorios
essenciais pois € por meio deles que ocorre a homogeneizagdo do meio, bem como
a transferéncia de ar as células (XIE et al., 2014). Ha diversos modelos de impelidores
que promovem diferentes formas de mover o fluido no interior do biorreator. Assim de
acordo com o efeito que se almeja, podem ser escolhidos diferentes modelos, ou
mesmo diferentes combinagdes, obtendo-se assim variados tipos de tensdo e
movimentagao do liquido (AMANULLAH et al., 1998; DORAN, 2012).

Cada modelo de impelidor, de acordo com a sua geometria, € capaz de
promover movimentos diferentes no liquido e nas células do caldo fermentado
(AMEUR; SAHEL; KAMLA, 2017). Esses movimentos podem ser radiais ou axiais,
como ilustra a Figura 3.

O escoamento radial ocorre no sentido do agitador com diregao as paredes
formando caminhos de turbuléncia, uma vez que ele age estourando as bolhas de ar
para promover maior aeragao, conforme ilustra a Figura 3A. Os impelidores de
escoamentos radias mais comuns sao impelidores com geometria plana simples,
turbinas (Figura 4) ou discos (DORAN, 2012; BUSTAMANTE, 2013). Ja no
escoamento axial o fluido pode ser direcionado para cima (ascendente) ou para a base
do biorreator (descendente), ilustrado pela Figura 3B, de acordo com a orientagéo das
impelidores e seguindo sempre o giro do motor.

Modelos com geometria angular configuram impelidores axiais, como a
turbina de baixo cisalhamento ou convencionalmente chamada de orelha de elefante

e as impelidores inclinadas (Figura 4).
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Figura 3 - Escoamento radial em (a) e axial em (b)

Legenda: O escoamento radial (a) ocorre no sentido do agitador com diregéo as paredes formando
caminhos de turbuléncia, uma vez que ele age estourando as bolhas de ar para promover maior
aeragao, enquanto o escoamente axial (b) age favorecendo a mistura com movimentos que seguem a
rotagdo do motor.

Fonte: Adaptado de Bustamante (2013)

Figura 4 - Tipos de impelidores
Orelhas de alefante Pas inclinadas

Fonte: Autoria prépria (2023)

Dos impelidores apresentados na Figura 4, os mais utilizados industrialmente
sdo as turbinas de Rushton e turbinas do tipo orelha de elefante (RAVINDRA, 2015).
A turbina de Rushton gera um escoamento radial unidirecional, causando maior
tensao cisalhante, mas ao mesmo tempo € um eficiente impelidor para a transferéncia
de oxigénio para o meio; enquanto o segundo impelidor (orelha de elefante) é utilizado
para liquidos viscosos e para células que nao podem sofrer altas tensdes cisalhantes,
possuindo fluxo ascendente ou descendente dependendo de como é posicionada
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; DORAN, 2012; BUSTAMANTE, 2013).
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3.2 Tipos de fluidos

Biorreatores agitados mecanicamente podem ser empregados para
fermentacao de diversos microrganismos, células, tecidos animais ou vegetais. Assim
0 sucesso do processo fermentativo depende, além das condi¢gées de cultivo, do
modelo de biorreator, conjunto de instrumentos e conhecimento sobre o
comportamento do microrganismo e meio fermentado (CUNHA et al., 2015).

Ao longo da fermentac&o a viscosidade do meio pode ser influenciada por
diferentes fatores, como a produgcdo de biomassa, produgdo do bioproduto,
contaminagdes ou ainda a produgao de algum tipo de intermediario (como gases ou
espuma), como salienta Zhong et al. (2012). Portanto ter o conhecimento da
viscosidade do meio fermentado e as suas caracteristicas ao longo da fermentagao,
isto & saber se ha variagdes do tipo de fluido ao longo do processo, é crucial para a
obtencao de bons resultados em produtividade do bioproduto de interesse (LOPES et
al., 2015).

Durante a fermentagdo o meio de cultivo é o fluido de desenvolvimento do
microrganismo pois € a partir dele que ocorre a dissolugao de nutrientes, oxigénio e
transferéncia de calor e massa para o sistema. Este fluido pode apresentar
caracteristicas distintas do ponto de vista fisico, podendo ser considerado newtoniano
ou ndo-newtoniano (VALDOVINOS-GARCIA et al., 2021).

De acordo com Irgens, (2014) os fluidos newtonianos séo fluidos que
obedecem a lei linear de atrito de Newton (Equacao 3), onde a viscosidade é constante
durante todo o processo fermentativo, uma vez que a tensao viscosa € linearmente
dependente da taxa de deformacédo. Exemplos sdo gases ou bioprodutos de baixo
peso molecular (DORAN, 2012). Os fluidos que ndao seguem a lei linear sdo chamados
de ndo newtonianos e esses fluidos sdo geralmente altamente viscosos (IRGENS,
2014). Muitos processos fermentativos apresentam materiais com comportamento
nao-newtoniano, como amidos, polissacarideos, caldos de cultura contendo células

suspensas ou producgao de biopolimeros por fermentagcdao (DORAN, 2012).

T = uZ—;‘ (Equagao 3)

Onde:
u: viscosidade dindmica dado em kg (m.s) ’;

7: tensdo de cisalhamento dada por N.m;
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da ~ <. N . ~ .
ﬁ : taxa de deformacéao sob a influéncia da tenséo de cisalhamento.

De acordo com Doran (2012) os fluidos ndo newtonianos encontrados em
bioprocessos sé&o geralmente Pseudoplasticos, Plastico de Bingham e/ ou Plastico de
Casson (Figura 5). Ao sofrer uma tensao cisalhante cada fluido apresenta diferentes
padrées uma vez que a razdo entre a tensdao de cisalhamento e a taxa de
cisalhamento n&do sao constantes (DORAN, 2012). Mas ainda assim €& possivel
determinar a viscosidade aparente, definida por ya, conforme ilustra a Equacéao 4.

Ma = (Equacéo 4)

SRR

E importante ressaltar que diferentemente da viscosidade medida para fluidos
newtonianos, a viscosidade aparente depende da for¢ca de cisalhamento exercida
sobre o fluido, portanto ndo ha sentido em especificar a viscosidade aparente sem
também informar a tens&o de cisalhamento ao qual o fluido foi submetido (DORAN,
2012).

De acordo com Doran (2012) fluidos Pseudoplasticos obedecem a lei de

poténcia, definida pela Equacgao 5, quando n <1.

T=K* (Z—;)” (Equacgéo 5)

Onde:

7: € a tensao de cisalhamento;
K é o indice de consisténcia;
€ a taxa de cisalhamento;

n é o indice de comportamento, em que para fluidos pseudoplasticos n<1.

Assim, substituindo a Equacao 5 na Equacao 4, temos que:

T

Ho =gz = K * GO (EquagZo 6)

gl
<le

Desta forma, sendo n<1 para fluidos Pseudoplasticos, a Equacao 6 indica que
a viscosidade aparente decresce com o aumento da tensdo de cisalhamento e por

isso este tipo de fluido é conhecido como fluido de cisalhamento (DORAN, 2012).
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Outrossim, fluidos plasticos como é fluido Plastico de Bingham e/ ou Plastico
de Casson, nao produzem nenhum movimento até que alguma forga finita ou tensao
de escoamento tenha sido aplicada, sendo esta tensdo minima o suficiente para
quebrar o padrao de inércia destes tipos de fluidos e chamada de 7, (DORAN, 2012).

Para fluidos Plasticos de Bingham a Equacgéao 7 descreve seu comportamento.
du ~
T=1y +Kp* (E) (Equacéao 7)

Em que 7, representa a tensdo de cisalhamento para romper o estado de
inercia; e Kp representa a razdo constante entre a mudanca na tensdo de
cisalhamento e a mudanca da taxa de cisalhamento. E importante ressaltar que o
fluido Plastico de Bingham apresenta comportamento de um fluido Newtoniano apds
o rompido da inércia e por isso apresenta comportamento linear posterior a tensao
sofrida, como ilustra a Figura 5. Ja o fluido Plastico de Casson, apés ter o rompimento
da inércia apresenta comportamento de um fluido pseudoplastico, como ilustra a

Figura 5 e representa a Equagao 8.
T2 = 1,'/2 + Kp * (Z_;)l/z (Equacso 8)

Figura 5 - Perfil grafico de um fluido Newtoniano e dos principais fluidos Nao Newtonianos
presents em bioprocessos

Plastico de Casson

Plastico de Bingham Fluido
N&o Newtoniano
Fluido Pseudoplastico

Fluido Newtoniano

Tensio de cisalhamento (r)

Taxa de deformagédo (du/dy)

Legenda: Fluido Newtoniano apresenta comportamento linear conforme a taxa de cisalhamento

aumenta; Fluido Pseudoplastico € um fluido Nao Newtoniano pois tem a viscosidade aparente reduzida

com o aumento da tenséo de cisalhamento; Plastico de Bingham é um fluido ndo newtoniano que apos

sofrer uma tensao de cisalhamento apresenta perfil newtoniano e Plastico de Casson é um Fluido Nao

Newtoniano que apresenta comportamento Psudoplatico apds ter sofrido uma tensao de cisalhamento.
Fonte: Autoria prépria (2023)
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Em funcdo da existéncia de diferentes perfis de fluidos, devido a variagao da
viscosidade, € comum analisarmos o comportamento destes materiais por meio de
um redmetro, instrumento capaz de medir a taxa de deformacéao do fluido, através da
aplicacao de uma forga, em fungado da sua taxa de cisalhamento. Existem diferentes
modelos de redmetros que podem ser aplicados, contudo utiliza-se com maior
frequéncia o rebmetro rotacional que funciona através da aplicacdo de uma dada
tensao sob uma superficie mével, gerando graficos a partir da leitura do torque pela
forca de cisalhamento exercida sobre o fluido que estd em contato com as duas
superficies (mével e parada) (MAXWEL, 2016).

3.2.1 Parametros de monitoramento em biorreatores

Além do tipo de fluido, é crucial conhecer parametros que podem afetar a
mistura dentro de biorreatores. Neste sentido, para fluidos ndo newtonianos e
microrganismos aerobicos, alguns dos principais parametros a serem monitorados
sdo coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (kLa), taxa de consumo
especifico de oxigénio microbiano (gqo) e tempo de mistura (tm) (DORAN, 2012).

O coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (kLa) € um parametro
que determina a taxa que um componente gasoso (oxigénio, nitrogénio ou diéxido de
carbono, por exemplo) pode transferir entre a fase gasosa e a fase liquida (DORAN,
2012). Esse parametro representa crucial importancia em bioprocessos pois culturas
de células aerdbicas absorvem oxigénio da fase liquida e assim conseguem realizar
a respiracdo microbiana, de modo que um elevado kiLa representa maior eficiéncia
com a qual o oxigénio consegue ser dissipado dentro do biorreator (YOSHIDA, 2015).

Alguns dos fatores que podem afetar diretamente o kLa sdo: o tamanho das
bolhas de ar dissipadas, pois quanto menor o tamanho da bolha de ar, maior é o tempo
de residéncia no biorreator e a area superficial; a vazdo de ar, tendo em vista que
guanto maior a disponibilidade oxigénio maior pode ser o kLa; a temperatura, uma vez
que ela é inversamente proporcional ao kLa, e por fim as caracteristicas do aspersor,
pois a configuracao do aspersor influencia na quantidade de ar fornecida pelo sistema
(DREW, 1999; DORAN, 2012; STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017).

Existem diferentes métodos descritos na literatura para determinagao do kLa,
sendo o método dinamico considerado o mais pratico, de forma que o coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa pode ser determinado a partir da remog¢ao do

oxigénio por meio de outro gas, como por exemplo o didxido de carbono (STANBURY;
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WHITAKER; HALL, 2017). Vale ressaltar que a sonda de oxigénio faz a leitura do
oxigénio dissolvido (A) presente no meio; e o valor mensurado pode ser convertido
em concentracao de oxigénio a partir da multiplicagao pela concentragdo maxima de
oxigénio dissolvido (Co) no seio liquido a uma temperatura e pressao especifica
(DORAN, 2012), a fim de obter a concentracdo de oxigénio em um dado tempo

(Equacéo 9).

*Co (Equagao 9)

Onde:

Co: Concentracdao maxima de oxigénio dissolvido a uma temperatura pré-
estabelecida (7,76 mg.L™" a 28°C);

CO2: Concentragao de oxigénio mg.L™;

A: Valor mensurado para oxigénio dissolvido no tempo t;

Amax: Valor maximo mensurado para o oxigénio dissolvido.

O método dinamico consiste em iniciar a aeragdo até atingir o nivel de
saturagdo maxima de oxigénio dentro da temperatura e pressédo pré-determinado,
apo6s este momento a aeragao é desligada (Figura 6) e injeta-se um novo gas que fara
com a concentragao de oxigénio dissolvido no meio decaia até uma concentracao X,
denominada por CaLx; ha sequéncia desliga-se a injecdo de dioxido de carbono e
religa- se a aeragdo a fim de ser medida a concentragdo de oxigénio dissolvido de

modo que a Equagao 10 é capaz de descrever esse processo (DORAN, 2012).
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Figura 6 - Método dinamico para determinagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de
massa por meio da inser¢do de um gas secundario

Aeracao
desligada

°

c

)

o

é —
83 —
g % CALE ............................................................... .

t 7]

%% Caii f

E CALx * .

§ ~ Aeracdo
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tempo

Legenda: Método dindmico consiste na medicao do kiLa por meio da inser¢do de uma gas secundario.
Os coeficientes CaLx, CaL1 € Caz € Cae correspondem a concentragdo de oxigénio entre a interface ar
liquido e na concentracéo x; concentracao de oxigénio entre a interface ar liquido no tempo 1 logo apés
ter sido religada a aeracdo, concentracdo de oxigénio entre a interface ar liquido e na concentragéo 2
antes de atingir o estado estacionario, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Doran (2012)

C = Co— (Co— Cop)Frart=th) (Equacso 10)

Onde:

C: concentracao de oxigénio medida de acordo com tempo (gO2.m- 3).

Co: concentragdo maxima de oxigénio ao retornar a aeragao (gO2.m- 3.h- 1);
kLa: coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (h™);

Co2: concentragao de oxigénio dissolvido assim que o ar foi religado (gO2.m- 3);
t1: tempo inicial em que o ar foi religado (s);

t: tempo em fungéo da concentracédo de oxigénio (s);

Vale ressaltar que o kLa é um produto de dois termos onde “k.” é o coeficiente

convectivo de transferéncia de massa e “a” € a area interfacial da bolha, a qual

também pode ser expressa pela razdo entre a area total das bolhas (A1) e o volume
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util do biorreator (V) (SCHMIDELL NETTO; LIMA; AQUARONE, 2001). Contudo, como
nao é possivel definir a area da bolha, usualmente utiliza-se o coeficiente volumétrico
de transferéncia de massa (kLa).

Outro parametro passivel de determinagdo e que também sofre influéncia
direta do kLa € a taxa de consumo de oxigénio por volume de meio Qo, que é produto
de dois fatores, sendo a taxa de consumo especifico de oxigénio microbiano, dado
por go, € a concentragao celular dado por X (Equacéo 11) (STANBURY; WHITAKER,;
HALL, 2017). Esse parametro € importante pois avalia a taxa de consumo de oxigénio
pelas células dentro do biorreator, sendo este geralmente n&o definido na literatura
cientifica pois € intrinseco ao microrganismo e muito importante para o

dimensionamento de novos biorreatores (DORAN, 2012).
ac ~
== kia(Cs—C) — qoX (Equacgao 11)

Onde:
go taxa de consumo especifico de oxigénio microbiano (gmol.g'h");
X: concentragéo celular (g.L™")

Qo: taxa de consumo de oxigénio por volume de meio (gmol.L-1.h")

Outro parametro importante e muito util € o tempo de mistura (tm) pois ele diz
respeito a quao homogéneo o sistema esta, bem como avalia a velocidade geral para
atingir tal homogeinidade; de forma que quanto menor a resposta do tempo de mistura,
melhor sera homogeinidade do sistema (DORAN, 2012). A determinagdo deste
parametro pode ser conduzida por meio da injestdo de substancias que modificardo o
pH, por exemplo e o tempo de resposta pode ser determinado por meio do tempo em
que a sonda de pH leva para responder (DORAN, 2012; STANBURY; WHITAKER,;
HALL, 2017). De acordo com Stanbury, Whitaker e Hall (2017) esse parametro pode
ser afetado por diferentes circunstancias como volume do tanque, viscosidade do

fluido, tipo de impelidor e velocidade de rotacao.
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3.3 Polissacarideos microbianos

Polissacarideos s&o moléculas formadas por monossacarideos e podem ser
oriundos de fontes vegetais, como caules de plantas, raizes ou tecidos vegetais, ou
ainda a partir de microrganismos, como fungos, bactérias ou microalgas (MORRIS;
HARDING, 2009; MUHAMAD et al., 2017). Os polissacarideos microbianos séo
produzidos sob diversas condi¢gdes possuindo caracteristicas importantes diante do
metabolismo celular, sendo utilizados como fonte de energia (glicogénio), composigao
estrutural ou também como mecanismo de defesa contra patégenos presentes no
ambiente, sendo esses polissacarideos chamados de exopolissacarideos (EPS) por
serem excretados para o meio extracelular (MADIGAN, MARTINKO, BENDER, 2016).

Dessa forma, é possivel classificar os polissacarideos microbianos em trés
grupos de acordo com a localizagao morfoldgica, sendo estes o interior celular, parece
celular ou meio extracelular. Aqueles situados no interior celular sdo responsaveis por
fornecerem fonte de carbono e energia para a célula; os presentes na parede celular
fornecem protecdo a estrutura celular, podendo citar os lipopolissacarideos,
peptideoglicanos e acidos tecdides; enquanto os do meio extracelular, os quais séao
produzidos na forma de capsulas ou biofilmes, sdo responsaveis pela defesa da célula
(TABUCHI, 2018).

Os polissacarideos  preferiveis  industrialmente,  originados  por
microrganismos, sao os excretados para o meio extracelular, uma vez que além de
nao ser necessario extrair o bioproduto da parte interna da célula microbiana, eles
podem atingir altas concentragdes, conforme relatado por Ravella et al. (2010) que
conseguiram 40,1 g.L" por dia, em cultivo em tanque agitado e exopolissacarideo.

Comercialmente exopolissacarideos com atividade hidrocoloide, isto é,
polimeros capazes de formar dispersdes viscosas ou géis em agua, sao aqueles que
possuem maior interesse devido as suas propriedades espessantes, estabilizadoras,
emulsificantes e gelificantes tornando-o aplicavel as industrias alimenticia, cosmética
e farmacéutica (SAHA; BHATTACHARYA, 2010).

Os exopolissacarideos, em comparagao com hidrocoloides de origem animal
ou sintética, sao sustentaveis, geralmente atoxicos, ndo sdo sazonais, podem
apresentar-se quimicamente diferentes de acordo com a fonte de carbono utilizada

para o seu cultivo e podem ser obtidos em elevada concentragdo a um custo reduzido
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(AHMAD; MUSTAFA; MAN, 2015; LOPES et al., 2015; AHMED; LIANFU; MAHDI,

2016).

Dos diferentes exopolissacarideos existentes no mercado, destacam-se a

dextrana, xantana, gelana, curdlana e celulose bacteriana, conforme ilustra o

Quadro 1. Nesta também estédo indicados os principais microrganismos produtores,

aplicagdes de destaque, produtividade e as respectivas referéncias para cada

biopolimero.

Quadro 1 - Biopolimeros com os principais microrganismos produtores e aplicagoes

Microrganismos Principais Produtividade
Biopolimeros produtores - laboratorial Referéncias
. propriedades 4
comercialmente (g.L")
Agente que
v?sucnc;': i?jfdi (ARMED;
Leuconostoc textura , LIANFU; MAHDI,
Dextrana mesenteroides estabilidac]e e 23,8 2016; JORGE et
propicia melhor al., 2021; VERMA
P et al., 2020)
emulsificagao ao
meio
Estabilizante, (HUSSAIN et al.,
Xanthomonas emulsificante e 2021;
Xantana campestris agente que propicia 24,5 MENDONCA et
maior retencéo de al., 2021; SALAH,
agua etal. 2011)
estabﬁ?g:ﬁg com (MAZEN; MILAS;
Sphingomonas estabilidaae RINAUDO, 1999,
Gelana paucimobilis térmica e ndo 14,75 VERMA et al.,
’ sensivel a 2020; WANG et
o al., 2006)
variagdes de pH
Agente que
propicia maior (LIANG et al.,
Curdlana Agrobacterium sp. retencéo de agua e 51,94 2017; MARTINEZ
possui estabilidade et al., 2014)
térmica
(CLEMENTI et
al., 1995;
. Espessante, MULLER,;
ognato. Azotobacter estabilizante e 35 SANTOS:
gelificante BRIGIDO, 2011;
VERMA et al.,
2020)
Celulgse G/uconaqetobacter EstabilizaNdor de 589 20(1%0(2'\/'088'_\.}':“6\ ot
bacteriana xylinus emulsdes al, 2017)

Fonte: Autoria prépria (2023)

Conforme apresentado no Quadro 1, alguns dos principais biopolimeros

utilizados na industria possuem atividades semelhantes, tais como capacidade de

estabilizar solugcbes bem como atividade espessante. Em destaque dentre os
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biopolimeros apresentados tem-se a goma xantana, principalmente por ela ser o
biopolimero com maior importancia comercial (PETRI, 2015). Esta goma pode ser
aplicada, devido as suas caracteristicas, em diferentes setores industriais, como na
melhoria da capacidade do solo, aplicagdes cosméticas, biomédicas, alimenticias,
farmacéuticas (PETRI, 2015; MENDONCA et al., 2021).

3.3.1 Xanthomonas campestris e caracteristicas do processo produtivo

A goma xantana € um exopolissacarideo produzido por bactérias gram
negativas do género Xanthomonas sp., sendo as principais espécies produtoras sao
Xanthomonas campestris, Xanthomonas pelagonii, Xanthomonas phaseoli e
Xantomonas malvacearum sob condigdes de fermentacdo aerdbica. Todas
apresentam motilidade, devido a presenca de flagelos, morfologia de col6nias
amarelas, lisas e viscosas e s&o catalase-positiva (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
Dessas bactérias a espécie de maior destaque € a Xanthomonas campestris tendo
em vista as altas produtividades obtidas mediante a conversdo de substrato em
biopolimero de producédo e a capacidade de tolerar altas faixas de pH (FREITAS;
ALVES; REIS, 2015; HUSSIAN, 2018).

Xanthomonas campestris é fitopatogénica e excreta polissacarideos ao meio
externo como forma de defesa contra o hospedeiro (superficie do vegetal), causando
uma seérie de doencgas e sintomas nas plantas nas quais estdo associadas, incluindo
necrose, doencas vasculares ou parenquimatosas em folhas, ramos ou frutos de
muitas plantas (SUTHERLAND, 1982).

Os meios de cultivos tradicionalmente utilizados para manter as bactérias do
género Xanthomonas sp. sdo meios contendo em gramas por litro (g.L") extrato de
malte 3,0, dextrose 10,0 e extrato de levedura 3,0. Em estado solido adiciona-se
digestdo enzimatica de gelatina 5,0 ou agar-agar 20,0, mantendo os cultivos sob
agitac&o orbital a 180 rpm, por 48 h a 28 °C (GARCIA-OCHOA et al., 2000; DEMIRCI
et al., 2017; MIRANDA et al., 2020).

Ja os meios de cultivos utilizados para produgao de goma xantana requerem
em sua constituigao nitrogénio, sais de fosfato e outros microelementos que auxiliam
na indugdo da producéo do exopolissacarideo (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Neste
sentido, comumente utiliza-se meios complexos como por exemplo o meio proposto
por Cadmus et al. (1978) contendo em sua composicéo 1,2% de glicose, 0,15% de

extrato de levedura, 0,15% de extrato de malte, 0,25% de peptona, 0,15% de fosfato
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diamdnico, 0,25% de fosfato dipotassico e 0,005% de sulfato de magnésio anidro com
meio com pH ajustado a 7,0 ao final; e o meio proposto por Garcia-Ochoa et al. (2000)
composto por (em g.L™") sacarose, 40,0; acido citrico, 2,1; nitrato de amonio. 1,144;
fosfato dissddico, 2,866; cloreto de magnésio, 0,507; sulfato de sodio, 0,089; acido
borico, 0,006; oxido de zinco, 0,006; cloreto de ferro Il hexahidratado, 0,020;
carbonato de célcio, 0,020 e acido cloridrico concentrado 0,13 mL.L-', com pH
ajustado a 7,0 por meio da adi¢cao de hidréxido de sédio.

A temperatura utilizada para producdo de goma xantana pode variar de 25 a
35°C, entretanto para obter altas taxas produtivas de goma xantana em utiliza-se
geralmente temperatura igual a 28°C por um periodo de 72 horas (GARCIA-OCHOA
et al., 2000; MUDOI; BHARALI; KONWAR, 2013). Outrossim, o pH 6étimo para
produgao de goma xantana deve ser proximo a neutralidade, sendo neutro ao longo
de toda fermentacdo (CADMUS et al., 1978; GARCIA-OCHOA et al., 2000; MUDOI;
BHARALI; KONWAR, 2013).

Como a Xanthomonas sp. sao bactérias aerdbicas estritas € de suma
importancia que ocorra aeragao durante o cultivo e que o ar esteja disponivel o
maximo de tempo possivel para as células, o que ocorre por meio da agitagdo. Nessa
perspectiva a literatura reporta utilizacado de diferentes condicdes acerca da aeracao
e velocidade de agitacdo de modo que a Tabela 1 reune as informagdes mais

relevantes encontradas.



Tabela 1 - Condigdes operacionais em biorreatores agitados mecanicamente
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Taxa de Producgao Produtividade
. . Temperatura Velocidade = Volume do Tempo de de goma (g.L'.h"") R
Microrganismo o pH aeragao . . Referéncias
(°C) (rpm) biorreator (L) cultivo (h) xantana
(vvm) -1
(9.L7)
X. campestris
mangiferaeindicae 2103 28 7 497,96 0,97 4,50 120 5,59 0,047 (ASSIS et al., 2014)
X. campestris CCTCC
M2015714 30 7 400 1,00 7,00 60 33,9 0,56 (WANG et al., 2017)
(BORGES;
X. campestris pv pruni 28 7 300 3,00 3,00 66 8,15 0,12 VENDRUSCOLO,
2008)
X. arbicola pv. juglandis 30 7 200 1,00 1,50 72 8,22 0,11 (GUMUS et al., 2010)
X. begonia 30 7 200 1,00 1,50 72 7,74 0,11 (GUMUS et al., 2010)
X. vesicatoria 30 7 200 1,00 1,50 72 6,40 0,09 (GUMUS et al., 2010)
X. diffenbachia 30 7 200 1,00 1,50 72 0 0 (GUMUS et al., 2010)
X. campestris NRRL B- 0,10
1459 (ATCC13951) 30 7 200 1,00 1,50 72 7,46 (GUMUS et al., 2010)
0,10 (PSOMAS;
, LIAKOPOULOU-
X. campestris ATCC 33913 30 7 600 1,00 2,00 72 6,99 KYRIAKIDES:

KYRIAKIDIS, 2007)

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Na literatura pouco se € discutido em relacdo aos tipos de impelidores
utilizados para fermentagdo de goma xantana, contudo dos documentos encontrados
que relatam a utilizagado, boa parte ocorre por meio de turbinas do tipo Rushton,

conforme pode ser observado pelo Quadro 2.

Quadro 2 - Tipos de impelidores utilizados para produgido de goma xantana

Impelidores

Geometria dos impelidores e distancias
no eixo

Referéncias

Duas turbinas de
Rushton

Distancia de 0,108 m entre os impelidores

(SANCHEZ et al., 1992)

Duas turbinas de
Rushton

Diametro de 0,1 m e largura de 0,02 m.
Distancia entre os impelidores variando de
0,03a0,09m

(NAKAJIMA; FUNAHASH],
YOSHIDA, 1990)

Duas turbinas de
Rushton

Diametro de 0,064 m e 0,013 m de
largura, com espaco de 0,080 m entre si

(SAUID et al., 2013)

Duas turbinas de
Rushton grandes

(AMANULLAH et al., 1998)

Seis impelidores
semi-elipticas

Espessura de 0,008 m, diametro de 0,020
m, profundidade 0,052 m e distancia do
fundo do tanque de 0,200 m

(AMEUR; SAHEL; KAMLA,
2017)

Duas turbinas de

Diametro de 0,085 m

(ENSHASY; HOMOSANY,

Rushton 2011)

Autoria propria (2023)

Sanchez et al. (1992) utilizaram trés tipos de impelidores, sendo turbina de
Rushton (RT), turbina de Rushton com inclinagcéo de 45° (R45) e misturador tipo A310
lightnin (A310), utilizando-os em combinagdes RT-RT, RT-R45 e RT- A310 para
produgdo de goma xantana obtendo como melhor resultado maiores concentracdes
de goma xantana para a combinagao RT-RT. Ja Nakajima, Funahashi e Yoshida,
(1990) utilizaram apenas modelo duplo de turbinas de Rushton, assim como Enshasy
e Homosany (2011) e Sauid et al. (2013) para produgao de goma xantana (Quadro 2).

N&ao obstante, Amanullah et al. (1998) testaram diferentes designs de turbinas,
turbina Rushton (SRT), turbina Rushton grande (LRT), Prochem Maxflo T (PMD) e
Scaba 6SRGT (SRGT), encontrando como melhor desempenho o0 modelo LRT-LRT.
Enquanto Ameur, Sahel e Kamla (2017) avaliaram o uso de um unico modelo de
impelidor, composto por seis impelidores semi-elipticas para produ¢cdo de goma
xantana.

Todos esses parametros, velocidade de agitagdo, quantidade de ar inserida
no biorreator e tipos de impelidores, sdo cruciais para um bom rendimento de goma
xantana durante a fermentacdo. Neste sentido, apds a fermentagcao, que dura cerca
de trés dias, a goma xantana deve ser separada do meio de cultivo e da bactéria X.

campestris. Nesta etapa € necessario realizar um processo de centrifugagdo, com
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13.000 RPM, a 4°C por 7 minutos, para separar as células do meio fermentado com a
goma xantana (MORRIS; HARDING, 2009).

As células devem ser esterilizadas devido a fito-patogenicidade da X.
campestris e posteriormente descartadas, enquanto o meio de cultivo com goma
xantana deve ser precipitado em etanol, na concentragéo de trés partes de solvente
para uma parte de meio de cultivo (MORRIS; HARDING, 2009), na sequéncia a goma
xantana deve ser seca em estufa a 80°C para concentrar e posteriormente moida,

enquanto o etanol utilizado na precipitagao deve ser recuperado.

3.3.2 Goma xantana, suas aplicacdes e o mercado

A estrutura da goma xantana, originada pelas bactérias supracitadas, € de
heteropolissacarideo composto por uma unidade de glicose, ligada através de
ligagbes glicosidicas B-1,4, com cadeias laterais de trissacarideos conforme ilustra a
Figura 7 (FREITAS; ALVES; REIS, 2015). Segundo Garcia-Ochoa et al. (2000) o nivel
de substituintes de grupos acil na molécula depende das condi¢gdes de cultivo do
biopolimero, tendo impacto sobre as suas propriedades reoldgicas. Por essas
caracteristicas esse biopolimero tem sido aplicado as industrias alimenticias,

farmacéuticas, cosmeéticas e biomédicas.

Figura 7 - Estrutura quimica da goma xantana
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Fonte: Freitas, Alves e Reis (2015)

De modo geral as principais caracteristicas da goma xantana que a tornam
tdo atraentes s&o: ser um excelente espessante, o que proporciona aumento da

viscosidade de solucbes mesmo sob concentragdes muito baixas; em solucdes
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aquosas apresenta caracteristicas pseudoplasticas favorecendo atividades de
misturas, bombeamentos, enchimentos e derramamentos; possui elevada
estabilidade em amplas faixas de pH, temperatura e forga ibnica; é estavel sobre
tensdes cisalhantes durante o processamento e é soluvel em aguas frias e quentes
(GOWTHAMAN; PRASAD; KARANTH, 1999; LO; ARGIN-SOYSAL; HSU, 2007;
SHARMA; GAUTAM; WADHAWAN, 2014; FREITAS; ALVES; REIS, 2015; PETRI,
2015).

Devido a sua estrutura quimica, a goma xantana tem propriedades atrativas a
aplicacbes cosméticas, ressaltando a capacidade de estabilizar emulsdes,
pseudoplasticidade, atuar como agente de condicionamento da pele promovendo
liberacdo controlada de cosméticos, agente promotor de aumente de viscosidade e
atuar com atividades surfactantes/emulsificantes (FIUME et al., 2016). Nesta
perspectiva, segundo Fiume et al. (2016) esse biopolimero tem sido aplicado em todas
as categorias de cosmeéticos sendo relatado em mais de 3,470 produtos, dentre eles
produtos de higiene bucal como em pastas de dentes, produtos sem enxague,
desodorantes, produtos para bebés, dentre outros. A Tabela 2 apresenta as principais
aplicagdes cosméticas desse biopolimero, concentragdes relatadas e funcdes para

cada produto.

Tabela 2 - Aplicagées cosméticas da goma xantana

Aplicagéao Concentragao (%) Funcionalidade

Farmacéutica (cremes e 01 -1 Estabilizador de emulsao e propiciador de

suspensdes) uniformidade em dosagem de formulagées
E)Z?)teasde dente, shampoos e 0,2-1 Espessante e estabilizador

Produtos de bebé 0,2-0,6 Estabilizador de formulagdes

Esmaltes e coloragoes de 4-6 Espessante e estabilizador

cabelo

Desodorantes 0-0,6 Estabilizador

Fonte: Adaptado de Garcia-Ochoa et al. (2000) e Fiume et al. (2016)

Esse biopolimero foi aprovado para aplicagdes como agente estabilizador e
emulsificador em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos, sem restrigdes,
desde 1969 pela FDA que é a agéncia federal do Departamento de Saude e servigos
humanos dos Estados Unidos devido a sua atoxicidade (MECCA, 2010). Desde entao
houve um crescimento no uso desse biopolimero pelos mercados supracitados,
atingindo em 2020 produgdo mundial de US$ 576,11 milhdes com estimativa de US$
827,57 milhdes até 2028 (MARKET, 2022).
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Dessa produgéao global as principais empresas produtoras de goma xantana
sdo empresas americanas CP Kelco, Merck e Pfizer, francesas: Rhone Poulenc e
Sanofi-Elf, e australiana Jungbunzlauer (MARKET, 2022). O Brasil, apesar de ter
potencial econdbmico e em matérias primas para criagdo de uma planta para a
producdo de goma xantana, ainda importa esse biopolimero de paises estrangeiros,
como das empresas mencionadas.

Devido as caracteristicas versateis e atrativas da goma xantana em relagéo a
outros polimeros para aplicagdes cosmeéticas, sua produgdo em 2020 rendeu cerca
de US$ 397 milhdes e estima-se que em 2027 deve atingir a marca de US$ 455,9
milhdes (aumento de 15%), produzido principalmente por empresas americanas, com
destaque para Archer Daniels Midland Company, Cargill, DowDuPont, Ingredion e
Jungbunzlauer Suisse AG (REPORT, 2021). Por se tratar de um bioproduto produzido
principalmente por poucas empresas, ha muito segredo industrial sobre esse processo
tdo complexo e lucrativo.

Essa disparidade também pode ser percebida pelo numero de patentes
geradas pelos Estados Unidos da América, que € o pais lider na produgao de
invencdes de 1970 a fevereiro de 2022. Os EUA tém um total de 15.314 invencgoes,
seguido pelo Japao (8.231), Alemanha (6.376) e Franca (5.383). Nesse sentido, as
empresas que mais apresentaram invencdes foram L'oreal (1.903), Shiseido Co Ltd
(1.488), Kao Corp (1.221) e Pola Chem Ind Inc (801). Segundo a Espacenet, uma das
plataformas de referéncia para buscas de patentes, ao buscar o termo "goma xantana
E cosméticos" as trés patentes mais relevantes do ano de 2021 sao relatadas pela
China e referem-se ao uso da goma xantana com diferentes pesos para a entrega de
ativos dermatolégicos (CN113559015A), descreve a metodologia para preparagéo de
molécula de goma xantana com acido malico para aplicagbes cosméticas
(CN113185620A) e a metodologia para preparagao de nanoparticulas de lisozima com
goma xantana para aplicagdes cosmeéticas (CN112972393A), uma vez que esta

técnica aumenta a biocompatibilidade e estabilidade da solucéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Determinagcdo de parametros para processo fermentativo em biorreator
aerado

Visando estimar o comportamento fermentativo durante a produgao de goma
xantana em biorreator, foi conduzido os testes descritos abaixo em um biorreator
Technal modelo Tec- Bio 3,0V de 2,5L. Assim, simulou-se 0 processo por meio da
realizacdo de medi¢cdes de kia e tm para dispersdes coloidais de goma xantana
comercial acrescida de sacarose. Utilizou-se as solugdes de goma xantana acrescidas
de sacarose por este ser o componente em maior concentragdo no meio proposto por
Garcia-Ochoa et al. (2000) utilizado em processos fermentativos com X. campestris
para produ¢ao de goma xantana.

Para os testes de simulacdo do processo fermentativo variou-se as
concentragdes de goma xantana de 0,15% em 0,15% (m.v'") dentro da faixa de 0,10%
a 0,85% (m.v'), enquanto a concentragdo de aglcar (sacarose) utilizada foi de 40
g.L- ' e o volume final para cada disperséo foi de 1,5 L, conforme ilustra a Tabela 3.
Escolheu-se esses valores pois de acordo com a literatura a produtividade (g.L™")
maxima reportada fica em torno de 8 g.L-!, para bactérias ndo mutantes, conforme

ilustra a Tabela 1 do item 3.3 do referencial tedrico.

Tabela 3 - Disperséao coloidal de goma xantana acrescida de sacarose com notagao em %
(m.v'') e em g.L"

Dispersao coloidal de goma Dispersao coloidal de goma Sacarose
xantana % (m.v-1) xantana (g.L™) (g.L")
0,1% 1,00 40
0,25% 2,50 40
0,40% 4,00 40
0,55% 5,50 40
0,70% 7,00 40
0,85% 8,50 40

Fonte: Autoria prépria (2023)

Cada uma das dispersdes coloidais de goma xantana preparadas (acrescidas
ou nao de agucar) fora analisada quanto a sua viscosidade em viscosimetro Brookfield
DV Il Ultra, utilizando-se o spindle SC4-34 e variando a tensao de cisalhamento do
spindle, dada em 1.s™', de 0, 8,4, 16,8, 25,2 e 33,6 a fim de obter diferentes perfis de
cisalhamento. Este processo foi conduzido conforme descrito por Maxwel (2016). Ao

final foi realizado a linearizagdo dos dados (Equagao 12) para ambas as dispersoes
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coloidais de goma xantana (contendo e ou ndo sacarose) partir da Equacéo 6 contida
no referencial tedrico (ltem 3.2) para determinar o tipo de fluido, o perfil grafico e a

equacao da reta para cada dispersao coloidal.

Mo = g5 = K * GO (Equagéo 6)

dy

log s =log(K) *n log(j—;) (Equacéao 12)

Em que n é o coeficiente angular da reta e log (K) é o coeficiente linear. Para
fluidos pseudoplasticos n <1.

Empregou-se para cada um dos testes trés conjuntos de impelidores
diferentes, Rushton-Rushton (RR), Rushton-Elefante (RE) e Rushton-Inclinada (RI), a
fim de eleger qual seria 0 melhor para utilizacado em processo fermentativo e avaliou-
se a agitacdo de 200 rpm e 600 rpm para cada um dos impelidores dentro das
concentragbes mencionadas (Figura 8). A Tabela 4 ilustra as dimensdes para cada
um dos impelidores, a distancia entre eles, bem como a distancia do impelidor Rushton
até o aerador. Os impelidores do tipo Rushton estdo presentes em todos os conjuntos
sendo este o primeiro impelidor posicionado no rotor a fim de ficar mais préximo ao

aerador e favorecer a quebra de bolhas de ar.

Tabela 4 - Diametro, largura e distancia entre os impelidores do tipo Rushton, Elefante e

Inclinada
Informagdes Medidas (m)
Diametro do impelidor (Da) - Rushton 0,0438
Largura do impelidor - Rushton 0,0161
Didametro do impelidor (Da) - Elefante 0,0630
Largura do impelidor - Elefante 0,0249
Diametro do impelidor (Da) - Inclinada 0,0576
Largura do impelidor - Inclinada 0,0237
Distancia entre os impelidores 0,0210
Distancia entre Rushton e o aerador (E) 0,0110

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 8 - Processo de simulagdo do processo fermentativo
Combinagoes

S Adicdo de
Goma xantana  0,10% = e o
Sacarose 40 g/L ” + 0
Goma xantana  0,25% !! !!
40 g/l

Fl
-—

Determinagao do
kia pelo método
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Sacarose 40 g/l

de pH

Legenda: Simulacdo de processo fermentativo para produgcado de goma xantana utilizando dispersoes
de goma xantana variando de 0,10% a 0,85% sendo 0,85% valor médio de produtividade de goma
xantana; e utilizando 40 g.L" de sacarose por ela ser o maior componente do meio de cultivo para
indugdo de goma xantana. Neste processo foi determinado o k.a e tempo de mistura (tm) utilizando
impelidores do tipo Rushton-Rushton, Rushton Inclinada e Rushton-Elefante.

Fonte: Autoria propria (2023)

Utilizou-se para medi¢cao do kia o método dindmico. Como parametro para a
maxima transferéncia de oxigénio, na temperatura de 28°C, foi utilizado o valor de
7,76 mg.L-' (DORAN, 2012). Com este dado foi possivel os valores de converter o
oxigénio dissolvido mensurados pela sonda de oxigénio, como expresso na
Equacao 9 do referencial tedrico (Item 3.2.1), em concentragao de oxigénio dissolvido.
Na sequéncia utilizou-se a Equacgao 10, também descrita no mesmo item anterior do
referencial tedrico, para obter o kLa de cada uma das condi¢des propostas.

Para medicdo do tempo de mistura (tm) empregou-se a metodologia de
(ZHANG et al., 2014) com adaptagdes para quantidade utilizada e concentragao de
acido e base, de modo que utilizou-se solugédo de hidréxido de sédio 10 mol.L-" e de
acido cloridrico a 30 mol.L-", utilizando-se 15 mL de cada solugdo, iniciando sempre
as medigdbes com o pH neutralizado. Ao final obteve-se como resultado tm para
solucdo acida e solucéo basica. O tm corresponde a variacdo de tempo assim que
houve a mudanca até o equilibrio do pH, representado pela Equacao 13 e ilustrado

pela Figura 9.

tm = (tfinal - tinicial) *0,1 (Equagéo 13)

Onde:
tm: tempo de mistura (tm)(s);
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tinal: Ultimo ponto apds a estabilizacdo do pH que remete ao momento
posterior a adigdo de acido ou base (s);

tinicial Ultimo ponto antes da variagcéo brusca de pH (s).

Figura 9 - Patamar ilustrando o tempo de mistura (tm) para ocorrer a variagdao de pH
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Fonte: Autoria prépria (2023)
4.2 Manutencgao e produgcao de goma xantana pela bactéria X. campestris

A manutencéao da bactéria Xanthomonas campestris ATCC 13951 foi feita em
meio de cultivo denominado Yeast Malt Broth (YM), composto por 10 g.L™" glicose, 3
g.L-" extrato de levedura, 3 g.L" extrato de carne, 5 g.L-" peptona. Essa bactéria foi
incubada a temperatura de 28°C com agitagédo de 180 rpm por 48 horas (MUDOI;
BHARALI; KONWAR, 2013). Regularmente realizou-se analise em microscoépio optico
para assegurar que nao havia contaminagcéo e contagem de células por meio da
céamera de Neubauer.

A produgéo de goma xantana ocorre em meios de cultivos complexos capazes
de induzir a bactéria a producao do biopolimero de interesse. Neste sentido, utilizou-
se meio de cultivo descrito por Garcia-Ochoa et al. (2000) composto por (em g.L")
sacarose, 40,0; acido citrico, 2,1; nitrato de amoénio. 1,144; fosfato dissodico, 2,866;
cloreto de magnésio, 0,507; sulfato de sddio, 0,089; acido bdrico, 0,006; 6xido de

zinco, 0,006; cloreto de ferro Il hexahidratado, 0,020; carbonato de calcio, 0,020 e
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acido cloridrico concentrado 0,13 mL.L-', com pH ajustado a 7,0 por meio da adig&o
de hidréxido de sodio.

Cultivou-se inicialmente em triplicata a bactéria em meio complexo descrito
acima, em shaker, com rotacdo de 200 rpm, a temperatura de 28°C por 72 horas.
Realizou-se contagem de células da fermentagdo prévia e a partir deste meio
propagou- se para o biorreator de 2.000 mL. Realizou-se cultivo em biorreator com
aeracgao, nas primeiras 24 horas, de 1 vvm (volume de ar por volume de meio de
cultivo), temperatura de 28°C e rotagao de 300 rpm; enquanto nas 48 horas seguintes
utilizou- se a mesma temperatura, 750 rpm e 1,5 vvm. Realizou-se coletas a cada oito
horas de cultivo para contagem de células em camera de Neubauer.

Ao final das 72 horas a contagem células comecou a reduzir e parou-se a
fermentacdo. Entdo contabilizou-se o total de meio de cultivo e realizou-se a
centrifugacdo em centrifuga refrigerada Excelsa 4 modelo 280, sob a temperatura de
4°C, 10.000 rpm (7,154 Fg) e 10 minutos, conforme metodologia descrita por
(MORRIS; HARDING, 2009). Separou-se o precipitado e colocou-se em estufa a 80°C
para determinar a quantidade de biomassa, enquanto o sobrenadante foi precipitado
com etanol para recuperar a goma xantana.

A precipitacao foi realizada por meio da utilizagdo de trés partes de etanol
para uma parte de meio de cultivo, a fim de obter a goma xantana a qual passou na
sequéncia por uma etapa de concentracio. Esta etapa constituiu-se de secagem em
estufa a 80°C para remogao da agua. Posteriormente esta goma xantana foi moida a
fim de obter o p6 de goma xantana. O etanol utilizado no processo de precipitagéo da
goma xantana foi recuperado por meio de rota- evaporagao. A Figura 10 ilustra o

processo de produgéo.



Figura 10 - Processo de produc¢ao laboratorial de goma xantana
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagdo de parametros para processo fermentativo em biorreator
aerado

5.1.1Viscosidade aparente das dispersdes coloidais de goma xantana comercial
acrescidas de sacarose e de goma xantana puras

Com intuito de entender o comportamento da viscosidade aparente das
dispersdes coloidais de goma xantana acrescida de agucar (simulando o meio de
cultivo) e de goma xantana pura, realizou- se analises em redmetro frente a diferentes
tensbes de cisalhamento do spindle, conforme descrito no item 4.1 do referencial
tedrico. Ao final foi conduzida a linearizagado dos dados e a partir desta confirmou-se
que ambas as dispersdes coloidais de goma xantana (contendo e ndo contendo
agucar) possuem perfil Pseudoplastico pois “n”, coeficiente angular da reta, foi em
todos os casos menor que 1, condicao primaria para um fluido ser considerado
pseudoplastico de acordo com Doran (2012).

A caracteristica de Pseudoplasticidade para goma xantana ja é bem
conhecida e reportada por diversos autores, incluindo Nakajima, Funahashi e Yoshida
(1990), Filomena et al. (2015) e Fagioli et al. (2019). Esse € um aspecto desejavel do
ponto de vista industrial uma vez que essa caracteristica permite aplicacdes diversas,
por exemplo, por industrias na area de cosméticos esse comportamento favorece a
sua aplicagdo em uma ampla gama de produtos desde shampoos (mais densos) até
aerossois (JUNGBUNZLAUER, 2017).

As Figuras 11 e 12 ilustram os perfis graficos apos a linearizagao em que as
equacdes da reta correspondem a viscosidade aparente para cada perfil. E importante
ressaltar que a viscosidade de 0,85% (m.v'') ou 8,5 g.L"' para ambos os modelos de
dispersdes de goma xantana (contendo e nao contendo agucar) nao apresentaram
leitura pelo redmetro devido a elevada viscosidade das dispersdes. Enquanto para as
demais concentragdes houve leitura pelo rebmetros e durante a linearizagao todas
apresentaram coeficiente de correlacdo superior a 0,9, demonstrando a alta
correlagao entre a taxa de deformidade e a taxa de cisalhamento, de modo que quanto
maior a taxa de cisalhamento, maior sera a deformidade obtida.
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Figura 11 - Perfil grafico da viscosidade aparente para dispersdes coloidais de goma xantana acrescidas de sacarose nas concentragdes de 0,10%
a 0,70% linearizadas para fluido Pseudoplastico
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Figura 12 - Perfil grafico da viscosidade aparente para dispersées coloidais de goma xantana nas concentra¢ées de 0,10% a 0,70% linearizadas
para fluido Pseudoplastico
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A partir dos dados obtidos pelo processo de linearizacédo e considerando uma
tensdo de cisalhamento de 168 1.s™!, que também pode ser compreendida como
600 rpm, obteve-se a Figura 13 que corresponde a variagao da viscosidade aparente
com o incremento das concentragdes das dispersdes coloidais de goma xantana (GX)
e goma xantana acrescida de sacarose (GX-S). Analisando a Figura 11, percebe-se
que ha um aumento gradual da viscosidade aparente com o incremento da
concentracao para ambas as dispersdes coloidais (GX e GX-S), o que ja era esperado.
Contudo, GX apresentou viscosidade aparente superior a dispersao coloidal GX-S nas
concentracbes de 0,1% a 0,55% (13,82 > 10,89; 28,67 > 28,15; 56,02 > 46,85 e
94,66 > 80,75 mPa.s, sendo GX > GX- S respectivamente). O perfil apresentado por
GX pode estar relacionado a solvatagao da agua livre, fator este que de acordo com
Koshkin, Evtushenko e Muraeva (1985) pode proporcionar o aumento na viscosidade
aparente.

Zhu e Zheng (2021) sintetizaram um copolimero de goma xantana em
associagao com outros materiais e perceberam que as caracteristicas reologicas do
material sintetizado foram diferentes a goma xantana individual especialmente em
relagdo a viscosidade, solvatagdo da agua livre e atividade em temperaturas
superiores a 120 °C. De acordo com os autores, essas caracteristicas podem estar
diretamente relacionadas as interagdes intermoleculares que cada uma das moléculas
teve entre si, alterando as suas caracteristicas individuais e formando um novo

material com caracteristicas unicas.
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Figura 13 - Variagdo da viscosidade aparente de dispersdes coloidais de goma xantana (GX) e
goma xantana acrescida de sacarose (GX-S) em fung¢ao da concentragio das dispersées
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Legenda: GX representa a dispersao coloidal de goma xantana pura enquanto GX-S corresponde a
dispersao coloidal de goma xantana acrescida de sacarose.
Fonte: Autoria prépria (2023)

5.1.2 Coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (kLa) e tempo de mistura (tm)
pelo método dinadmico em diferentes velocidades de rotagéo

O biorreator € um equipamento robusto que fornece informacbes sobre o
processo fermentativo. Neste sentido, avaliou-se o coeficiente volumétrico de
transferéncia de massa (k.a) e tempo de mistura (tm) em fungdo de diferentes
concentragbes de goma xantana e trés modelos de impelidores, com o objetivo de
determinar qual seria a melhor condi¢ao para o processo fermentativo.

Dessa forma, para a determinacao do kia em fungdo dos parametros
analisados foi necessario utilizar as Equacdes 9 e 10 do referencial tedrico e assim
obter os resultados ilustrados pelas Figura 14 e 15 para 200 e 600 rpm,
respectivamente. Vale ressaltar que para concentragdes superiores a 0,55% (m.v")
ou 5,50 g.L" sob velocidade de agitagdo de 200 rpm ndo possivel mensurar os
valores de kLa, provavelmente devido a elevada viscosidade das dispersdes coloidais
dificultando a transferéncia de oxigénio ao meio e assim a leitura pela sonda de
oxigénio.

Ambos os perfis obtidos pelas Figuras 14 e 15 ilustram que os impelidores do
tipo Rushton-Rushton favorecem a maior transferéncia de oxigénio, o que corrobora

com Najafpour (2015) que diz que impelidores planos favorecem a mistura radial,
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sendo bons para dispersdo de gases ao meio pois quebram as bolhas de ar
uniformemente. O autor ainda sugere que este modelo de impelidor seja posicionado
logo abaixo do aerador, como ocorreu neste trabalho, para assim favorecer o processo
de quebra de bolhas e transferéncia de oxigénio dissolvido ao meio.

Ainda nas Figuras 14 e 15 é possivel perceber um decréscimo gradual do kLa
com o aumento da concentragdo das dispersdes coloidais. Um ponto interessante
nestas figuras € a performance dos impelidores Rushton-Rushton e Rushton-Elefante
para a 0,85% (m.v') ou 8,5 g.L-! sob agitagdo de 600 rpm (Figura 15), em que o
obteve- se valores iguais a 3,12 h' e 2,36 h' respectivamente, para cada conjunto.
Esses resultados ilustram a habilidade dos conjuntos Rushton-Rushton em
transferirem oxigénio ao meio, fato que certamente motivou autores como Nakajima,
Funahashi e Yoshida (1990), Enshasy e Homosany (2011) e Sauid et al. (2013), a
utilizarem esse mesmo conjunto de impelidores combinados (Rushton-Rushton) para
producdo de goma xantana em seus estudos.

Por outro lado, esses resultados demonstram uma grande oportunidade em
estabelecer o uso de impelidores combinados, mas com geometrias diferentes, para
que possam favorecer a dissipacdo de oxigénio (Rushton posicionada préxima ao
aerador) e a mistura por meio do uso de impelidores curvados, como as pas do tipo
Elefante. Xie et al. (2014) de forma similar, realizaram a determinagao do kLa em
dispersodes coloidais de goma xantana utilizando diferentes impelidores e encontraram
melhores resultados com as combinagbes Rushton-Rushton e Rushton seguido de

um impelidor curvo, que os autores chamaram de WHu.
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Figura 14 - k.a em fungdo da concentragao das dispersdes aquosas de goma xantana
acrescida de sacarose (GX-S) para 200 rpm
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Legenda: RT- RT corresponde ao conjunto de impelidores Rushton- Rushton; RT-1 ao conjunto Rushton
Incilinada e RT-E Rushton- Elefante.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Figura 15 - k.a em fungdo da concentragao das dispersdes aquosas de goma xantana
acrescida de sacarose (GX-S) para 600 rpm.
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Legenda: RT- RT corresponde ao conjunto de impelidores Rushton- Rushton; RT-1 ao conjunto Rushton
Incilinada e RT-E Rushton- Elefante.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Em relagédo ao tempo de mistura, utilizou-se como metodologia a resposta do

eletrodo de pH por meio da inje¢ao de acido e base conforme descrito anteriormente



48

na metodologia e os resultados s&o ilustrados pelas Figuras 16 e 17. Vale ressaltar
que nao houve leitura para nenhuma das dispersdes coloidais para a rotacdo de
200 rpm provavelmente pois esta velocidade nao foi suficiente para promover uma
boa mistura ao meio.

Além disso, € importante ressaltar que foi realizado uma adaptacdo a
metodologia proposta por Zhang et al. (2014) pois em testes realizados previamente
percebeu-se que era necessario adicionar uma quantidade de acido trés vezes
superior a de base para que houvesse uma alteragdo no valor de pH. Por isso
utilizou- se solugdes de 30 Molar para o acido cloridrico (HCI) e de 10 Molar para o
hidroxido de sddio (NaOH).

Esses resultados sugerem que a goma xantana possui agao tamponante em
pH acido e ainda ndo haviam sido reportados resultados similares na literatura e vai
em desacordo com o que é reportado por muitos autores como: Gowthaman, Prasad
e Karanth, (1999); Lo, Argin-Soysal e Hsu (2007); Sharma, Gautam e Wadhawan
(2014); Freitas, Alves e Reis (2015) e Petri (2015), que salientam que a goma xantana
€ estavel em uma ampla gama de pH, inclusive em pH acido. Sugere-se que
experimentos futuros sejam realizados para validar essa hipdtese.

Nao obstante, essa caracteristica pode estar relacionada a estrutura quimica
da goma xantana que possui grupos de acidos glucurdnicos ligados a manose que
podem promover o carater acido observado (PETRI, 2015). A goma xantana ter agao
tamponante em pH acido pode ser interessante para area de cosméticos
especialmente para o espessamento de cosméticos faciais com caracteristicas
acidas, sendo um potencial substituto a compostos derivados de acrilato devido a
grande procura do publico feminino por produtos naturais. Sugere-se que em
trabalhos futuros seja estudado esse perfil da goma xantana para propostas de
substituigao.

Analisando as Figuras 16 e 17, correspondentes a velocidade de rotagao de
600 rpm e com adi¢cao de acido 30 Mol e base 10 Mol, respectivamente, percebe-se
um perfil similar para o tempo de mistura em fungédo do tipo de impelidor, com
resultados promissores para impelidores do tipo Rushton-Elefante; possuindo
resposta trés vezes mais rapida que para o conjunto Rushton-Rushton e duas vezes
em relagcédo a Rushton-Inclinada. Embora os impelidores Rushton-Inclinada e Rushton-
Elefante tenham
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Esses resultados sugerem que este conjunto pode favorecer a mistura,
possivelmente por favorecer movimentos radiais (pas do tipo Rushton) e axiais (pas
do tipo Elefante) dentro do biorreator, que de acordo com Najafpour (2015) € essencial
para uma boa transferéncia de massa e mistura. Embora esse seja um resultado
promissor, ainda nao foram reportados na literatura resultados que explorem o0 uso
deste modelo de impelidor para auxiliar no tempo de mistura, assim sugere-se que

mais estudos sejam desenvolvidos para favorecer essa hipotese.

Figura 16 - Reposta do tempo de mistura(s) apos adicdo de HCI 30 Molar para rotagao de 600
rpm
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Figura 17 - Resposta do tempo de mistura(s) apés adicao de NaOH 10 Molar para rotagao de
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5.1.3 Correlagéo entre parametros em biorreator aerado

A correlagao entre parametros é de suma importancia para avaliar o impacto
de uma variavel sobre a outra. Neste sentido, correlacionando a viscosidade aparente,
com tensado de cisalhamento de 168 1.s' e o kLa, para rotagdo de 600 rpm (Figura
18,), percebe-se que independentemente do tipo de impelidor usado, quanto maior a
viscosidade aparente, menor € o kLa, o que ja era esperado pois quanto maior a
viscosidade do meio, maior sera a dificuldade em transferir oxigénio, que corrobora
com Doran (2012) e Najafpour (2015).

Figura 18 - Correlagdo entre a viscosidade aparente e o k.a para os conjuntos a) Rushton-
Rushton (RT-RT), b) Rushton-Inclinada (RT-l) e ¢c) Rushton-Elefante (RT-E)
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Legenda: Para viscosidade aparente foi utilizado com tensao de cisalhamento 168.s' e para o kLa
600 rpm.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Além disso, a correlagcao entre a viscosidade e o tempo de mistura também
foi determinada e ¢é ilustrada pela Figura 19. Assim como para o kLa, a viscosidade
aparente também tem uma forte correlagcdo com o tempo de mistura, de modo que
quanto maior a viscosidade aparente, maior sera o tempo para a completa
homogeneizacado do sistema (DORAN, 2012; ZHANG et al., 2014; NAJAFPOUR,
2015). Wang et al. (2022) realizaram a simulagdo do tempo de mistura utilizando um
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fluido ndo newtoniano em diferentes proporgdes com um agitador do tipo hélice, como
resultado eles perceberam que altas concentragdes o fluido gerava viscosidades
elevadas e a rotacgdo utilizada nao era suficiente para garantir a homogeneizacéao do
sistema.

Figura 19 - Correlagao entre a viscosidade aparente e o tempo de mistura para os conjuntos a)
e b) Rushton-Rushton (RT-RT), c¢) e d) Rushton-Inclinada (RT-I) e) e f) Rushton-Elefante (RT-E)
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Legenda: Para viscosidade aparente foi utilizado com tens&o de cisalhamento 168.s' e para o kLa 600
rpm. a), ¢) e e) correspondem aos perfis nos quais foi utilizado acido para alterar o pH enquanto em b),
d) e f) fora utilizado base para a modificagdo do pH e assim resposta no tempo de mistura.

Fonte: Autoria prépria (2023)

De forma analoga a Wang et al. (2022) que concluiram que a rotagao utilizada
nao era suficiente para elevadas viscosidades, neste trabalho percebeu-se que a
rotacdo de 600 rpm adotada durante a simulagdo do processo fermentativo ndo foi

suficiente para garantir durante todo o processo uma boa transferéncia de massa e



52

homogeneizagdo ao sistema, tendo em vista que para produtividades superiores a
8,5 g.L faltaria oxigénio dissolvido e ndo haveria uma boa homogeneizagdo. Neste
sentido, para a fermentagdo adotou-se durante as primeiras 24 horas velocidade de
agitacado de 300 rpm e aeracao de 1 volume de ar por volume de meio (vvm), pois de
acordo com Garcia-Ochoa et al. (2000) esse é o periodo de adaptacdo da bactéria
para entrar na fase log; enquanto nas proximas 48 horas utilizou-se 750 rpm e 1,2 vvm
a fim de favorecer a transferéncia de massa, calor e homogeneidade ao sistema.
Além disso, com base nos resultados obtidos em relagcéo ao kLa e tempo de
mistura, o conjunto de impelidores com melhor desenvoltura foi o Rushton-Elefante e

por isso ele foi adotado para fermentacéao.

5.2 Fermentagcao de Xanthomonas campestris em biorreator SRT e purificagao

Ap0os as conclusdes obtidas pelos testes prévios, conduziu-se a fermentacao
da bactéria Xanthomonas campestris para obten¢gdo de goma xantana utilizando como
conjunto as impelidores Rushton-Elefante com aeracéo nas primeiras 24 horas em 1
volume de ar por volume de meio (vwm) e velocidade de 300 rpm; posteriormente
(apds as 24 horas e pelas proximas 48 horas) aumentou-se para 1,2 vvm e 750 rpm.
Obteve-se apos a extracdo, purificagdo e secagem com produtividade de
0,26 g.L-'.h-' de goma xantana e niumero de células igual a 7,03 g.L"".

Assis et al. (2014) realizou planejamento experimental a fim de definir quais
seriam as melhores condi¢gdes de aeracéo e velocidade de agitagao, variando essas
caracteristicas entre 0,5 a 1,5 vwvm e 300 a 700 rpm respectivamente, obtendo como
melhor resposta o cultivo a 28°C, pH 7, velocidade de agitagéo igual a 497,96 rpm e
0,97 vwm, com produtividade de 0,047 g.L".h"' de goma xantana (Tabela 1). Os
autores relataram que quanto maior era a agitagao, menor foi a produgcao de goma
xantana, provavelmente devido ao estresse hidrodindmico as células e em
consequéncia, morte celular (ASSIS et al., 2014).

Wang et al. (2017) realizou cultivo utilizando 0,5 vvm e 200 rpm nas primeiras
40 horas e posteriormente aumentou aeragao e velocidade para 1,0 vvm e 400 rpm
respectivamente, mantendo-se constante a temperatura a 30°C e pH a 7. Os autores
obtiveram melhor resultado apds 60 horas de cultivo com 0,57 g.L-".h' de goma
xantana (Tabela 1). Vale ressaltar que a bactéria utilizada para o pelo artigo reportado
era mutante, logo possuia capacidade superior as bactérias convencionais em relagéo

a produgao de goma xantana.
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Outrossim, Borges e Vendruscolo (2008) relatam desenvolver experimento
testando duas combinacdes de aeragao e velocidade, sendo a primeira 3 vwvm e 300
rom; e a segunda 2 vvm e 200 rpm, sob temperatura de 28°C e pH 7, obtendo como
melhor resultado sob condigées de 3 vvm e 300 rpm, com produtividade de 0,12 g.L-
'.h"! (Tabela 1). J& Gumus et al. (2010) testou para cinco diferentes espécies de
Xanthomonas sp. condigbes de aeragao igual a 1,00 vwm e agitagcdo de 200 rpm,
utilizando temperatura de 30°C e pH igual a 7, obtendo como melhor produtividade
0,11 g.L".h-' de goma xantana (Tabela 1).

Psomas, Liakopoulou-Kyriakides e Kyriakidis (2007) realizaram planejamento
experimental variando a temperatura, agitagdo e tempo entre 25 a 35°C, 100 a
600 rpm e 24-72 horas, respectivamente, com aeragao igual a 1 vvm e pH controlado
a 7, obtendo como melhor resultado sob condigdes de 30°C, 600 rpm produtividade
igual 0,097 g.L-*.h"" (Tabela 1).

Neste sentido, percebe-se que o resultado obtido durante a fermentacao
conduzida em biorreator padr&o do tipo STR teve produtividade de 0,26 g.L-'.h-"valor
duas vezes superior a literatura em condi¢ées de suplementacédo e pH similares a
obtida no presente trabalho, o que indica que os parametros para as condicbes de
cultivo e combinacao de impelidores pode favorecer esse tipo de fermentacao.
Sugere-se que sejam realizadas mais fermentagées com o mesmo conjunto a fim de
validar essa hipoétese.

Além disso, obteve-se durante o processo fermentativo a taxa de consumo de
oxigénio por volume de meio (Qo) que corresponde ao coeficiente angular do grafico
plotado durante o momento de interrupgdo do oxigénio em um cultivo, conforme
descrito anteriormente no referencial tedrico (item 3.2.1), bem como a taxa de
consumo especifico de oxigénio microbiano para a Xanthomonas campestris, de
forma que esses valores corresponderam a 60 mmolL'h' e
8,65 mmol.g '.h-'respectivamente. Esses valores estdo proximos ao relatado por
(PINCHES; PALLENT, 1986; DORAN, 2012) utilizando glicose como fonte de carbono
para o cultivo de Xanthomonas campestris, onde os autores relatam ter obtido Qo de
11 mmol.L-"h' e gqo de 4,5 mmol.g'.h-". Embora os valores do presente trabalho
estejam superiores aos relatos pelos autores, sdo necessarios mais estudos para
afirmar as razdes, uma vez que a fonte de carbono utilizada foi diferente daquela

usada no presente estudo e isso pode impactar também nesses valores.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os modelos de impelidores possuem um impacto expressivo na fermentacao
de Xanthomonas campestris para a obtengao de goma xantana, tendo em vista suas
caracteristicas de transferéncia de oxigénio e mistura. Estas caracteristicas podem
afetar diretamente a concentragcdo do biopolimero almejado. Neste trabalho
percebeu- se que para a produgdo de goma xantana se faz necessario usar
impelidores que favorecam a transferéncia messa, mas que também favoregam a a
mistura para o meio e provavelmente por essa razdo o conjunto que teve melhor
eficiéncia foi o conjunto Rushton-Elefante.

Durante a fermentagéo, utilizando o conjunto mencionado, obteve-se
produtividade de 0,26 g.L-'.h-', valor duas vezes superior aos rendimentos
reportados na literatura com condi¢des de suplementacao e parametros fermentativos
similares aos usados neste trabalho, o que sugere que o modelo de impelidores
escolhido possa ter afetado esses resultados positivamente. 0 mais indicado para
esse tipo de fluido. Sugere-se que estudos futuros sejam conduzidos para validar a
hipétese de que este conjunto de impelidores € o mais adequado para produgao de
goma xantana.

Além disso, durante o desenvolvimento deste trabalho obteve-se informacdes
cruciais para o escalonamento de um biorreator para produgdo de goma xantana em
escala piloto a industrial. Neste sentido, sugere-se que em trabalhos futuros os dados
obtidos, como perfil de impelidores, parametros fermentativos otimizados, kLa e Qoz,
sejam utilizados para auxiliar a ampliacdo de escala.

Sugere-se ainda que em trabalhos futuros seja avaliado a atividade da goma
xantana em pH acido e validar a hipétese de que esta possui acdo tampao em acido.
Se esta hipotese for validada, sugere-se estudos sequentes em sua atividade para o

espessar séeruns e peelings acidos.
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