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RESUMO

A goma xantana é um exopolissacarideo microbiano que apresenta vasta aplicacdo
industrial devido a propriedades desejaveis, tais como, elevada viscosidade,
solubilidade em &gua, estabilizacdo de emulsdo e formacdo de gel. Nos Ultimos anos,
estudos tém buscado avaliar a producdo de goma xantana a partir da utilizacdo de
diferentes residuos agroindustriais, a fim de reduzir custos e agregar valor aos produtos.
Dessa maneira, este trabalho objetivou avaliar a producdo de goma xantana em agua
residual da industria petroquimica suplementada com residuo do processamento da
mandioca, bem como caracterizar os biopolimeros obtidos. Incialmente foram avaliadas
a composicdo fisico-quimica e de metais na agua residual da inddstria petroquimica
(agua produzida) e a composicao centesimal (umidade, proteina, lipidios, carboidratos e
cinzas) do residuo do processamento da mandioca. A producdo foi realizada em shaker
a 180 rpm, 30 °C, durante 72-96h de fermentacdo, sendo incorporado ao meio
fermentativo 50 mL de &gua produzida e residuo de mandioca (2% m/v). As gomas
obtidas foram caracterizadas quanto a reologia (viscosidade aparente), indice de
emulsificacdo, espectroscopia no infravermelho (FTIR) e estabilidade térmica
(TGA/dTGA). A producdo maxima foi obtida em 72 horas de fermentagéo (6,80 g L),
os resultados demonstram que ndo houve diferenca significativa entre os tempos
avaliados (p < 0.05). As viscosidades obtidas para as gomas foram 11,07 e 10,11 mPa:s,
(72 e 96h respectivamente) a 25°C e 25s-! e a medida que a taxa de cisalhamento
aumentou (1000s?), os valores de viscosidade reduziram (2,44 e 2,30 mPa-s para 72 e
96 h respectivamente), confirmando a sua caracteristica pseudoplastica. O indice de
emulsificacdo para as gomas de ambos os tempos, foi igual ou superior 50%, sendo
considerado um bom agente emulsificante. Os resultados de FTIR demonstraram que as
gomas obtidas nos diferentes tempos de fermentacdo apresentaram um comportamento
espectral similar. As amostras apresentaram quatro eventos térmicos caracteristicos da
goma xantana e boa estabilidade térmica quando comparados com a goma comercial.
Diante disto, os resultados mostram a possibilidade de producdo de goma xanatana em

meio a dgua produzida e residuo de mandioca.

Palavras-chave: Xantana; viscosidade; residuos; Xanthomonas axonopodis pv

manihotis



ABSTRACT

Xanthan gum is a microbial exopolysaccharide that has wide industrial application due
to desirable properties such as high viscosity, water solubility, emulsion stabilization
and gel formation. In recent years, studies have sought to evaluate the production of
xanthan gum from the use of different agro-industrial residues, in order to reduce costs
and add value to the products. Thus, this work aimed to evaluate the production of
xanthan gum in wastewater from the petrochemical industry supplemented with cassava
processing waste, as well as to characterize the biopolymers obtained. Initially, the
physicochemical and metal composition of wastewater from the petrochemical industry
(produced water) and the proximate composition (moisture, protein, lipids,
carbohydrates and ash) of the cassava processing waste were evaluated. The production
was carried out in a shaker at 180 rpm, 30 °C, during 72-96h of fermentation, with 50
mL of produced water and cassava residue (2% m/v) being incorporated into the
fermentation medium. The gums obtained were characterized for rheology (apparent
viscosity), emulsification index, infrared spectroscopy (FTIR) and thermal stability
(TGA/dTGA). The maximum production was obtained in 72 hours of fermentation
(6.80 g L), the results show that there was no significant difference between the
evaluated times (p < 0.05). The viscosities obtained for the gums were 11.07 and 10.11
mPa-s, (72 and 96h respectively) at 25°C and 25s* and as the shear rate increased
(1000s?), the values of viscosity reduced (2.44 and 2.30 mPa-s for 72 and 96h
respectively), confirming its pseudoplastic characteristic. The emulsification index for
the gums of both times was equal to or greater than 50%, being considered a good
emulsifying agent. The FTIR results showed that the gums obtained at different times of
fermentation showed a similar spectral behavior. The samples showed four thermal
events characteristic of xanthan gum and good thermal stability when compared to
commercial gum. Given this, the results show the possibility of producing xanathan

gum, amid produced water and cassava residue.

Keywords: Xanthan; viscosity; waste; Xanthomonas axonopodis pv manihotis.
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1 INTRODUCAO

Xanthomonas sdo bactérias gram-negativas, aerdbicas pertencentes a familia
Pseudomonaceae (PETRI,2015). Apresentam morfologia de bastonetes delgados
movidos por flagelo Unico e secretam no meio um heteropolissacarideo denominado
Goma Xantana (MESOMO, 2007).

A goma xantana é um exopolissacarideo microbiano produzido industrialmente
por bactérias do género Xanthomonas, a partir da fermentacdo aerdbica de diferentes
fontes de carbono. A xantana apresenta alto peso molecular e é classificada como um
hetero-polissacarideo, por apresentam em sua conformacdo unidades pentassacarideas
de glicose, manose e uma unidade de acido glucurénico (SILVA et al, 2009; LI et al.,
2016; HABIBI & KHOSRAVI-DARANI, 2017).

Amplamente utilizada devido as suas excelentes propriedades fisico-quimicas,
dentre elas a elevada viscosidade em baixas concentracdes (0,05-1,0%), estabilizacdo de
emulsdo e gelificagdo em ampla faixa de pH e temperatura (PETRI, 2015; GARCIA-
OCHOA et al., 2000), justificando assim as propriedades desejaveis para utilizacdo da
nos diversos segmentos industriais: alimenticias, recuperacdo de petréleo, produtos
farmacéuticos, cosméticos e téxteis (PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011; WANG et
al., 2016; DEMIRCI et al., 2017).

Dentre os biopolimero microbiano mais comumente utilizado industrialmente, a
Xantana destaca-se por ter sua utilizacdo aprovada desde 1969 pelo FDA (Food and
Drug Administration) como polimero ndo téxico e seguro, 0 que permitiu 0 Seu USO
como estabilizante e emulsificante sem nenhuma restricio em muitos produtos
alimenticios (GHASHGHAEI et al.,2016). A producdo de goma xantana ¢ influenciada
por diversos fatores como, tipo de cepa utilizada, fonte de carbono e nitrogénio e
condicdes de cultivo (temperatura, pH, taxa de fluxo de ar, agitacdo e duracdo da
fermentacdo), que influenciam diretamente no rendimento e estrutura da goma xantana
produzida (HABIBI & KHOSRAVI-DARANIB, 2017).

No Brasil o consumo atinge cerca de 30 mil toneladas, de acordo com o
Departamento de Comércio e Industria do Brasil (TASLEEM et al., 2020). Apesar da
grande producdo comercial, muitas vezes o custo de producdo (substratos e
processamento) sdo fatores limitantes. Na producdo de goma xantana as fontes

preferenciais de carbono sdo a glicose ou sacarose, mas, fontes alternativas tém sido



12

estudadas, a fim de tornar a producdo mais viavel do ponto de vista econémico (ASSIS
et al., 2014; DINIZ, DRUZIAN, & AUDIBERG, 2012).

A 4gua produzida é produto do processo de extracdo de petrdleo, sendo que
parte da &gua fornecida pelas refinarias saem como agua residual, o descarte da agua
produzida sem tratamento adequado é um grande problema ambiental e tecnologias
eficazes de tratamento e reutilizacdo destas aguas sdo cruciais para gerenciar os danos
ambientais que elas causam (KARRAY et al., 2020). E a utilizacdo de residuos
organicos, para a producdo de polimeros também € uma alternativa viavel. Durante a
producéo e processamento da mandioca, parte € dela convertido em residuo, e esse tipo
de residuo é extremamente rico em carboidratos (EDAMA et al., 2014).

Visando a reducdo nos custos de producdo da goma xanatana e a utilizacdo de
diversas fontes de carbono disponiveis no pais, alguns autores ja investigavam a
producdo utilizando residuos industriais como meio alternativas, autores como, Costa et
al. (2014); Gomes et al. (2015); Da Silva et al. (2018); Sujithra et al. (2019) e Ramos et
al. (2020) e observaram a capacidade da Xanthomonas em produzir um bipolimero com
caracteristicas satisfatorias. Diante do exposto, o trabalho objetivou a producédo e
caracterizacdo de goma xantana a partir da em agua residual da industria petroquimica e
suplementada com residuo do processamento da mandioca, bem como, avaliacdo da

producdo de goma xantana em diferentes tempos de fermentacéo (72 e 96h).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar biopolimero tipo goma xantana obtido a partir de
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 1182 em 4&gua residual da industria

petroquimica, suplementada com residuo do processamento da mandioca.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a composicao fisico-quimica e de metais na &gua residual da inddstria
petroquimica (agua produzida);

e Avaliar a composi¢do centesimal (umidade, proteina, lipidios, carboidratos e
cinzas) do residuo do processamento da mandioca;

e Auvaliar a produgdo de goma xantana em agua residual da industria petroquimica
suplementada com residuo do processamento da mandioca em diferentes tempos
de fermentacéo (72 e 96h);

e Caracterizar as gomas xantanas obtidas quanto a reologia (viscosidade aparente),
indice emulsificante, espectroscopia no infravermelho (FTIR) e estabilidade
térmica (TGA/dTGA).
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1 Xanthomonas spp.

Xanthomonas sdo bactérias gram-negativas, aerdbicas pertencentes a familia
Pseudomonaceae, que apresentam muitas espécies diferentes, exemplo, X. arboricola,
X. axonopodis, X. campestris, X. citri, X.fragaria, X. gummisudans, X. jugla ( PETRI,
2015). Microrganismos deste género sdo patogénicos para as plantas, com excecao da
Xanthomonas maltophilia que é patégeno humano (HOLT et al., 1994; ESGALHADO
et al., 1995; CROSSMAN et al., 2004).

Em 1940 Vers isolou uma bactéria capaz de elevar a viscosidade do meio,
conhecida como Xanthomas campestris. A capacidade de aumentar a viscosidade é
produto da secrecdo de um heteropolissacarideo anidnico, denominado Goma Xantana
(MESOMO, 2007).

As Xanthomonas Campestris apresentam morfologia de bastonetes delgados
(0,4- 0,7 um de largura e 0,7-1,8 um de comprimento) e flagelo dnico (1,7- 3,0 um de
comprimento) (Figura 1A), com excec¢do da Xanthomonas maltophilia, que apresenta
varios flagelos (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Originada do grego, a palavra
Xanthomonas significa “xanthos” = amarelo ¢ “monas” = unidade (KRIEG e HOLT,
1994; MAC FADDIN, 2000). Geralmente vistas como coldnias lisas, viscosas e
pigmentadas de amarelo em agar nutriente (Figura 1B). Os pigmentos amarelos,
xantomonadinas, estdo presentes em todas as linhagens, porém, podem ser perdidos por
conta de degradagio (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Figura 1. A) Eletromicrografia de transmissdo de X. campestris (x 12000).
(B) Coldnias de Xanthomonas spp. em placa com agar nutriente

Fonte: (GARCIA-OCHOA, 2000). Fonte: Acervo Pessoal (2020).
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Estes microrganismos sdo quimiorganotroficos, capazes de usar uma variedade
de carboidratos, sais e acidos organicos como fonte de carbono. Séo obrigatoriamente
aerdbicos, crescem em meio complexo e em meio definido, utilizando principalmente a
via Enter-Doudorroff para catabolismo da glicose (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

2 POLISSACARIDEOS MICROBIANOS

Varios microrganismos sdo identificados como produtores de biopolimeros
microbianos e esses polimeros podem ser encontrados ligados a superficie celular ou
extraidos do meio de fermentacdo. As bactérias os utilizam como materiais de
armazenamento, produtos de estresses ambientais especificos (SANCHEZ-GARCIA et
al., 2010).

Os polissacarideos sdo macromoléculas formadas por monossacarideos e
derivados acidos, podendo ser sintetizado por bactérias, fungos e leveduras. Devido as
suas funcdes biologicas, os polissacarideos microbianos séo divididos, em trés grupos:
(i) intracelular, localizados no interior das células ou como parte da membrana
citoplasmatica; (ii) integrantes da parede celular, parte estrutural das celulas; e (iii)
polissacarideos extracelulares (EPS), produzidos no interior da ceélula, sendo
posteriormente secretados (SUTHERLAND, 1982).

Os polissacarideos bacterianos que sao sintetizados e secretados por varios
microorganismos no ambiente extracelular, como polimeros solUveis ou insollveis, séo
definidos como exopolissacarideos (EPS). Por serem produzidos durante a fase
estacionaria do crescimento microbiano, estes EPSs sdo considerados metabolitos
secundarios. A sua producdo esta relacionada & capacidade dos microrganismos
sobreviverem em condi¢fes adversas. Suas composicdes, funcdes, propriedades
quimicas e fisicas, que estabelecem sua conformacao primaria, variam de uma espécie
bacteriana para outra (PACE, 1991; ATES, 2015). Na natureza, eles tém um papel
significativo na protecdo da célula, adesdo de bactérias as superficies solidas e
participacdo em interacGes célula a célula (NICOLAUS et al., 2010).

Dependendo do tipo de microrganismo, os EPSs podem ser encontrados na
forma de cépsulas ao redor da célula, tornando-se parte da parede celular, ou na forma
de limos (mucos) que sdo excretados para o meio extracelular, sendo capazes de se

difundirem na fase liquida durante o processo de fermentacdo, havendo alteracdo no



17

meio de cultivo, com formagéo inicial de um fluido Newtoniano de baixa viscosidade
até que se atinja, ao final, um fluido ndo-Newtoniano de alta densidade (SILVA et al.,
2006).

Os EPSs sédo compostos principalmente de carboidratos (uma ampla gama de
residuos de aglcar) e alguns substituintes ndo-carboidratos (como acetato, piruvato,
succinato e fosfato) (ATES, 2015). A maioria das bactérias produtoras de EPSs
produzem homopolissacarideos, constituido por um Unico tipo de monossacarideos,
como a goma dextrana ou heteropolissacarideos, que possuem estrutura mais complexa,
podendo conter além de monossacarideos outros compostos, como a goma xantana
(KUMAR et al., 2018).

Alguns EPSs bacterianos relatados nas Gltimas décadas emergiram como
biopolimeros industrialmente importantes com valor comercial significativo, utilizados
como biomateriais, a exemplo da celulose bacteriana ou como modificadores reologicos
de sistemas aquosos, por exemplo, goma xantana (NIKNEZHAD et al.,2015; DEMIRCI
et al., 2017). Varios polimeros bacterianos sdo produzidos comercialmente e aplicados
em diversos setores, conforme descrito na Tabela 1. Xantana, dextrana e pululana séo
exemplos de polissacarideos microbianos com mercado consideravel devido as suas
propriedades excepcionais (ATES, 2015). A goma xantana tem sido usada para
melhorar a capacidade de fluxo em diversos setores da industria farmacéutica, de
alimentos, petrolifera, cosmética e médica (PALANIRAJ & JAYARAMAN 2011).

O grande interesse pelos polissacarideos microbianos em substituicdo aos
polissacarideos convencionais, é devido as suas muitas propriedades fisico-quimicas e
reoldgicas que permitem a formacdo de solugbes viscosas em ampla faixa de pH,
temperatura, alta estabilidade em solucbes aquosas, atuando como novos biomateriais
com ampla e aplicacbes em muitos setores industriais, como téxteis, detergentes,
adesivos, recuperacdo de 6leo microbiana aprimorada, tratamento de aguas residuais,
dragagem, fabricacdo de cerveja, cosmetologia, farmacologia e aditivos alimentares
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; ROSALAM & ENGLAND, 2006; RUHMANN et al.,
2015).
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Tabela 1- Aplicagdes dos biopolimeros produzidos comercialmente em diferentes

setores.
Biopolimeros  Microrganismos Aplicagdes Referéncia
Laticinios, bebidas, confeitaria, temperos, -
A Palaniraj &
produtos de panificagdo, xaropes e Jayaraman (2011);
Xantana Xanthomonas alimentos para animais, produtos Y . :
A [ - Ates, (2015); Petri
farmacéuticos, cosméticos, papel, tintas e (2015)
indUstrias téxteis. '
Leuconostoc e Indistrias  alimenticia,  farmacéutica  Patel et al. (2011);
Dextrana Strentococcus (antitrombatico), emulsificante, Hu, Lu, & Luo,
P espessante, carreador e estabilizador. (2021).
Material de embalagem, adesivos para
dentaduras, emulsificantes e
Aureobasidium  estabilizadores para produtos Sheng,Zhu, Tong,
Pululana . o . o (2014); Ates, (2015).
pullupans alimenticios, aglutinante, lubrificante,
agente gelificante, produtos de higiene
bucal e substituto do plasma sanguineo.
Srikanth et al.
L . Espessante e estabilizantes em alimentos, (2015); Oner,
evana Zimomona iedad " b Hernandez. Combi
mobilis propriedades  cosméticas, em  como ernandez, Combie,
imonumodulador e anticarcinogénico. (2016); Domzat-
Kedzia et al. (2019).
. - Osmalek;Froelih;
Gelana Sphingomonas Agent_e_ gellflcar}tg, espessante, Tasarek, (2014); NG
elodea emulsificante, e estabilizante.
et al. (2020).
. Preparacdo de alimentos, aplicacdo de
Algln_ato Az_otobact_gr curativo, aplicacdo de drogas e Chengetal., (2020);
bacteriano vinelandii

engenharia de tecido.

Raus et al.(2020).

3 GOMA XANTANA

A goma xantana € um heteropolissacarideo natural, de alto peso molecular,

produzido a partir de fontes de carbono por fermentacdo, principalmente por bactérias

gram-negativas do género Xanthomonas sp., descoberta em meados de 1950, pela

Northem Regional Research Laboratories (NRRL) do Departamento de Agricultura dos

Estados Unidos (BORN et al., 2002). A primeira producdo industrial foi realizada em

1960, seguida pela disponibilidade comercial em 1964, sendo considerado um produto

ndo toxico, que ndo causa sensibilizacdo, irritacdo ocular ou cutanea, em conseguinte,

foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos em 1969
(Fed. Reg. 345376) (MARGARITIS & ZAJIC, 1978; KENNEDY & BRADSHAW,

1984). Mundialmente, as principais industrias produtoras de xantana nos EUA sdo
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Merck e Pfizer, na Franca a Rhone Poulenc, Mero Rousselot-Santia e Sanofi-Elf, e na
China, a Saidy Chemical (KUMAR et al., 2018).

3.1 Constituicdo quimica

A goma xantana é um polissacarideo anionico, constituido por um esqueleto (1 — 4)
— B-D- glicose substituido em cada segunda unidade por uma cadeia lateral de trissacarideo
carregada, contendo duas unidades de D- manose ligadas na posi¢do do O-3 e um &cido D-
glucurdnico (B 1-2). Aproximadamente 50% dos residuos terminais de manose s&o
piruvilados e o residuo ndo terminal geralmente carrega um grupo acetil na posicdo O-6
(SWORN, 2009; PALANIRAJA & JAYARAMANB, 2011) (Figura 2).

Figura 2. Estrutura da goma xantana
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(Fonte: Hamcerencu et al., 2007).

A goma xantana é um exopolissacarideo hidrossoltvel, aniénico, ramificado,
extracelular, com unidades repetidoras de pentassacarideos. A estrutura primaria da
goma xantana é linear formada por duas unidades de glicose, duas de manose e uma

unidade de &cido glicurénico, na razdo molar 2,8:2,0:2,0 e possui uma distribui¢do da
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massa molecular entre 2 e 20 milhdes de Da (SHRAMA et al.,2014). As ramificagOes
trissacaridicas aparecem aderidas a cadeia principal do polimero, e dela resulta a
estrutura rigida que variam de acordo com o processo fermentativo, condi¢des
operacionais e a linhagem de Xanthomonas utilizada (MISAKI, 1993). A rigidez da
cadeia principal, aliado a solubilidade induzida pelas cadeias trissacaridicas laterais,
destaca a sua principal caracteristica de modificar a reologia ou 0 comportamento de
fluxo das solucdes, estas propriedades sdo determinadas pela sua composi¢do quimica,
que dependente, principalmente, da quantidade de substituintes acetil e piruvil,
juntamente com os acidos glucurdnico, que além de conferir tonicidade, aumentando a
solubilidade do meio, e sdo determinadas pelo peso molecular do polimero, arranjos e
das ligagbes moleculares (PACE, 1991; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Em solucéo aquosa, a goma xantana exibe uma estrutura de filamento de dupla
hélice secundaria ordenada a baixa temperatura (DESPLANQUES, et al., 2012). As
suas propriedades mecanicas e dindmicas, em solucdo aquosa, foram investigadas,
chegando a conclusdo de que a sua estrutura secundaria apresenta duas conformacdes:
ordenada (hélice) ou desordenada (espiral), a transicdo conformacional ocorre
principalmente dependente da temperatura, forca ibnica da solucdo e de caracteristicas
estruturais como o conteudo de acido piravico e acido acético. Alta concentracdo e
adicdo de sais sdo a favor da estrutura ordenada, e a alta temperatura favorece a
estrutura desordenada (CHOPPE et al., 2010; DARIO et al., 2011). Quando seca, a
cadeia lateral do trissacarideo fica alinhado com a cadeia principal e estabiliza a
conformacdo, devido as interacdes ndo covalentes, principalmente ligacdo de
hidrogénio. Em solucdo, as cadeias laterais envolvem a cadeia principal protegendo e
impedindo ligacGes, e com isso, contribui para a estabilidade da goma sob condicGes
adversas (HABIBI & KHOSRAVI-DARANI, 2017).

Devido as suas muitas propriedades fisico-quimicas e reoldgicas, a goma
Xantana apresenta comportamento pseudoplastico, solivel em meio aquoso prontamente
disperso em agua fria ou quente, apresenta excelente estabilidade a temperatura (10°C a
90°C), a viscosidade € pouco afetada na presenca de sais e pH sendo afetada apenas com
valores de pH >12 e < 1 ((HABIBI ¢ KHOARAVI-DARANI, 2017). Sendo assim a
rigidez da cadeia principal da xantana, aliada a solubilidade induzida pelas cadeias
laterais, e demais caracteristicas da sua estrutura quimica, conferem caracteristicas
Unicas que tornaram a xantana tdo importante para diferentes setores industriais (DIAZ,
VENDRUSCOLO & VENDRUSCOLO 2004).
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3.2 Biossintese de goma xantana

A via biossintética da xantana é complexa. Inicialmente ocorre a transformacéo
de glicose em piruvato usando a via de Entner-Doudoroff (Figura 3). De acordo com
Palaniraj & Jayaraman (2011), pensa-se que a 0 processo bioquimico para sintese da
goma xantana seja semelhante a sintese de exopolissacarideos por outras bactérias
gram-negativas, sendo dividida em trés partes: (a) captacdo de aclcares simples e
conversdo em derivados nucleotideos; (b) montagem de subunidades de pentassacarideo
no interior da membrana ligadas a um transportador de fosfato poliprenol; e (c) a adigéo
de grupos acetil e piruvato durante polimerizacao e a secre¢do do polimero para 0 meio
de crescimento. A partir do conhecimento do processo biossintético, este pode ser

otimizado, visando 0 aumento da producéo e a reducao dos custos.

Figura 3. Caminho de Entner — Doudoroff.
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(Fonte: FLICKINGER & DRAW, 1999).

A sintese do biopolimero se inicia por adi¢Ges sucessivas de D-glicose-1-fosfato
e D-glicose a partir de 2 mol de UDP D-glicose. Posteriormente D-manose e acido D-
glucordnico sdo adicionados a partir do GDP-manose e &cido UDP-glucordnico,
respectivamente. Os grupos O- acetil sdo transferidos de acetil-CoA para o residuo
interno de manose, e o piruvato de fosfoenol piruvato é adicionado a manose terminal
(ROSALAM & ENGLAND, 2006). Cada uma dessas etapas requer substratos
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especificos e enzimas especificas para a conclusdo. Se o substrato ou a enzima estiver
ausente, a etapa sera bloqueada (SILVA et al., 2001; KUMAR et al., 2018).

A Figura 3 apresenta a via de Entner-Doudoroff em X. campestris, em conjunto
com a via do ciclo do acido tricarboxilico, mecanismo predominante para o catabolismo
da glicose. Uma pequena porcdo de glicose é encaminhada através da via da pentose
fosfato (ROSALAM & ENGLAND, 2006; PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011).

O processo, para ocorrer, obtém energia através de um sistema de transporte
especifico, o qual assegura a liberagdo do polimero do carregador lipidico e o transporte
pela membrana externa. Para a sintese de goma xantana é necessario 11 ATP para cada
subunidade de cinco hexoses polimerizadas. Para cada molécula de glicose a via de
Entner-Doudoroff produz duas moléculas de NADPH e uma molécula de ATP para ser
utilizada nas reacGes de biossintese (Figura 4). E a energia excedente do metabolismo
da Xanthomonas campestris é direcionada para a biossintese da goma xantana e
aumento da producdo (ROSEIRO et al., 1993).

Figura 4. Via metabdlica da sintese de xantana e metabolismo da Glicose em
Xanthomonas Campestris NRRL-1459
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4 PRODUCAO DE GOMA XANTANA

O microrganismo comumente usado para a producdo de goma xantana é a
bactéria Xanthomonas campestris. Comercialmente, a xantana é considerado um
polissacarideo microbiano importante, com consumo anual no Brasil estimado em cerca
de 30 mil toneladas, de acordo com o Departamento de Comércio e Industria do Brasil
(TASLEEM et al., 2020). Segundo o relatdrio de pesquisa de mercado, a producéo de
goma xantana em 2018 foi 240 mil toneladas, sendo projetado um aumento de 5,1% até
2021, movimentando US$ 455,9 milhdes até 2027. Alimentos e bebidas sdo 0s maiores
segmentos de aplicacdo, com uma participacdo estimada de 46% e projecdo de US$
201,1 milhdes entre 2020-2027 (Global Xanthan Gum Industry, 2021).

Para 0 processo de producdo sao necessarios, macronutrientes, como carbono e
nitrogénio e micronutrientes (como potassio, ferro e calcio). A otimizacdo das
condi¢Bes operacionais muitas vezes é requerida, uma vez que o crescimento do
microrganismo, o rendimento a estrutura e a producdo da goma xantana, S&0
influenciados por fatores como: o tipo de biorreator usado, 0 modo de operacéo, a
composicdo do meio de cultivo e condigdes de operacionais (temperatura, pH,
concentracdo de oxigénio dissolvido) (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

O processo de obtencdo da goma xantana € dividido nas seguintes etapas: 1)
selecdo da cepa microbiana; 2) inoculo; 3) fermentacdo; 4) separacdo das células; 5)
separacdo e precipitacdo da goma; 6) secagem e armazenamento. A producdo de goma

Xantana segue a sequéncia do fluxograma apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Fluxograma das etapas gerais de producdo da goma xantana
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A cultura de Xanthomonas selecionada é preservada, por métodos que
mantenham as propriedades desejadas em longo prazo. Uma pequena quantidade da
cultura preservada é expandida pelo crescimento em superficies solidas ou em meio
liquido (repicagem), para obter o meio de cultura necessario para ser inoculado. No
indculo, ocorre um aumento da concentracdo celular, mas com producdo reduzida de
goma xantana, uma vez que ela, ao redor da célula; impede o transporte de nutrientes e
estende a fase lag de crescimento. Ap0s a obtencdo do indculo, ocorre o preparo do
meio fermentativo, que contém substratos e nutrientes necessarios para o crescimento
celular, no final da fermentagdo, o caldo fermentativo contém goma xantana, células
bacterianas e muitos outros produtos do meio de cultivo. Para recuperacgdo, as células
geralmente sdo removidas por um processo de filtragdo ou centrifugacéo.
Posteriormente € realizada a precipitacdo usando solventes (isopropanol, etanol ou
acetona). A adicédo de solvente promove a precipitacdo da goma, diminuindo a afinidade
da agua pelo polimero e a ligagdo dos cations que estdo presentes. Apds a precipitacao,
0 produto separado é desidratado e seco mecanicamente para enfim ser embalado
(GARCIA-OCHOA et al., 1993; LUVIELMO & SCAMPARINI, 2009; PALANIRAJA
& JAYARAMANB, 2011).

4.1  Fatores que influenciam na producao de goma xantana

4.1.1 Efeito da fonte de carbono e de nitrogénio

A cultura de Xanthomonas para crescer e se reproduzir, necessita de nutrientes
especificos. As fontes de carbono mais frequentemente usadas sao glicose e sacarose, e
a concentracdo afeta o rendimento, sendo preferida uma concentracdo de 2 a 4%, pois
concentracdes mais altas desses substratos inibem o crescimento (PAPAGIANNI et al.,
2001; PALANIRAJA & JAYARAMAN, 2011). A estrutura da cadeia principal da
goma néo ¢ influenciada pelas fontes de carbono e nitrogénio empregadas, entretanto, as
cadeias laterais sdo afetadas por essas variaveis, e consequentemente, formam xantanas
com diferentes rendimentos e massas moleculares (PALANIRAJ & JAYARAMAN,
2011).

De acordo com Luvielmo & Scamparini (2009), o nitrogénio é um nutriente
essencial, como componente organico ou como molécula inorganica. A razdo C/N

normalmente utilizada para a producéo ¢ menor que aquela usada durante o crescimento
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(GARCIA-OCHOA et al., 2000). Geralmente, baixas concentrages sdo Uteis para a
producédo da goma xantana de 2 a 4% de glicose ou sacarose e 0,05 a 1% de nitrogénio.
De acordo com Palaniraj & Jayaraman (2011), o am6nio € um substrato que favorece o
crescimento das Xanthomonas e consequentemente o aumento da biomassa, enquanto o
nitrato favorece maior acimulo de goma xantana.

Zhang e Chen (2010) avaliaram a melhor producdo de goma a partir de
diferentes proporcdes de monossacarideos (75% glicose/25% xilose e 25% glicose/75%
xilose). A taxa de producdo da goma xantana em g L* h' foi 0,18 e 0,04
respectivamente, sendo a glicose, a fonte de carbono preferida para a producéo.
Rosalam & Inglaterra, (2006), observaram que concentracOes altas de nitrogénio
influénciam o réapido crescimento celular, e a glicose é o substrato preferivel para

producéo de goma xantana.

4.1.2 Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura na producdo de goma xantana tem sido amplamente
estudada. As temperaturas empregadas para producdo de goma xantana podem variar de
25 a 34 ° C, mas a cultura a 28 e 30 ° C é bastante comum (PALANIRAJA &
JAYARAMANB, 2011). Sugere-se que quaisquer sais na formulacéo sejam adicionados
a solucdo antes do tratamento térmico para maximizar a estabilidade e minimizar
quaisquer efeitos na reologia da xantana que levem a alteracGes conformacionais, uma
vez que a maioria das aplicacbes em alimentos adicionam sais na forma de sodio,
potassio e/ou célcio, para elevar a temperatura (HABIBI & KHOSRAVI-
DARANIB,2017).

Gilani et al.,, (2011), avaliaram a influéncia da temperatura na cinética de
producdo de goma xantana por X. campestris em melaco e relataram que a temperatura
ideal para crescimento maximo foi obtida a 32°C, com produgdo maxima de 17,1 g L.
Com o aumento da temperatura de cultivo, ocorre também o decréscimo da massa
molecular e producdo do polimero. A viscosidade das solucBes de goma xantana
também diminui com um aumento temperatura devido a alteracdes de conformacéo
molecular. Esse comportamento é totalmente reversivel de 10 a 90 °C (PALANIRAJ &
JAYARAMAN, 2011).
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4.1.3 Efeito do pH

Autores (GUMUS et al.,, 2010; PALANIRAJA & JAYARAMANB, 2011)
concordaram que o pH préximo a neutralidade é o ideal para o crescimento de X.
campestris. Durante a producdo, o pH diminui para valores proximos a 5 por causa de
grupos éacidos presentes na cadeia lateral da xanatana (BORGES et al., 2008). Gracia-
Ochoa et al., (2000) afirma que o controle do pH melhora o crescimento celular, mas
ndo tem efeito sobre a producdo da goma xantana. As solugdes de xantana tém boa
estabilidade em pH baixo e as diferencas em suas aplicacbes estdo relacionadas a
menores concentracdes de goma (HABIBIA & KHOSRAVI-DARANIB, 2017). Sworn
et al. (2009) destacam que a goma xantana por ser um polimero ani6nico, a reducdo do
pH, converte os grupos carboxilatos de ionizado para a forma néo ionizada (COO+ H*
= COOH), com consequente supressdo da repulsdo eletrostatica entre as cadeias laterais,
formando uma molécula mais compacta, o que pode resultar em reducdo da viscosidade.
Essa alteracdo € reversivel apOs a neutralizagcdo e ionizagdo dos grupos carboxilatos,
permitindo que a goma xantana retorne a conformacéo original, com a recuperacgdo da
viscosidade. 1sso indica que as mudangas estdo relacionadas a conformacéo molecular, e
ndo a degradacdo (HABIBI & KHOARAVI-DARANI, 2017).

Garcia-Ochoa et al., (2000) observaram que para 0 crescimento do
Xanthomonas campestris os melhores intervalos de pH e temperatura sdo: entre 6,0 a
7,5 e de 25°C a 27°C respectivamente, ja para a producdo da goma xantana e qualidade
do polimero os melhores intervalos de pH e temperatura séo: entre 7,0 — 8,0 e de 25°C -
30°C. Sendo assim, a interacéo entre o pH e a temperatura € de pouca importancia para
0 crescimento da célula e parece também ter uma influéncia negativa na producdo dos
polissacarideos (LUVIELMO & SCAMPARINI, 2009).

4.1.4 Efeitos dos sais

O efeito do sal na producdo da goma xantana depende diretamente
da concentracdo da goma. Em altas concentracGes de goma xantana ou altas
concentracdes de sais a viscosidade aumenta e esse efeito é atribuido ao aumento da
interacdo entre as moléculas do polimero (GARCIA-OCHOA et al.,2000).

Sais monovalentes, como o cloreto de sodio, causam uma ligeira diminuicdo na
viscosidade, devido a reducdo das interacBes moleculares resultantes da diminuigdo das

forcas eletrostatica intermoleculares. Autores destacam que essa diminuicdo esta
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relacionada & triagem de carga de repulsbes eletrostaticas da cadeia
lateral do trissacarideo, resultando em uma molécula mais compacta e reduzindo a
viscosidade. (JANG et al., 2015; BAK, & YOO, 2018; REINOSO et al.,2019).

Concentrages de sal superiores a 1-2% (m/v) na agua utilizada para a producéo,
podem diminuir a hidratacdo da goma xantana, sendo necessario hidratar a goma antes
da adicdo do sal. A goma hidratada tem boa toleréncia ao sal (até 20-30%) sem afetar
adversamente a viscosidade (MILAS et al., 1986). Jang et al. (2015) avaliaram a
viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para diferentes concentra¢es de NaCl a
25°C e observaram que a viscosidade da goma xantana era relativamente insensivel a
concentracdes de sal de até 20% em peso.

Os estudos da adicdo de sais nas solucdes de xantana e os efeitos na viscosidade
apresentam resultados contraditorios, concluindo que caracteristicas reolégicas de um
biopolimero dependem diretamente da bactéria utilizada, de todo o processo de
fermentacdo e recuperagdo, e das condigdes de utilizacdo da goma (DIAZ;
VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004).

4.1.5 Efeitos da agitacao e aeragdo

A agitacdo e a aeracdo sdo parametros necessarios para evitar condigcdes de
anaerobiose decorrentes da alta viscosidade do meio pela formacdo do polissacarideo,
visto que a bactéria é estritamente aerobia. Sendo assim, & necessaria a combinacao
adequada desses parametros para evitar a limitacdo na transferéncia de oxigénio ou
condicdes de estresse hidrodindmico (BORGES & VEDRUSCULO, 2008; CASAS;
SANTOS; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Assis et al. (2014) relatam que taxa de mortalidade cresce a medida que a
velocidade de agitacdo aumenta. A partir dos resultados obtidos, os autores
demonstraram que as variaveis respostas Y1 (biomassa), Y2 (viscosidade aparente) e Y3
(contetdo de glicose), sdo reduzidas quando variaveis independentes X; (areacdo/ vvm)
e Xz (agitacdo/rpm) estdo no nivel mais baixo ou mais alto. O teste realizado a
1.0vwm/783 rpm demostrou reducdes de 84,35, 72,86 e 65,82% em Y1, Y2 e Y3,
respectivamente, quando comparado aos dados do ponto central (1.0vvm/500 rpm).
Assim, os autores concluiram que as condi¢cdes de aeracdo e agitacdo se tornam

importantes uma vez que altas velocidades de agitacdo sdo responséveis pelo estresse
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hidrodindmico e possiveis danos as células e em baixa velocidade de rotacdo a uma
limitac&o na transferéncia de oxigénio.

A taxa de oxigenagdo recomendavel para a producdo de goma xantana é de 1,5
— 3,5 mM O3/ minuto, associado a um bom nivel e aeracdo é importante para obter uma
boa producdo, uma vez que ocorre grande aumento da viscosidade do meio durante a
fermentacdo (WOICIECHOWSKI, 2001).

4.1.6 Efeito do tempo de fermentacéo

Em escala industrial, o efeito do tempo na producdo da goma xantana é um fator
importante e tem sido estudado na tentativa de reduzir o tempo de cultivo. Através dos
experimentos realizados por Nejadmansouri et al., (2020), foi constatado um tempo de
fermentacdo entre 30-48 h para Xanthomonas Campestris e apds 48 horas, as células
entraram na fase estacionaria, onde o crescimento celular é interrompido, isto pode ser
justificado provavelmente devido a alta viscosidade do caldo, que pode afetar, a
transferéncia de massa e também de oxigénio.

Miranda et al., (2019), avaliaram o tempo de fermentacdo em trés patovares de
Xanthomonas por 168h (Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 645,
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290, e Xanthomonas campestris pv. campestris
1155), sendo observado que ap6s 40h de fermentacdo, o crescimento de Xanthomonas
entra na fase estacionaria, atingindo valores maximos de produtividade de 0,047, 0,039,
e 0,149 g L-* h't a 72, 96, e 24 h para as producdes com as linhagens 645, 290 e 1155 e
consumo maximo de glicose 84, 90, e 65% respectivamente. Autores relatam que
conforme o tempo de fermentacdo aumenta, as células crescem exponencialmente,
resultando em consumo rapido da fonte de carbono (PALANIRAJ e JAYARAMAN,
2011).

5 PRODUCAO DE GOMA XANTANA COM DIFERENTES SUBSTRATOS

A producdo de goma xantana em escala industrial é realizada principalmente em
um sistema de fermentacdo submersa, monitorando diferentes varidveis do processo,
como cepa de Xanthomonas, fontes carbono e nitrogénio, pH, temperatura, tamanho do
in6culo, taxa de fluxo de ar, agitacdo e duracdo da fermentacdo (HABIBI &
KHOSRAVI-DARANIB, 2017). Na escala de bancada, as condi¢des operacionais de

producgdo sdo mais simples, tendo em vista sua maior flexibilidade e menor custo de
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operacdo, sendo possivel a selecdo do microrganismo, o estudo das condicOes
operacionais e otimizacgdo do processo (BANDINO & SCHMIDELL, 2001).

O custo do meio de fermentacdo é visto como uma oportunidade de valor. Os
meios sintéticos usados para a producdo de xantana contém glicose ou sacarose como
fontes de carbono e, portanto, seu custo representa um fator critico no processo de
producdo do ponto de vista econdémico (LI et al., 2016), diferentemente quando s&o
utilizados substratos alternativos, onde a menor suplementacdo com nutrientes é
necessaria, resultando em menor custo de processo e minimizando problemas
ambientais. Por esta razdo, estudos tém focado no uso de residuos industriais como
alternativas naturais para servir como substratos fermentesciveis para a producdo de
goma xantana (Tabela 2).

Alguns trabalhos avaliariam a producdo de xantana a partir de residuos
agroindustriais, como por exemplo, Diniz, Druzian & Audibert (2012) avaliaram a
utilizacdo da casca de cacau e soro de leite como substratos fermentativos para X.
campestris 1182 e obtiveram maximo de producéo de 7,34 e 12,01 g L' em 28 °C, 250
rpm por 120 horas, respectivamente. Niknezhad et al. utilizaram o soro de queijo,
subproduto do processamento da industria de laticinio e alcancaram ap6s 48 h de
fermentacdo uma producéo de 16,65 g L™ para X. campestris e 12,28 g L™ para X.
pelargonii, concluindo que o soro de queijo € uma fonte barata e abundante de carbono
para producdo de goma xantana. A utilizagdo da Xanthomonas para producao de goma
xantana utilizando residuos descartados da industria, podem ser destacados por Bajic et
al. (2017), que avaliaram a producao em aguas residuais obtidas de diferentes partes do
processo de producdo de uma industria de confeitaria. Os autores demonstraram que 0
custo do meio sintético para producdo de xantana é de US$ 0,5308/kg, enquanto que,
para 0 uso de aguas residuais da industria de confeitaria ndo ha custos para a matéria-
prima e consequentemente, o dispéndio com o processo de produgdo é menor. 0 menor

custo para 0 processo de producdo.
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Residuo Cepa Bacteriana Condicéo cje Maximo de E’ rodugao Referéncia
Fermentacéo (gL
Soro de Leite e Casca de Cacau X. campestris pv. manihotis 1182 28°C/250rpm/120 h 12,01e 7,34 Diniz, Dru(22|8r112<‘)§c Audibert
Glicerina Residual do Biodisel . I o .
e Residuo Liguido de Sisal X.axonopodis pv. manihoti 1182 28°C/250rpm/120 h 0,65e 1,42 Assis et al. (2014)
X. campestris pv. manihotis1182 2,64
Casca de Camardo fermentada X. campestris pv. campestris 254 28°C/250rpm/120h 2,60 Costa et al. (2014)
X. campestris pv. campestris 629 1,95
Bagaco de cana de aclcar X. campestris pv. 254 28°C/250rpm/120h 8,44 Gomes et al. (2015)
. X. campestres 1473 o 16,65 .
Soro de queijo X pelargonii 1474 28°C/250rpm/48h 1228 Niknezhad et al. (2015)
Residuos de cozinha X. campestris LRELP -1 30°C/180rpm/120h 11,73 Li et al. (2016)
hidrolisado
Aguas residuais da industria de X. campestris ATCC 13951 309C/200rpm/72h 23,98 Baji¢ et al. (2017)
confeitaria
Casca de Coco (CS) e Casca de X. campestris 1866 R 3,57 (CS)- 4,48 (CH) .
Cacau (CH) X. campestris 1867 28°C/250rpm/96h 2,64 (CS)- 3,89 (CH) Da Silva etal. (2018)
Residuos de pdo X. axonopodis vesicatoria 28°C/300rpm/72h 14,3 Demirci et al. (2019)
Bagaco de Mandioca X.campestris NCIM 2956 30°C/200rpm/120h 3,28 Sujithra et al. (2019)
Agua produzida da Indistria de X. axonopadis pv. manihotis 1182 30°C/180rpm/96h 8,69 Ramos et al. (2020)

Petroleo
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5.1 Residuo de Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma raiz rica em amido, cultivada
principalmente regides tropicais, sendo um alimento basico importante para mais de 500
milhdes de pessoas no mundo (FALADE & AKINGBALA, 2010). O Brasil é o quarto
maior produtor de mandioca, com uma producdo de 17,6 milhdes de toneladas (FAO,
2020). No entanto, durante as etapas de processamento, partes das raizes frescas da
mandioca s&o descartadas como residuo (EDAMA et al., 2014).

O residuo de mandioca compreende a casca, que € resultante da pré-limpeza da
raiz, composta pela casca (casca rachada), casca interna (entre a camada cortical e o
cilindro central) e pontas de mandioca (SOUTO et al.,, 2017). Considerando o0s
problemas ambientais ocasionados pelo descarte dos residuos organicos, uma
alternativa para o aproveitamento desses rejeitos, € a utilizagdo como substratos
fermentesciveis (VILHALVA et al., 2012; ASSIS et al., 2014). A Tabela 3 apresenta
estudos que caracterizaram os residuos do processamento de mandioca quanto as suas

propriedades fisicas e quimicas.

Tabela 3- Caracterizagéo fisico-quimica do residuo de mandioca

Residuo Resultados Referéncia
mS;nrgigsa Umidade (%):8,69; Carboidrato (%): 3,45; Cinzas (%):1,56. Brandao et al. (2010)
Nitrogénio (%):0,81; Carbono (%):44,12; Umidade (%):
Caules 9.62; Cinza (%): 2,83; Hemicelulose (%):11,8; Celulose (%): Veiga et al. (2016)
39,45; Lignina (%):20,17.
Né&o Nitrogénio (%):0,44; Carbono (%):41,7; Cinza (%): 1,9;

especificado  Amido (%):38,4; Hemicelulose (%):46,7; Lignina (%):5,7. Zhang etal. (2016)

Umidade (g 100g™): 72,53; Cinzas (g 100g?): 1,63; pH:4,85;
Amido (g 100g?):60,68; Proteina (g 100g?):3,97; Aclcares
(g 100g?):1,08; Lipidios (g 100g?):0,86, Acidez Total (mL
NaOH 1M 100 g *1): 5,18.

Casca Souto et al. (2017)

Umidade (%): 87,97; Cinzas (g 100g™?): 0,21; pH:4,54;
Bagaco de Amido (%):64,27; Fibra Crua (g 100g?): 4,32; Proteina (g Martinez et al. (2018)
mandioca 100g1):0,61; Acucares (g 100g™1):7,79; Lipidios (g 100g-

1:0,15.

Nitrogénio (%): 0,04; Carbono (%) 45,53; Umidade
(%):15,13; Cinzas 1,12; Hemicelulose (%):21,1; Celulose Nam et al. (2020)
(%):31,7; Lignina (%):16,2.

Polpa de
mandioca

Nitrogénio (%):3,0; Carbono (%)38,91; Umidade (%):10;
Cinzas (%):6,31; Hemicelulose (%):49,1; Celulose Cruz et al. (2021)
(%):13,99; Lignina (%):2,35.

Cascas, caules
e folhas

*Resultados expressos em média.

Os resultados mostram que os residuos de mandioca tém alto conteldo de

carbono (38,91-80%) e contém <4% de nitrogénio. A analise estrutural revela que sdo



33

compostos de 13,99-39,45% de celulose, 11,8-49,1% de hemicelulose e 2,35-16,5% de
lignina, celulose e hemicelulose. O residuo apresenta um pH considerado &cido e a
umidade varia de 8,69-87,97%. Souto et al. (2018), destacam que as diferengas na
composi¢do podem ser atribuidas as variedades de mandioca, épocas de plantio e
colheita. Os estudos demostraram baixos teores de lipidios e de cinzas.

Os residuos solidos deixados apds a extracdo da mandioca e o descarte incorreto
desse residuo pode vir a causar problemas ambientais. Assim é necessario o incentivo
para o reaproveitamento do mesmo, a exemplo da bioconversao do residuo de mandioca
como fonte de substrato para producdo de goma xantana (DOS SANTOSA et al.,2016;
SUJITHRA et al. ,2019).

6 PLICACAO DA GOMA XANTANA

Os biomateriais baseados em goma xantana tém sido amplamente utilizados na
inddstria de alimentos (ROSALAM & ENGLAND, 2006; SHARMA et al., 2006;
HABIBI & KHOSRAVI-DARANI, 2017), cosméticos (GARCIA-OCHOA, et al, 2000;
PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011), médica e farmacéutica (MURPHY
MCDEVITT & ENGLER, 2014; PETRI, 2015; KUMAR et al.,2018), tratamentos de
agua (MITTAL et al., 2016), industria de petroleo e recuperacdo de petréleo
(GARCIA-OCHOA et al.,2000; JANG et al., 2015; GHOUMRASSI-BARR &
ALIOUCHE, 2016), artigos de higiene pessoal (PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011),

dentre outros.

6.1 Industria de Alimentos

A grande maioria dos polissacarideos utilizados nas inddstrias de alimentos é
derivada de plantas e algas. O biopolimero microbiano mais comumente utilizado
industrialmente é a goma xantana, sua utilizacao foi aprovada em 1969 pelo FDA (Food
and Drug Administration), como polimero ndo toxico e seguro que permitiu 0 Seu uso
como estabilizante e emulsificante sem nenhuma restricdo em produtos alimenticios
(GHASHGHAEI et al.,2016).

Muitos alimentos exigem propriedades Unicas de texturizacdo, viscosidade,
sabor, aparéncia e controle do teor de dgua, a goma xantana permite melhorar todas
essas propriedades e a caracteristica reolégica do produto final (PALANIRAJ &

JAYARAMAN, 2011). Em solucdo aquosa, a goma xantana apresenta comportamento
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pseudopléstico, possui alta estabilidade em uma ampla faixa de pH, temperatura e forca
ibnica, além de ser estavel sob cisalhamento durante o processamento e a embalagem do
produto (PETRI,2015).

6.2 Industria Petrolifera

Os polissacarideos naturais sdo biopolimeros atraentes para melhorar a
viscosidade nas operacdes de exploracdo de petroleo devido a alta resisténcia a
degradacdo mecanica e térmica, e sua biodegradabilidade, o que garante que eles nao
permanecam no ambiente (HASAN & ABDEL-RAQOUF, 2018).

As propriedades reoldgicas dos EPSs favorecem aplicagcbes nos diversos
segmentos industriais, devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, viscosidade em
diferentes faixas de pH, salinidade e temperatura (FREITAS et al., 2011; LUVIELMO
& SCAMPARINI, 2009). Na industria petrolifera, a goma xantana & empregada como
fluido de perfuracdo de pogos e na recuperagdo secundaria e tercidria do petréleo, além
de ser utilizado como lubrificagio das brocas de perfuragéo.

A recuperacdo melhorada de petroleo com utilizacdo de micro-organismo vem
do inglés MEOR (Microbial Enhanced Oil Recovery), baseia-se na injecdo de
microrganismos com nutrientes essenciais no 0Oleo e sob condi¢cbes ambientais
favoraveis, a populacdo microbiana cresce exponencialmente e seus produtos
metabolicos mobilizam o dleo residual (BACHMANN, JOHNSON & EDYVEAN,
2014). A utilizacdo de biopolimeros, por exemplo, é empregada na agua de injecédo
como fluido de perfuracdo e na recuperagdo terciaria. A capacidade de aumentar a
viscosidade de cisalhamento, juntamente com sua excelente estabilidade sob alta
salinidade e alta temperatura, torna a goma xantana adequada para projetos de
recuperacdo avangada de petroleo (de Mello Luvielmo, & Scamparini, 2009).

Em estudo realizado com residuos da industria de petréleo, Ramos et al., (2020)
produziram goma xantana em meio a base de agua produzida suplementada com
glicerina bruta e sacarose. Os autores obtiveram uma producéo de goma xantana de 8,69
g L%, concluindo que a producéo a partir de Xanthomonas axonopodis pv. homenihotis
1182 é viavel e o polimero produzido tem potencial significativo para ser utilizado pela

industria de petrdleo durante as estratégias de recuperacéo de 0Oleo.
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6.2.1 Agua produzida da industria de petréleo

A &gua produzida é a agua aprisionada nas formacdes subterraneas que é trazida
a superficie juntamente com petréleo e gas durante as atividades de producdo desses
fluidos (AMINI et al., 2012). Consiste na dgua associada ao 6leo durante o processo de
extracdo do petroleo e pode ser resultante da mistura do 6leo do pogo com a agua do
mar que se encontra ao redor deste ou pela injecdo de dgua no campo de petroleo para
levar o 6leo profundo a superficie (AL-GHOUTI et al., 2019).

A quantidade de &gua produzida gerada durante a producdo de petréleo depende
das caracteristicas e da vida produtiva de cada campo, quanto mais maduro for o
reservatdrio, maior serd o volume produzido desse efluente. Portanto, o volume da dgua
produzida esta diretamente ligado com a vida til do reservatorio, podendo chegar a dez
vezes ou até mais o volume de producéo de oleo (NEFF et al., 2011).

A agua produzida ndo é um produto Unico a composicdo e suas propriedades
fisicas dependem da localizacdo geografica do campo, idade e profundidade da
formacéo geoldgica, método de extracdo e tipo de hidrocarboneto produzido, conforme
a composicdo quimica no reservatério (AL-GHOUTI et al., 2019). Esse efluente é
composto de 6leo e graxas (O&G), constituido por uma mistura de hidrocarbonetos:
Fendis, Naftaleno (como ciclo-hexano e dimetil Ciclopentano), Benzeno, Tolueno,
Etilbenzeno e Xileno (BTEX), Hidrocarbonetos poliaromatico (PAHSs), acidos
organicos, compostos naturais organicos e inorganicos, e aditivos quimicos (biocidas e
inibidores de corrosdo) (ALJUBOURY et al.,2017; AL-GHOUTI et al., 2019).

A poluicdo ambiental apresenta grandes desafios para a industria petroleo, pois
estima-se que 80-90% da agua fornecida pelas refinarias de petroleo e plantas
petroquimicas sai como agua residual (JAFARINEJAD & JIANG, 2019). O volume da
agua produzida a partir de um reservatorio especifico ndo permanece constante.
Inicialmente, a producdo de agua é muito menor, mas aumenta com a idade do
reservatorio (NASIRI & JAFARI, 2017; AL-GHOUTI et al., 2019).

O descarte da agua produzida sem tratamento adequado é um grande problema
ambiental, sendo assim, é necessario o desenvolvimento de tecnologias a fim de reduzir
os poluentes presentes nas aguas residuais industriais em especial das refinarias de
petréleo (KARRAY et al., 2020). Tecnologias eficazes de tratamento e reutilizacdo
destas aguas sdo cruciais para gerenciar os danos ambientais que elas causam. Segundo

El-Naas (2014), tais tecnologias sdo benéficas para as industrias de petroleo: 1)
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fornecem uma fonte adicional de agua através da reciclagem da agua residual; 2)
melhoram a recuperagdo de petroleo bruto; e 3) reduzem o remediando do impacto no
meio ambiente.

O gerenciamento da agua produzida resulta em custos consideravelmente
elevados e que representam um percentual significativo nos custos de producdo (AMINI
et al., 2012). Para o tratamento de &guas residuais de refinarias, varios métodos foram
desenvolvidos e alguns processos aerobicos e anaerobicos foram estudados, sendo o
tratamento bioldgico (como bactérias, fungos, leveduras, microalgas, enzimas, etc.) e a
biorremediacdo, as alternativas mais econdémicas, uma vez que os tratamentos fisico-
quimicos sdo de altos custos e complexidade operacional (ALJUBOURY et al., 2017;
KARRAY et al., 2020).

O tratamento da agua produzida pode ajudar no seu gerenciamento, incluindo na
reutilizacdo para fins agricolas e industriais (AL-GHOUTI et al., 2019). Li et al., (2005)
utilizaram em meio a &gua residual sob condi¢des anaerobicas o Bacillus sp.(M-12).
Apos o tratamento, foi observado a diminuicdo significativa da demanda quimica de
oxigénio (DQO) das aguas residuais de e 2600mg L™ para 800 mg L ap6s 4 dias,
demonstrando que esta bactéria, portanto, tem grande potencial no tratamento de aguas
residuais.

Vérias sdo as tentativas de cultivar Xanthomonas campestris em diferentes
substratos, como residuos de cozinha (LI et al., 2016), aguas residuais da inddstria de
confeitaria (BAJIC, 2017) etc., mas ha poucos dados sobre a producdo de goma xantana
a partir de aguas residuais da industria de petréleo. Dentre os estudos, Ramos et al.
(2020) relataram a producio de 8,69 g L de goma xantana em 72 horas a 120rpm e
30°C, em agua produzida suplementada como sacarose e glicose como substratos
alternativos para a producédo de goma xantana.

A principal vantagem de usar materiais de base natural, especialmente
subprodutos agricolas e polimeros naturais como adsorventes alternativos para o
tratamento de agua e &gua residuais, € que eles estdo disponiveis em grandes
quantidades, tém baixo valor econémico e sdo ecologicamente corretos (SOETAREDJO
et al.,, 2018). Sendo assim, a otimizacdo de processos biotecnoldgicos utilizando
substratos de baixo custo, como residuos agroindustriais e subprodutos, € a alternativa
mais viavel para a producdo de produtos de valor agregado e a solucdo para o descarte

de residuos solidos.
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Biossintese alternativa de goma xantana em &gua residual da industria de

petréleo e residuo de mandioca: producdo e caracterizacao

RESUMO

Devido a suas excelentes propriedades reoldgicas, a goma xantana tem ampla aplicagdo
em diversos setores (alimenticio, farmacéutico, petroquimico etc.), no entanto, 0s custos
de producéo ainda séo considerados elevados. Dessa maneira, 0 objetivo desse estudo
foi avaliar a producdo de goma xantana em &gua residual da indUstria petroquimica
suplementada com residuo de mandioca, bem como suas propriedades. Para a producéo
foi utilizada a cepa Xanthomonas axonopodis pv manihotis 1182 em dois tempos de
fermentacdo 72-96 horas. A agua produzida e o residuo de mandioca foram
caracterizados quanto aos parametros fisico-quimicos. As analises viscosidade aparente;
indice emulsificante; espectroscopia no infravermelho (FTIR) e estabilidade térmica
(TGA/dTGA), foram realizadas com a finalidade de caracterizar as gomas produzidas.
A producdo maxima foi obtida em 72 horas de fermentacdo (6,80 g L) e todas as
amostras apresentaram comportamento pseudoplastico e indice de emulsificacdo apos
24 h igual ou superior 50%. A partir dos resultados de FTIR, as gomas obtidas nos
diferentes tempos de fermentacdo apresentaram um comportamento espectral similar.
As amostras apresentaram quatro eventos térmicos caracteristicos da goma xantana e
demonstraram boa estabilidade quando comparados com a goma comercial. Assim,
Xanthomonas é capaz de produzir goma xantana em meio a agua produzida e residuo de
mandioca como substrato alternativo de modo eficiente, garantindo um polimero de

baixo custo e reduzindo danos ambientais.

Palavras-chave: Agua produzida, biopolimero, residuo de mandioca, X. axonopodis



48

ABSTRACT

Due to its excellent rheological properties, xanthan gum has wide application in several
sectors (food, pharmaceutical, petrochemical, etc.), however, production costs are still
considered high. Thus, the aim of this study was to evaluate the production of xanthan gum in
wastewater from the petrochemical industry supplemented with cassava waste, as well as its
properties. For production, the strain Xanthomonas axonopodis pv manihotis 1182 was used
in two stages of fermentation 72-96 hours. Produced water and cassava residue were
characterized in terms of physicochemical parameters. Apparent viscosity analyses;
emulsifying index; Infrared spectroscopy (FTIR) and thermal stability (TGA/dTGA) were
performed in order to characterize the produced gums. The maximum production was
obtained in 72 hours of fermentation (6.80 g L™) and all samples showed pseudoplastic
behavior and emulsification index after 24 h equal to or greater than 50%. From the FTIR
results, the gums obtained at different fermentation times showed a similar spectral behavior.
The samples showed four thermal events characteristic of xanthan gum and demonstrated
good stability when compared to commercial gum. Thus, Xanthomonas is able to efficiently
produce xanthan gum amid produced water and cassava waste as an alternative substrate,

ensuring a low-cost polymer and reducing environmental damage.

Keywords: Produced water, biopolymer, cassava waste, X. axonopodis
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1 INTRODUCAO

Xanthomonas s&o bactérias gram negativas, aerobicas, isolada em 1940 por
Vers, que observou a capacidade das mesmas em aumentar a viscosidade do meio,
como resultado da secrecdo de um heteropolissacarideo anidnico denominado goma
xantana - polimero de alto peso molecular, hidrossoltvel, ramificado com unidades
repetidoras de pentassacarideo (MESOMO 2007; HABIBI & KHOSRAVI-DARANI,
2017).

Os exopolissacarideos (EPS) sdo recursos importantes devido as suas muitas
propriedades fisico-quimicas e reolégicas que permitem a formacdo de solugdes
viscosas. Alguns EPS emergiram como biopolimeros importantes com valor comercial e
com ampla faixa de atuagdo em diversos setores da industria alimenticia, farmacéutica e
petroquimica. Por exemplo, a goma xantana, amplamente utilizada devido a suas
propriedades reoldgicas de exceléncia, permitindo a formacao de solugdes viscosas em
uma ampla faixa de pH, temperatura, compatibilidade com a maioria dos sais metalicos
e alta estabilidade em solugdes (NIKNEZHAD et al.,2015, DEMIRCI et al., 2017).

A goma xantana € considerada um dos polissacarideos naturais mais
amplamente utilizado no setor industrial, com producdo mundial de 150.000 e 160.000
toneladas/ano, aumentando a uma taxa anual de 5-10% (DEMIRCI et al.,2017).
Fatores, como composi¢do do substrato, temperatura, pH, agitacdo e areacdo, assim
como a cepa bacteriana, influenciam na composicdo, viscosidade e rendimento do
biopolimero (GARCIA-OCHOA et al.,2000, PALANIRAJ & JAYARAMAN,2011).

Na producdo da goma xantana, o custo do meio fermentescivel € visto como
uma oportunidade de valor. Os meios sintéticos usados para a producdo possuem
glicose ou sacarose como fontes de carbono e, portanto, do ponto de vista econémico,
seu custo representa um fator critico no processo de produgdo, uma vez que requer
maior suplementacdo para obtencdo de um bom rendimento do polimero (LI et al.,
2017). Visando a reducdo nos custos de producdo, a utilizacdo de residuos
agroindustriais e subprodutos de baixo custo é uma alternativa viavel para o
aproveitamento desses rejeitos, bem como uma solucdo para o descarte de residuos
solidos e desenvolvimento de novos produtos (ASSIS et al., 2014; DOS SANTOSA et
al.,2016).

Durante o processo de extracdo do petroleo, estima-se que 80-90% da &gua

fornecida pelas refinarias e plantas petroquimicas é descartada como agua residual
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(JAFARINEJAD & JIANG, 2019). A &gua produzida consiste na agua associada ao
6leo durante o processo de extracdo do petroleo e pode ser resultante da: mistura do
6leo do poco com a agua do mar ou pela injecdo de &gua no campo de petroleo para
levar o 6leo profundo a superficie (AL-GHOUTI et al.,2019). O descarte da agua
produzida sem tratamento adequado é um grande problema ambiental, sendo necessario
0 desenvolvimento de novas tecnologias a fim de reduzir os poluentes presentes nas
aguas e permitir o seu uso em diferentes setores (KARRAY et al., 2020).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € um dos alimentos mais consumidos do
mundo e cultivados por pequenos produtores (FALADE & AKINGBALA, 2010). O
Brasil € o quarto maior produtor de mandioca, com uma producdo de 17,6 milhdes de
toneladas (FAO, 2020). Durante as etapas de processamento, grandes quantidades de
residuos sélidos sédo gerados, incluindo partes da polpa e casca da mandioca (EDAMA
et al.,, 2014). Considerando os problemas ambientais ocasionados pelo descarte de
residuos organicos, uma alternativa para producdo de goma xantana é a utilizacdo do
residuo de mandioca como substrato fermentescivel.

Autores ja relataram a producdo de goma xantana a partir do cultivo de
Xanthomonas em diferentes substratos como: soro de mandioca (BRANDAO et
al.,2010), casca de camardo fermentada (COSTA et al.,2014), residuos de cozinha (LI et
al.,2017), aguas residuais da industria de confeitaria (BAJIC et al.,2017), casca de coco
e casca de cacau (Da Silva et al.,2018) e agua produzida da industria petroquimica
(RAMOS et al.,2020). Assim, acredita-se que a Xanthomonas tem potencial para
produzir goma xantana utilizando diferentes residuos como fonte de carbono,
contribuindo para reducdo dos custos do processo de producdo e minimizando danos
ambientais causados pelo descarte inadequado. Diante do exposto, este trabalho
objetivou produzir e caracterizar goma xantana sintetizada por Xanthomonas
axonopodis pv manihotis 1182 em meio contendo agua produzida da industria

petroquimica e residuo de mandioca.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e caracterizacdo da agua produzida

A &gua produzida (AP) foi coletada em um poco de perfuracdo de petréleo
localizado no municipio de Santo Amaro das Brotas (10° 46 '44" S, 37° 3' 30" w), a 41
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km da cidade de Aracaju-SE, acondicionada e transportada para o laboratorio de
Anélise de Alimentos (LAPESCA), localizado na Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal da Bahia, onde foram realizadas as analises.

A composigdo quimica da AP foi analisada no Laboratério de Biotecnologia e
Ecologia de Microrganismos do Instituto de Ciéncias da Salde, da Universidade
Federal da Bahia - UFBA, Salvador - BA. As caracteristicas fisico-quimicas
determinadas foram: pH, salinidade e cloreto, determinado pelos respectivos métodos
padrdo SM-4500(H")B; SM-2520C; SM-4500-CI'B e metais, determinados por
Espectrometria de Emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP) (EPA-
620A).

2.2 Obtencéo e caracterizagédo do residuo de mandioca

O residuo de mandioca (casca externa e casca interna) utilizado como substrato
fermentativo alternativo, foi doado de uma casa de farinha localizada na cidade de
Inhambupe-BA. O residuo foi seco em estufa com circulacao e renovagéo de ar (Tecnal,
modelo 394/1) a uma temperatura média 45+1°C por 24 horas. Posteriormente o residuo
seco foi triturado, peneirado em malha de abertura 500 mm (32 mesh), embalado e
armazenado sob refrigeracao.

A composicdo centesimal do residuo da mandioca, o material triturado foi
avaliado fisico-quimicamente quanto a sua composi¢do em termos de umidade, cinzas e
proteina (Kjeldahl), conforme as especificacdes da AOAC (1997). A determinacao de
lipidios totais foi feita por método a frio utilizando cloroférmio:metanol:agua (2:2:1)
(BLIGH & DYER, 1959), e o teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100

e a soma dos percentuais de umidade, proteina, lipidios totais e cinzas.

2.3 Reativagdo e manutencdo do microrganismo

A cepa utilizada no estudo foi a Xanthomonas axonopodis pv manihotis 1182,
doada pela Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico - IBSBF,
Campinas-SP, na forma liofilizada e mantida em ultrafreezer a -80°C.

Antes de iniciar a producdo a cepa de Xanthomonas axonopodis pv manihotis
1182 foi reativada. A cultura foi incubada em meio YM padrdo (Acumedia®) em tubos
de ensaio a 28°C por 24h em estufa bacteriologica (Tecnal, modelo TE 398/2). O meio

YM padrdo é composto de 0,5% digestdo enzimatica de gelatina, 0,3% m/v de extrato
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de malte, 0,1 % dextrose, 0,3% m/v de extrato de levedura, dissolvidos em agua
destilada e esterilizada antes da inoculagdo (121°C por 15 min- Autoclave vertical,
Alpha).

A repicagem foi realizada em placas de Petri (descartaveis e estéreis) contendo
meio &gar YM (Acumedia®), composto por: 0,5% digestdo enziméatica de gelatina,
0,3% extrato de malte, 0,1% dextrose, 0,3 % extrato de levedura e 2 % &gar. Para tanto,
uma algada (~10 pL) da cultura foi transferida para a placa e incubada em estufa
bacterioldgica (Tecnal, modelo TE 398/2) por 24 horas a 28 °C até o crescimento da
colonia (ASSIS et al., 2014, L1 et al., 2016).

2.4 Ino6culo

De acordo com a metodologia descrita por Assis et al. (2014), o inoculo foi
preparado em meio YM-padréo e uma al¢ada (~10 pL) da cultura de X. campestris 1182
foi incubada em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de caldo YM em agitador
orbital (Tecnal, TE-424), a 180 rpm e 28 + 2 °C por 24h.

2.5 Producéao de goma xantana

A producdo da goma xantana foi realizada em shaker (Agitador orbital Tecnal,
TE-424) a 180 rpm, 30 °C por 72 e 96h. A fermentacdo foi conduzida em erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL do meio fermentescivel e 10 mL do in6culo (10 % v /v). O
meio utilizado foi composto por K:HPO4 (0,5% m/v), citrato de sodio (0,1% m/v), 50
mL de agua produzida e residuo de mandioca (2% m/v). Posteriormente o pH foi
ajustado para 7,0 (NaOH 1,0% m/v) e antes da transferéncia do inéculo, o meio foi
pasteurizado (60°C /30min). Em seguida, procedeu-se a incubacdo em agitador orbital a
(180 rpma 30° C £ 1 ° por 72 e 96h) (RAMOS et al.,2020).

2.6 Recuperacdo da goma xantana

Para a separacdo da goma xantana produzida em cada fermentacédo (72 e 96h), o
caldo fermentativo foi centrifugado (Eppendorf, modelo 5702R) em uma velocidade de
4.400 rpm por 20 minutos a temperatura de —5°C. Ao sobrenadante foi adicionado
etanol (96 °GL) na proporcdo de 1:3 (v/v) para a precipitacdo da goma xantana e
deixado em repouso por 24 horas. Posteriormente o material precipitado foi filtrado a

vacuo, transferido para placa de Petri previamente tarada e seco em estufa sem
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circulagio de ar (Etica, modelo 410/ND) a 30 °C por 24 horas. Apds a secagem 0
material foi pesado, coletado das placas e transferido para eppendorfs devidamente
etiquetado (ASSIS et al.,2014).

2.7 Viscosidade aparente

A viscosidade aparente foi obtida utilizando um redmetro (Haake Rheotest,
Mod. 2.1) de cilindros concéntricos acoplado a um banho-maria. Para avaliar o
comportamento da viscosidade aparente, solugdes aquosas de goma xantana (0,5% m/v)
foram elaboradas e mantidas sob refrigeracdo por 12 horas antes da analise. As medidas
foram feitas na temperatura de 25°C e taxas de cisalhnamento entre 4,5 e 1000 s* (Assis
et al.,2014). Os dados reoldgicos foram ajustados ao modelo de Ostwald-de Waele
conforme Equagéo (1).

=K (™ (1)

onde K é o indice de consisténcia, n € o indice de comportamento de

escoamento, u € a viscosidade aparente ¢ y ¢ a taxa de cisalhamento.

2.8 Indice de emulsificacio (1E 24)

O ensaio de indice de emulsificagdo foi realizado seguindo a metodologia
descrita por lyer et al. (2006). Para isso, solu¢des aquosas de goma xantana (0,1% m/v)
foram misturadas com diferentes 6leos (mineral, girassol, soja e oliva) em tubos de
ensaios na proporcdo de 2:3 (v/v). Posteriormente os tubos foram agitados em vortex
por 2 min e deixados em repouso por 24 horas. Em seguida o indice de emulsificacao
foi determinado pela relacdo em centimetros (cm) entre a altura da camada emulsificada
e a altura total da camada de liquido em O indice de emulsificacdo (IE24) foi calculado

de acordo com a Equacao (2).

IE24= (Altura da camada emulsionada) * 100 / (Altura total do liquido) (2)
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2.9 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de goma xantana foram analisadas qualitativamente por FTIR
(PerkinElmer Model Spectrum 100) entre 4000 e 400 cm™, usando o acessorio ATR
(reflexéo total atenuada) com cristal de seleneto de zinco (GOMES et al.,2015).

2.10 Analise Termogravimétrica (TGA/ dTG)

As andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em um analisador
termogravimétrico (Perkin Elmer, Pyris 1 TGA). Nas analises foram utilizadas massas
de aproximadamente 5,0 mg, cadinho de aluminio, faixa de temperatura de 30 a 600 °C,
taxa de aquecimento de 15 °C min~* e atmosfera inerte de nitrogénio com vazdo de 20
mL min* (MIRANDA et al,2020).

2.11 Andalise Estatistica

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) e a comparacao das médias pelo
teste de Tukey (p <0,05), para comparar a producdo da goma xantana nos diferentes

tempos de producao (72 e 96h).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo da Agua produzida (AP) e Residuo de Mandioca

Os principais componentes encontrados na agua produzida (AP), juntamente
com suas concentracOes, estdo expressos na Tabela 1. A agua produzida contém sais
inorganicos, metais, uma grande variedade de compostos quimicos e apresentou pH de
5,19. Para a producdo de goma xantana, autores concordam que o pH proximo a
neutralidade é o ideal para o crescimento de Xanthomonas, sendo assim, foi necessario
neutralizar o meio antes da inoculacdo da bactéria (GUMUS et al.,, 2010;
PALANIRAJA & JAYARAMANB, 2011). Gracia- Ochoa et al. (2000) afirma que o

controle do pH melhora o crescimento celular, mas ndo tem efeito sobre a producao.
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Tabela 1. Caracterizagio fisico-quimica e de metais na Agua produzida (AP)

Paréametro Resultado Método
pH 5,19 SM- 4500 H* B
Salinidade (%) > 80 SM -2520B
Cloreto (mg L™) 77.861 SM - 4500-CI” B
Sulfato (mg L™) 320,48 SM- 4500 SO, E
Fosforo (mg L™) 0,21 SM - 4500 P B/E
Zinco (mg L) 0,0124 EPA - 6020A
Manganés (mg L™) 1,9 EPA - 6020A
Ferro (mg L™) 20 EPA - 6020A
Cobre (mg L) 0,00148 EPA - 6020A
Cromo (mg L™?) < 0,0050 EPA - 6020A
Niquel (mg L™ < 0,0050 EPA - 6020A
Cadmio (mg L™) < 0,00050 EPA - 6020A
Chumbo (mg L™) < 0,0050 EPA - 6020A

A agua produzida utilizada nesse estudo apresentou alta salinidade (> 80%). Al-
ghouti et al. (2019) destacam que cloreto e sddio sdo considerados os ions salinos mais
abundantes em &guas produzidas, enquanto o fosfato estd presente em menores
concentragdes. O nivel de cloreto encontrado nesse estudo foi de 77,861 mg L7,
resultado semelhante (71,438 mg L!) ao reportado por Sampaio et al. (2020) ao
avaliarem a producdo de goma xantana em agua produzida de um campo de petroleo.

A &gua produzida contém diversos metais como ferro, chumbo, cromo, bario,
niquel, zinco, cadmio e manganés. Apesar da presenca desses metais e a possivel
toxicidade da éagua, bactérias como Xanthomonas podem desenvolver diversos
mecanismos para adaptar-se ao ambiente, o que possibilita seu desenvolvimento nesse
meio (BANJERDKIJ & MONGKOLSUK, 2003).

Os resultados da composicdo centesimal do residuo da mandioca estdo
expostos na Tabela 2. O residuo utilizado no processo fermentativo para producdo da
goma xantana apresentou 10,74% de umidade e 89,26% de matéria seca, dos quais
77,53% sdo carboidratos, 5,93% lipidios, 3,70% cinzas e 2,10% proteinas. Estes
compostos sdo de grande importancia considerando sua utilizagdo como substratos na
fermentacdo pelas bactérias Xanthomonas, uma vez que irdo fazer parte dos nutrientes
necessarios, tanto para o crescimento celular, como para a biossintese de goma xantana
(BRANDAO et al., 2010). A relacio C:N para o residuo de mandioca foi de
aproximadamente 40:1 (Tabela 2). Segundo Sujithra et al. (2019), uma elevada
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concentracdo de nitrogénio no meio pode ser necessaria para o crescimento celular, mas
pode levar a producdo de goma xantana com propriedades reoldgicas inadequadas Por
outro lado, meios contendo elevado teor de fonte de carbono e baixo teor de nitrogénio,
favorece o acimulo de xantana. Assim, devido a sua composic¢do quimica e relagdo C:N
favoravel, o residuo de mandioca é um substrato alternativo para a producdo de goma
xantana. Pois no geral, os processos industriais tendem a buscar meios que
disponibilizem condi¢fes tanto para o crescimento como para 0 acimulo de goma
(VASHITZ; SHEINTUCH, 1991).

Tabela 2. Valor médio da composicdo centesimal do residuo da mandioca utilizado
como substrato para a producdo de goma xantana.

Parametros Resultados (%)
Umidade 10,74 £ 0,12
Cinzas 3,70 £ 0,06
Lipidios 5,93 0,10
Proteinas 2,10+ 0,05
Carboidratos 77,53 0,13

3.2 Producéao de Goma Xantana

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para producdo de goma xantana (g
1) em &gua produzida e residuo da mandioca como meios alternativos, em shaker e em

diferentes tempos de fermentacédo (72 e 96 horas).

Tabela 3. Producéo de goma xantana (g L) em meio fermentativo produzido com cepa
Xanthomonas axonopodis pv manihotis 1182 por 72h e 96 h (shaker).

Producdo da Goma Xantana (g L™)

Tempo (horas)

Shaker
72 6,80 +0,742
96 5,96 +1,83%

Valores expressos como desvio padrdo médio. Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna denotam
diferencas significativas (ANOVA, p < 0,05).

A produtividade da goma xantana € influenciada pela cepa microbiana

especifica, tempo de fermentacéo e fonte de carbono utilizada (GARCIA-OCHOA et al.
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2000). O tempo de cultivo tem influéncia na quantidade e qualidade do biopolimero
produzido (MOREIRA et al., 2001). Neste estudo, a maxima producéo (6,8 g L™?) foi
observada no menor tempo de fermentacdo (72h), mas sem diferencas significativas
(p>0,05).

Quando a produgdo de goma xantana obtida no presente estudo é comparada a
de autores que utilizaram diferentes meios fermentativos, os valores sdo variaveis.
Ramos et al. (2020), obtiveram producdo média de 8,69 g L com Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis 1182 em agua produzida, enquanto Branddo et al. (2010),
relataram uma producédo de 11,72 g L™ utilizando Xanthomonas campestris manihotis
1182 em soro de mandioca. Ja Da Silva et al. (2108) obtiveram producéo de 3,57 e 2,64
g L usando cascas de coco e 4,48 e 3,89 g L™ usando casca de cacau com diferentes
cepas de Xanthomonas campestris (1866 e 1867). Assim, é possivel concluir que a
producdo é influenciada ndo somente pela linhagem do microrganismo, mas também
pelo meio fermentescivel utilizado (SOUZA & VENDRUSCOLO, 2000).

3.3 Viscosidade Aparente

As propriedades reologicas das gomas xantanas foram avaliadas através da
analise de viscosidade aparente, parametro utilizado para verificar a qualidade das
gomas. Os resultados encontrados para as amostras em diferentes tempos (72 e 96h)
foram comparados com os resultados obtidos com meio convencional (sacarose)
conforme descrito por Assis et al. (2014). A curva de viscosidade em funcgéo da taxa de
cisalhamento é ilustrada na Figura 1.

A temperatura ambiente (25 °C) e taxa de cisalhamento 25 s, as viscosidades
aparentes das soluc@es de goma xantana obtidas a partir da fermentacdo do residuo de
mandioca em meio a agua produzida foram de 11,07 e 10,11 mPa-s, (72 e 96h
respectivamente). As amostras apresentaram valores inferiores aos obtidos com o
emprego de Xanthomonas 1182 e sacarose (21,23 mPa:-s,) (ASSIS et al., 2014) e soro de
mandioca como substratos fermentesciveis (18,09 mPa-s) (BRANDAO et al.,2010).
Costa et al. (2014) avaliaram a viscosidade aparente utilizando 10% de extrato aquoso
de casca de camardo e obtiveram resultado de 48,53 mPa-s. Isso demonstra a influéncia
do substrato no desempenho metabdlico das Xanthomonas e consequentemente na

viscosidade das gomas obtidas.
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Figura 1. Viscosidade aparente das solugdes de goma xantana a 0,5% (m/v) obtidas em

diferentes tempos de fermentagdo (72 e 96h) em comparagdo com meio convencional

(sacarose — Assis et al., 2014), em funcdo da taxa de cisalhamento.
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A viscosidade da goma xantana € importante pelas suas propriedades

espessantes, assim como seus efeitos reoldgicos e pseudoplasticos em solugfes aquosas;

essas propriedades determinam suas aplicacdes industriais e, portanto, sdo 0s principais
indicadores de qualidade da xantana (DEMIRCI et al.,2017; HABIBI et al.,2017;

WANG et al., 2017).

A partir da regressdo de poténcia foi realizado o ajuste do modelo de Ostwald-

de Waele aos dados experimentais. Os parametros reolégicos das gomas produzidas

pelos diferentes tempos de fermentacdo (72 e 96h), em comparacdo com meio

convencional (sacarose) estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros reologicos da goma xantana obtidas em diferentes tempos de

fermentacdo e meio convencional (sacarose).

Gomas K (mPa.s") n R?
Shaker 72h 41,39 0,59 0,99
Shaker 96h 36,71 0,59 0,08

Sacarose 119,6 0,46 0,99

(Assis et al., 2014)

K (indice de consisténcia); n (indice de comportamento de escoamento).
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O coeficiente de correlagdo (R?) variou de 0,98 e 0,99, indicando que o0s
modelos sdo vaélidos e podem ser usado na representacdo do comportamento das
solugdes de todas as gomas produzidas (Tabela 4).

A pseudoplasticidade do fluido é também caracterizada pelo valor do indice
do comportamento de escoamento (n). Se n = 1, o fluido tem comportamento
newtoniano, enquanto n < 1 indica comportamento pseudoplastico (DARIO et al.,2011)
. Todas as amostras de gomas tiveram resultados <1, indicando o comportamento
pseudopléstico caracteristico das xantanas. O valor do indice de consisténcia (K) indica
0 grau de resisténcia do fluido diante do escoamento, ou seja, quanto maior o valor de K
mais viscoso serd o fluido (GOMES et al.,2015). Dentre os resultados obtidos e em
comparacdo aos relatados por Assis et al. (2014), a goma produto da fermentacdo em
sacarose, apresenta maior indice de consisténcia, sendo considerada mais viscosas
quando comparadas as obtidas nesse estudo.

Os resultados confirmam que as gomas xantana sintetizadas foram distintas em
comportamento e qualidade. Podemos observar que o indice de consisténcia (K) de
solugdes aquosas de goma xantana obtidas em meio convencional (Sacarose) é 2 vezes
maior (119,6 mPa.s") que os obtidos a partir de xantanas produzidas em meio
alternativo contendo residuo de mandioca e agua produzida da industria de petréleo
(41,39 e 36,71 mPa.s"). Esse comportamento pode ser explicado devido a alta salinidade
da agua produzida (>80%), que influencia diretamente nos baixos valores de
viscosidade. Sais monovalentes, como cloreto de sodio, promovem a repulsdo
eletrostatica da cadeia lateral do polimero, resultando em uma molécula mais compacta
e consequentemente com menor viscosidade (BAK, & YOO, 2018). Mesmo diante do
exposto, as gomas xantanas produzidas apresentaram valores de K e n tipicos de fluidos
pseudoplasticos, destacando a qualidade dos biopolimeros produzidos a partir de

Xanthomonas em meio a dgua produzida e residuo de mandioca.

3.4 Indice de Emulsificacdo com 24 hora (IE 24)

As propriedades reoldgicas dos polissacarideos permitem que estes sejam usados
para produzir solu¢bes com viscosidades altas e com capacidade de manter o sistema de
dispersdo estavel. Por causa de seu comportamento pseudoplastico a goma xantana em
baixas taxas de cisalhamento apresenta alta viscosidade de modo a melhorar a

estabilidade de emulsBes, dependendo da concentragdo e da estrutura do polimero
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(LONG et al., 2013; LOPEZ-ORTEGA et al., 2020). Os resultados do indice de
emulsificacdo (IE) das gomas xantanas ap6s 24 h em diferentes 6leos estdo expressos na
Tabela 5. Os resultados obtidos foram comparados com a goma xantana comercial
(Sigma Aldrich G1253).

Tabela 5. Indice de emulsificagdo das gomas xantanas obtidas (72 e 96h) e comercial
(Sigma) em diferentes 6leos.

indice de emulsificacéo (%)

Gomas Oleo mineral  Oleo de Girassol Oleo de Soja  Azeite de Oliva

Sigma 50 63 55 62
Shaker 72h 55 60 56 60
Shaker 96h 52 50 56 63

As amostras produzidas com 72 e 96h em AP e residuo de mandioca
apresentaram indice de emulsificacdo maior em azeite de oliva (60 e 63%
respectivamente) em comparacdo com o0s outros Oleos. Da Silva et al. (2018)
encontraram valores superiores quando avaliaram a atividade emulsificante de gomas
sintetizadas por X. campestris cepas 1866 e 1867 a partir das cascas de coco e de cacau.
Os autores obtiveram para a cepa 1866 o melhor IE em 24 horas com azeite de oliva,
atingindo valores de 72 e 75% (casca de coco e cacau respectivamente). Para a goma
comercial, o maior indice (63%) foi observado apds 24h em éleo de girassol. Prasanna
et al.2012 encontraram resultados semelhantes, onde os maiores indices para a goma
sigma comercial foram destacados para o 6leo de girassol (69,5%) ap6s 24 horas de
repouso, em comparacdao com outros diferentes éleos (6leo de laranja, éleo de coco e
azeite de oliva).

Polissacarideos bacterianos, como a goma xantana sao fortes bioemulsificantes
com aplicacdo reconhecida na industria de alimentos e cosméticos e sdo capazes de
emulsionar uma ampla gama de compostos hidrofobicos (HAIDAR et al. (2020).
Devido a sua natureza pseudoplastica, ela confere excelente estabilidade as emulsdes
6leo em agua, evitando que as goticulas de dleo coalescam (DARIO et al.,2011). As
emulsdes sdo consideradas estaveis se o indice de emulsificacdo for igual ou superior a

50% apos 24 h de repouso (RAMOS et al., 2020). No presente estudo, em relacdo as
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medidas de El apds 24 h, as amostras mantiveram valores igual ou superior 50%, sendo

consideradas um bom agente emulsificante para todos os 6leos testados.

3.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 2 apresenta os espectros de infravermelho da goma xantana sintetizada
pela cepa Xanthomonas axonopodis pv manihotis 1182 nos diferentes tempos de
fermentacdo (72 e 96 horas) e da goma comercial (Sigma). A partir dos resultados,
pode-se inferir que as GX obtidas nos diferentes tempos de fermentagdo apresentaram
um comportamento espectral similar.

Figura 2. Espectros FTIR das amostras de goma xantana nos tempos de fermentagédo 72
e 96 horas e goma comercial (Sigma).
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Todas as amostras apresentaram banda de absor¢do entre 3600-3200 cm?,
caracteristica do alongamento axial do grupo hidroxila (-OH), entre 1650-1600 cm™,
referente a deformacéo do grupo C=0 dos entis (NEJADMANSOURI et al.,2021) e de
1390-1200 cm?, atribuida a deformacéo angular da ligacdo C-H. A banda referente a
vibracdo de alongamento do grupo acetil atribuida a ligacdo O-acetiléster do acido
urénico, foi observado em 1060 cm™. Entre 1100-900 cm diferentes bandas
caracteristicas dessa regido podem ser atribuidas asligacdo glicosidica C-O-C, as
vibragdes de alongamento C-C e C-O e curvatura C-H, tipicas deste polissacarideo (XU
et al.,2015; SOUZA & ROJAS,2017). Autores relatam que bandas menores 1000 cm™
sdo decorrentes da presenca de provaveis ligacdes entre monossacarideos (FARIA et al.,
2011, AHUJA et al., 2012).

Diferentemente da goma comercial Sigma, as gomas obtidas a partir da
fermentacdo em meio a 4gua produzida (72 e 96h), apresentaram bandas na regido entre
860-790 cm™, relacionadas as vibragdes do grupo benzeno. De acordo com Jia et al.,
(2019), que analisaram os espectros de FTIR de aguas residuais petroguimicas, bandas
presentes em 728,67 cm™ podem ser atribuidas ao benzeno m-dissubstituido ou benzeno
1,3,5-trissubstituido. A &gua produzida € rica em hidrocarbonetos aromaticos,
principalmente monociclicos, representados pelo benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno
(FAKHRU et al., 2009). Uma vez que a agua produzida foi utilizada no meio

fermentativo, esses compostos também podem estar presentes na goma produzida.

3.6 Analise Termogravimeétrica (TGA/ dTG)

As curvas TGA/DTG estdo apresentadas na Figura 3 apresentam 0 mecanismo
de decomposicdo térmica das xantanas. A analise termogravimétrica avaliou as
temperaturas iniciais de degradacdo (Tonset), temperaturas de decomposi¢do maxima
(Tmax) € perdas de massa (%PM) das amostras de gomas obtidas em dois tempos de
fermentacdo, sendo os valores comparados aos da goma xantana comercial Sigma
(referéncia).

A partir da analise das curvas termogravimétricas € possivel observar que as
amostras de xantanas produzidas nos tempos de fermentacdo (72 e 96 h) exibiram
comportamento de decomposicdo térmica semelhante. As curvas TGA/DTG (Figura 3)
dessas amostras, apresentaram 4 eventos térmicos, sendo dois desses eventos, similares

aos apresentados pela goma xantana comercial Sigma (Tabela 6).
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Figura 3. Curvas TGA/DTG das amostras de xantana obtidas nos diferentes tempos de
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O primeiro evento térmico apresentado por todas as amostras e com Tonset
iniciando em aproximadamente 30°C, correspondente a desidratacdo/perda de agua do
polimero, e foi associado a perdas de massa de 12,85%, 2,91% e 3,18%, para as gomas
comercial, 72 e 96 h, respectivamente. Segundo Gomes et al. (2015), a absorcdo de
agua pela goma xantana é devido a presenca de grupos polares em sua estrutura
quimica, especialmente o grupo —OH.

Para a amostra de goma comercial, a curva indica um Unico estagio de perda de
massa (39,84%) no intervalo de 248,21°C — 423,02°C, correspondente ao 4° evento
térmico apresentado pelas amostras de gomas produzidas em diferentes tempos de
fermentacdo (72h — Tonset 249,72°C e 96h — Tonset 287,34°C). Segundo Da Silva et
al., (2018), este evento € atribuido a degradacdo da cadeia polimérica da xantana, que
comeca rompendo 0s grupos pertencentes a cadeia lateral, e subsequentemente
desdobramento da cadeia principal. Em comparacdo a goma comercial, as gomas
obtidas neste estudo apresentaram temperaturas iniciais de degradacdo térmicas
semelhantes. Dessa forma, essas curvas permitem obter informacgdes importantes sobre
a estabilidade térmica das amostras, indicando que as gomas produzidas podem ser
utilizadas nos processos térmicos que envolvam as mesmas temperaturas da goma

comercial.
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Tabela 6. Dados termogravimétricos das amostras de goma xantana fermentadas em
Shaker (72 e 96 horas) e amostra comercial (Sigma).

Parametros
Amostras Eventos
Tonset Tmax % PM
1 27,44 39,29 2,91
2 115,41 168,78 7,61
Shaker 72
3 198,10 227,42 8,27
4 249,62 360,00 7,01
1 27,03 57,32 3,78
2 109,04 183,17 8,29
Shaker 96
3 195,00 217,22 10,84
4 287,34 347,25 8,27
. 1 24.69 66,24 12,85
Sigma
2 248,21 341,91 39,84

Temperaturas iniciais de degradacao (Tonse c), Temperaturas de decomposicdo maxima (Tmax) € perdas de
massa (%PM).

Conforme apresentado na Figura 5 e Tabela 6, somente as gomas produzidas
com agua produzida e residuo da mandioca (72 e 96h), apresentaram eventos térmicos
na faixa de 109,04°C — 198,10°C (Tonset de 115,41°C - 109,04°C e 198,10°C -
195,00°C, respectivamente), que podem ser atribuidos a perda de solventes ligados ao
polimero. Devido a alta massa molecular e ramificagdo, no momento da precipitacéo, as
moléculas de goma xantana podem acomodar grande quantidade de solvente residual
(agua efou alcool) em suas camadas de solvatacdo, aprisionando as moléculas dos
solventes em estruturas altamente organizadas chamadas de clatratos (CIESIELSKI &
TOMASIK, 2005). A formacdo dessas estruturas pode justificar a presenca dos eventos
térmicos (2 e 3) observados nas curvas das gomas. Scheirs et al. (2000) ao avaliaram a
evolucdo da agua durante a degradacdo térmica do polissacarideo celulose, observaram
que aproximadamente 9% do total de agua é atribuido a umidade fisicamente dessorvida
em temperaturas proximas a 100°C, enquanto os 91% restantes de agua, em

temperaturas superiores (até 300°C).

4 CONCLUSAO

Os resultados demostraram que é possivel produzir goma xantana pela cepa X.

axonopodis pv. Manihotis 1182 a partir da fermentacdo em agua produzida e residuo de
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mandioca como meio alternativo, sendo a maior produtividade obtida com 72h de
fermentagdo. Os polimeros produzidos apresentaram comportamento reoldgico
pseudopléstico, porém, com baixa viscosidade quando comparados ao produzido em
meio convencional, provavelmente influenciado pelos altos teores de salinidade na dgua
produzida. O indice de emulsificacdo demonstrou que as amostras de goma xantana
tem excelente capacidade de estabilizar emulsGes em diferentes Oleos. A andlise
termogravimétrica apresentou a possibilidade de as gomas serem utilizadas em
processos que demandem altas temperaturas. Assim, a Xanthomonas tem potencial para
produzir goma xantana utilizando diferentes residuos como fonte de carbono reduzindo

dos custos do processo de producdo e minimizando danos ambientais.
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