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A goma xantana é um polissacarideo produzido por Xanthomonas, importante devido a ampla
utilizacdo na industria de alimentos, farmacéutica e petroquimica, na recuperacdo de Oleo,
apresentando vantagens quando comparada a utilizagdo de outros polimeros, devido, em
especial, as suas propriedades reoldgicas e a ndo dependéncia do extrativismo sujeito a
sazonalidades. Assim, provavelmente a goma xantana deva continuar sendo o biopolimero mais
utilizado nos préximos anos, devido a essas suas caracteristicas singulares. Diversos estudos que
visam a utiliza¢do de residuos agroindustriais na producio de goma xantana sdo encontrados na
literatura, devido ao crescente mercado de aplicabilidade dos polissacarideos de alto valor
agregado e reducdo de custos na producdo. Desse modo, a utilizacdo de substratos alternativos,
como o soro de queijo, representa a eliminag@o de possiveis problemas ambientais, além do fato
de que o Brasil poderia suprir sua prépria demanda de goma xantana com maior
competitividade no preco final, visto que toda goma xantana utilizada no pais € importada. Os
modelos matemdticos representam uma ferramenta tida como muito importante no aumento de
escala de um bioprocesso, controle e otimizagdo de processo. Devido ao alto custo de uma
fermentacdo em escala industrial, torna-se indispensavel ter um modelo que consiga descrever
quantitativamente as variaveis relevantes do processo. O modelo pode baixar custos e a
complexidade envolvida neste tipo de experimento. Neste contexto, esta dissertacdo apresenta
como seu principal objetivo o estudo da producdo da goma xantana em biorreator utilizando
soro de queijo como substrato e a modelagem matemdtica da cinética deste processo. Os
resultados obtidos neste trabalho com relacdo aos efeitos da agitacdo e aeracdo permitem
concluir que, ambas as varidveis apresentam influéncia sobre a produg¢do de goma xantana e,

com relag@o ao crescimento microbiano, somente a agitagdo apresentou influéncia significativa



no processo. Além disso, as maiores produgdes de goma foram verificadas no periodo final de
fermentacdo (entre 72 e 96h). Esse fato ocorre devido a bactéria Xanthomonas campestris
excretar para o meio seu metabodlito na sua fase de desaceleracdo e declinio celular, indicando
que a formacdo de produto é parcialmente associada ao crescimento microbiano. Com relacdo
ao modelo matemadtico proposto para representar o processo de producdo de goma xantana em
biorreator batelada, pode-se verificar que o emprego de uma estrutura hibrida, combinando as
equacdes de balango de massa com as redes neurais, ¢ uma ferramenta interessante para a
estimacdo de parametros em bioprocessos.Os resultados obtidos nesse trabalho com relagdo a
qualidade de ajuste foram satisfatério, uma vez que o modelo foi apto para descrever o perfil
cinético do crescimento microbiano, consumo de lactose e producdo de goma xantana no meio.
O modelo hibrido € uma ferramenta interessante a ser utilizada em bioprocessos, principalmente

nas situacdes onde o a rota metabdlica ndo é bem conhecida ou elucidada.

Palavras Chave: Modelagem Hibrida;Goma Xantana;Soro de Queijo.
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1. INTRODUCAO

Os biopolimeros sdo polissacarideos de origem microbiana também conhecidos como
gomas ou exopolissacarideos (ESP), que t&ém a capacidade de formar géis e solugdes viscosas
em meio aquoso (MOREIRA et al., 2003).

Os biopolimeros sdo interessantes do ponto de vista industrial por serem amplamente
utilizados como espessantes, geleificantes, agentes de suspensdo, coldides protetores, entre
outras aplicacdes. Exibem uma combinacio de propriedades que sdo essenciais para definir sua
aplica¢do final. Tais propriedades sdo determinadas por sua composi¢do quimica, agrupamentos
e ligacdes moleculares, sua massa molar média e sua distribuicdo (PACE, 1991). Biopolimeros
ou polissacarideos microbianos podem ser intracelulares, da parede celular ou extracelulares
(exopolissacarideos ou EPS), e estes podem ser capsulares ou livres. Os de maior interesse sao
os extracelulares livres, devido a sua facilidade de obteng@o e menor custo para a industria.

Quatro biopolimeros sdo aprovados pelo Food and Drugs Administration (FDA), nos
Estados Unidos, para uso alimentar: xantana, dextrana, curdulana e gelana (PORTILHO, 2002).
A Legislacdo Brasileira, através da Agéncia Nacional de Vigilanica Sanitdria (ANVISA), prevé
o uso de xantana e da dextrana como um aditivo em alimentos, porém, curdulana e gelana ainda
ndo sdo aprovadas (ANVISA, 2007).

Segundo Anderson et al.(1986) residuos sdo considerados uma fonte rica de nutrientes e
de grande aplicabilidade na industria, nos mais diversos produtos. Neste contexto o descarte do
soro de queijo pode trazer danos a natureza. Entretanto, como o mesmo € fonte de proteinas,
lactose e demais compostos, este pode ser utilizado como meio de producdo em processos
fermentativos, tornando-se muito atrativa econdmica e ambientalmente a sua reutilizagdo.

O soro de queijo é um liquido obtido da coagulacdo do leite na elaboracdo dos queijos e
apo6s a etapa de separacdo da coalhada e gordura. Ele representa 80% a 90% de volume no leite
e contém em torno de 6,0% de extrato seco, 55% dos nutrientes do leite original, sendo, destes,
proteinas soluveis, lactose, vitaminas e sais minerais. O soro de leite resultante da fabricagdo de
queijos vem sendo estudado como alternativa promissora, em bioprocessos, para obtencio da
goma xantana (Nitschke, 2001; Gollo et al., 2009; Mesomo et al., 2009).

A goma xantana € um polissacarideo produzido por Xanthomonas, importante devido a
ampla utilizacdo na indudstria de alimentos, farmac€utica e petroquimica, na recuperacio de
Oleo, apresentando vantagens quando comparada a utilizacdo de outros polimeros, devido, em
especial, as suas propriedades reoldgicas e a ndo dependéncia do extrativismo sujeito a

sazonalidades (Casas, 1999). Assim, provavelmente a goma xantana deva continuar sendo o



biopolimero mais utilizado nos préximos anos, devido a essas suas caracteristicas singulares.
Diversos estudos que visam a utilizacdo de residuos agroindustriais na producdo de goma
xantana sdo encontrados na literatura, devido ao crescente mercado de aplicabilidade dos
polissacarideos de alto valor agregado e reducdo de custos na produgdo. Desse modo, a
utilizacdo de substratos alternativos, como o soro de queijo, representa a eliminacdo de
possiveis problemas ambientais, além do fato de que o Brasil poderia suprir sua propria
demanda de goma xantana com maior competitividade no prego final, visto que toda goma
xantana utilizada no pafs é importada. (Nery et. al. 2008).

Os modelos matemadticos representam uma ferramenta tida como muito importante no
aumento de escala de um bioprocesso, controle e otimizagdo de processo. Devido ao alto custo
de uma fermentacdo em escala industrial, torna-se indispensdvel ter um modelo que consiga
descrever quantitativamente as varidveis relevantes do processo. O modelo pode baixar custos e
a complexidade envolvida neste tipo de experimento (VOLESKY e VOTRUBA, 1991).

Neste contexto, esta dissertacdo apresenta como seu principal objetivo o estudo da
produgcdo da goma xantana em biorreator utilizando soro de queijo como substrato e a

modelagem matematica da cinética deste processo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 POLISSACARIDEOS MICROBIANOS

Polissacarideos microbianos sdo macromoléculas formadas por monossacarideos e
derivados acidos, podendo ser sintetizados por bactérias, fungos e leveduras (SUTHERLAND,
1982).

Polissacarideos microbianos sdo biopolimeros produzidos por microrganismos, que tém a
capacidade de formar géis e solucdes viscosas em meio aquoso (MOREIRA et al., 2003),
mesmo em baixas concentracoes.

Muitos microrganismos produzem grandes quantidades de polissacarideos sob as mais
variadas condicOes. Esses polissacarideos t€m papéis especificos como compostos de
armazenamento (glicogénio), compostos estruturais (quitina) e mediadores das interagdes do
microrganismo com o meio ambiente (polissacarideos extracelulares) (PACE, 1991).

Os polissacarideos podem ser divididos, de acordo com a sua localizagdo morfolégica, em
tr€s grupos: intracelular, localizado no interior da célula ou como parte da membrana
citoplasmatica; da parede celular formados como parte estrutural das células; e polissacarideos
extracelulares, produzidos no interior da célula, sendo posteriormente, secretados para o exterior
da mesma (SUTHERLAND, 1982).

A biossintese de exopolissacarideos (EPS) estd diretamente relacionada a capacidade de
sobrevivéncia do microrganismo em condi¢des adversas de meio ambiente (WILKINSON, 1958
apud MOREIRA, 2002). De acordo com PACE (1991) esses EPS desempenham diferentes
papéis, que incluem: proteger o microrganismo contra desidratacdo; servir de barreira,
impedindo que virus e anticorpos se liguem a sitios especificos sobre a parede celular; acoplar e
neutralizar toxinas carregadas ou fons metdlicos téxicos; atuar como fonte de carbono e energia;
converter o excesso de substrato em uma massa espumosa que ¢ mais dificil de ser metabolizada
por outros microrganismos; interagir com células de animais ou plantas em relagdes especificas,
simbidticas ou patogénicas.

Os EPS sdo, geralmente, considerados metabdlitos secundérios, produzidos quando uma
fonte de carboidratos estd presente em excesso (PACE e RIGHELATO, 1980). Metabdlitos
secunddrios sdo compostos sintetizados pelos microrganismos quando as células crescem
lentamente ou cessam o crescimento. Seu papel no crescimento e metabolismo do

microrganismo nem sempre ¢ bem definido.
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Os polissacarideos capsulares sdo altamente hidratados, e, portanto protegem a bactéria da
dessecacdo, evitando que moléculas hidrofébicas penetrem na capsula e cheguem a membrana
celular. Os EPSs 4cidos produzidos pela maioria das bactérias fitopatogénicas sdo altamente
anidnicos e assim, podem atuar como resinas de troca idnica, concentrando minerais e nutrientes
ao redor da célula. Outra fun¢do importante do polissacarideo capsular, no solo ou em ambiente
aquaticos, € auxiliar na adesdo da bactéria a superficies bioldgicas ou inertes, nas quais existem
altas concentragdes de nutrientes. As bactérias fitopatogénicas precisam crescer ou sobreviver
no solo, em folhas ou raizes de plantas para completar seu ciclo de vida, portanto a prote¢do
contra o meio ambiente hostil pode ser um motivo para que a bactéria produza EPS (SILVA et
al., 2001).

Os homopolissacarideos s@o EPS microbianos constituidos por um unico tipo de
monossacarideo, como as gomas dextrana e curdulana. Outros EPS, como a goma xantana,
possuem estrutura mais complexa podendo, inclusive, conter além de diferentes
monossacarideos, outros compostos quimicos (SUTHERLAND, 1994).

Gomas s@o biopolimeros hidrofilicos de alta massa molar largamente utilizadas na
industria para controlar as propriedades funcionais de produtos alimenticios (KAYACIER et al.,
2005).

As gomas podem ser provenientes de plantas terrestres, subdividindo-se em estruturais
(amido, celulose, pectina, etc.), exudatos (goma ardbica) e oriundos das sementes (goma guar e
locusta); de plantas aquaticas (4gar, carragena); e de microrganismos (dextrana, gelana, xantana,
etc.), que recebem a denominagdo de biopolimeros microbianos (BOBBIO e BOBBIO, 1992).

Microrganismos sdo mais apropriados que macroalgas ou plantas superiores, uma vez que
eles exibem alta taxa de crescimento e sdo mais acessiveis na manipulacido das condi¢des para
aumentar o crescimento e/ou a producdo de exopolissacarideo (PARIKH e MADAMWAR,
2006).

As gomas microbianas ndo dependem de condigdes climdticas, € ndo estdo sujeitas a
contamina¢@o marinha ou falha na colheita, que prejudicam a oferta das gomas tradicionais.
Além disso, sdo menos suscetiveis a variabilidade em sua qualidade, pois sua produgédo pode ser
controlada cuidadosamente. Os polissacarideos obtidos de microrganismos possuem
propriedades especificas, sendo uma alternativa vilida para o desenvolvimento de novos
produtos, pois possuem propriedades similares aos de origem vegetal e animal. Essas gomas
tém como principal desvantagem o seu elevado custo, o que se deve aos processos de produgdo

que sdo intensivos em capital e energia (PACE, 1991; MAUGERI, 2001).
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As propriedades dos biopolimeros sdo determinadas por sua composi¢do quimica,
agrupamentos e ligacdes moleculares, sua massa molar e sua distribuicio. A principal
caracteristica dos polimeros é sua capacidade de modificar a reologia de solucdes, além de
serem, em sua maioria, multifuncionais, isto €, exibem uma combinagdo de propriedades que
sao essenciais para definir sua aplicacdo final. Os EPS microbianos podem ser polimeros de
monossacarideos anidnicos, neutros e catidnicos ou derivados destes e, freqiientemente, contém
grupos laterais como acetato, piruvato, succinato, componentes lipidicos, nitrogénio organico ou
fons inorganicos. O grau de substituicdo destes grupos laterais tem um importante efeito sobre
as propriedades dos polimeros (PACE, 1991).

As propriedades mais importantes de uma solu¢do de goma sio dgua ligada, viscosidade
em termos de gelatinizacdo e capacidade espessante. Em adicdo a estas fungdes, elas sdo
também usadas em formulacdes de alimentos para estabilizagdo de emulsdes, prevencdo de
recristalizacdo do gelo e atributos sensoriais (KAYACIER ez al., 2005).

Virios biopolimeros tém sido produzidos e utilizados comercialmente, entre eles:
dextrana (Leuconostoc e Streptococcus), xantana (Xanthomonas), curdulana (Alcaligenes
faecalis var. mixogenes e Agrobacterium radiobacter), alginato bacteriano (Azotobacter,
principalmente Azotobacter vinelandii, e Pseudomonas), zanflo (Erwinia tahitica), gelana
(Sphingomonas paucimobilis, anteriormente classificada como Pseudomonas elodea), welana
(Alcaligenes), escleroglucana (Sclerotium), pululana (Aureobasidium pullulans), celulose
bacteriana (Acetobacter xilinum) (SUTHERLAND, 1992; MARTINS e SA-CORREIA, 1993;
GIAVASIS et al., 2000; MAUGERI, 2001; GIAVASIS et al., 2003; KALOGIANNIS et al.,
2003; CAMPBELL et al., 2003).

A dextrana e a xantana sdo os polissacarideos microbianos comercializados em maior
escala, dividindo fatias importantes do mercado de gomas. A goma gelana e curdulana também
sdao produzidas comercialmente por biossintese microbiana e aprovadas pelo Food and Drugs
Administration (FDA), para uso em alimentos. A xantana foi o segundo polissacarideo
microbiano usado na indistria de alimentos como espessante, emulsificante, estabilizante e
agente de suspensdo, aprovado pelo FDA em 1969. No Brasil, a adi¢do de xantana em alimentos
¢é permitida desde 1965.

A goma xantana foi descoberta da década de 1950 e comercializada a partir da década de
1960, sendo um polissacarideo natural e um importante biopolimero industrial (GARCIA-
OCHOA et al., 2000). E um heteropolissacarideo produzido por cultivo aerébio de culturas de
Xanthomonas campestris, normalmente pelo pv campestris (GARCfA—OCHOA et al., 2000;
MAUGERI, 2001).
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A instabilidade das linhagens de Xanthomonas campestris podem ocasionar uma variacio
de massa molar do polissacarideo, e do grau de piruvatacéo e acetilacdo. Segundo MAUGERI
(2001), através de manipulagdes genéticas é possivel alterar o grau de acetilacdo, aumentar o
grau de piruvatacdo em 45% e aumentar o rendimento da goma em 20%.

A aplicacdo da goma xantana em indmeros segmentos industriais entre eles alimentos,
farmacos, quimico, petroquimico deve-se, principalmente, as suas propriedades reoldgicas que
permitem a formacdo de solugdes viscosas em baixas concentracdes (0,05-1%) e ampla faixa de
estabilidade a pH e temperatura, caracteristicas conferidas devido a sua estrutura ramificada e
sua alta massa molar (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND, 2002). Quando em
conjunto com galactomananas (goma guar, goma de algaroba e goma locuste) a goma xantana
apresenta aumento sinérgico de viscosidade, formando géis termorreversiveis (GARCIA-
OCHOA et al., 2000; MAUGERI, 2001; WANG et al., 2002a; WANG et al., 2002b;
PARADOSSI et al., 2002; SUTHERLAND, 2002).

A importancia e potencialidade do uso de biopolimeros nos mais diversos segmentos
industriais como agentes espessantes, estabilizantes, gelificantes e emulsionantes em alimentos,
farmacos, tintas, defensivos agricolas e outros, € um consenso na literatura. Observa-se nesses
setores uma continua substituicdo dos polissacarideos convencionais por produtos de origem
microbiana, por varias razdes, como possibilidade de modificacdo de suas caracteristicas
reoldgicas através do controle de pardmetros de fermentacao, independéncia climdtica, controle
de qualidade dos lotes (BOZA, 2002).

Um alto potencial de aplicagdo nos mais diversos segmentos industriais tem surgido para
biopolimeros, destacando-se a industria alimenticia devido principalmente a propriedade de
formar solucdes viscosas e géis hidrossoliveis. Para DRUZIAN (2000), a pesquisa visando a
aplicagdo industrial estd concentrada nos polissacarideos extracelulares (EPS), pois resultam em

processos de extragdo e purificacdo mais simples e produtividade mais elevada.

2.1.1 Xanthomonas sp

A bactéria Xanthomonas campestris, capaz de elevar a viscosidade do meio onde se
desenvolve, foi isolada por Vers em 1940. A viscosidade é produzida pela secrecdo no meio de
um heteropolissacarideo anidnico, denominado goma xantana, produzido em escala industrial

por fermentagdo aerébica pela X. campestris (MAURY e ROQUE, 1986).
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As bactérias Xanthomonas pertencem a familia Pseudomonaceae. Microrganismos deste
género sdo bactérias fitopatogénicas relativamente comuns responsaveis por causar “black root”
em cruciferas, resultando em grandes perdas econdomicas (ESGALHADO et al., 1995;
CROSMAN et al., 2004).

As Xanthomonas sdo bactérias Gram-negativas, com formato de bastonetes (0,4-0,7um de
largura e 0,7-1,8um de comprimento), méveis por flagelo unico (1,7-3um de comprimento),
com exce¢do a X. maltophilia que possui vdrios flagelos. As coldnias de Xanthomonas sp sdo
normalmente amarelas, lisas e viscosas. Os pigmentos amarelos, xantomonadinas, estdo
presentes em todas as espécies de Xanthomonas, porém, podem estar ausentes quando acontece
alguma degradacao (GARCIA-OCHOA, 2000). Sdo essencialmente fitopatogé€nicas, com
excecdo da X. maltophilia que é um patégeno humano (HOLT et al., 1994).

Estes microrganismos sdo quimiorganotréficos, capazes de usar uma variedade de
carboidratos, sais e dcidos orginicos como fonte de carbono, estritamente aerébios, com um tipo
de metabolismo respiratorio que requer oxigé€nio como o aceptor de elétrons terminal,
resistentes a estreptomicina. A bactéria ndo desnitrifica, é catalase-positiva e oxidase-negativa.
A Xanthomonas sp pode oxidar a glicose e o caminho de Entner-Doudoroff ¢é
predominantemente usado para o catabolismo da glicose (o caminho da pentose fosfato também
acontece, mas usa sO 8-16% da glicose total consumida); o 4cido tricarboxilico e os ciclos de
glioxilato estdo presentes (GARCIA-OCHOA, 2000).

Grande parte dos patovares de X. campestris, e outras espécies de Xanthomonas
produzem EPS. Por serem bactérias essencialmente fitopatogé€nicas, a produgdo de EPS esta
relacionada com sua sobrevivéncia, enquanto na superficie do vegetal hospedeiro, pois este é
um ambiente indspito a bactéria. Causam uma variedade de doencgas e sintomas, incluindo
necrose, gomose e/ou doencas vasculares ou parenquimatosas em folhas, ramos ou frutos de
muitas plantas (HAYWARD, 1993). A espécie X. campestris, a mais numerosa e abundante,
diferencia-se em aproximadamente 125 patovares, que infectam e causam doencas em vdrios
hospedeiros (BRADBURY, 1984).

As bactérias colonizam a superficie dos vegetais pela adesdo a certas estruturas. Apods
invadirem os espagos intercelulares, desenvolvem microcol6nias rodeadas de material fibrilar,
provavelmente o EPS xantana. Passadas 24 horas encontram-se abundantemente rodeadas por
EPS, que preenche os espacos intercelulares. Como o muco secretado pela bactéria apresenta
alta capacidade de retencdo de dgua, os espagos tornam-se congestionados; este fendomeno é
conhecido como water soaking. O tecido é continuamente desintegrado e € o primeiro sintoma

da infeccdo e pré-requisito para a efetiva colonizagao bacteriana (RUDOLPH, 1993). Como a
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congestdo € progressiva, os danos vao agravando-se. A planta vai murchando devido a redugdo
da fotossintese e aumento da permeabilidade da membrana celular. A bactéria utiliza como
substrato o tecido necrosado, uma vez que é capaz de secretar diversas enzimas que degradam
os polissacarideos estruturais como a celulose e pectinas (SUTHERLAND, 1993).

Fatores de crescimento geralmente requeridos incluem metionina, dcido glutdmico, acido
nitrico ou a combinacgdo desses. A temperatura 6tima de crescimento fica entre 25 a 30°C, e
possuem méxima tolerancia ao NaCl de 2,0-5,0%. Capaz de fazer protedlise no leite para obter
fontes de nitrogénio (HOLT ez al., 1994).

As linhagens utilizadas para a producdo de goma xantana sdo selecionadas e cultivadas
por muitos métodos convencionais. A modificagdo genética pode levar a melhorias nas
propriedades requeridas para aplicagdes de recuperacdo da cepa ou suplementagdo do meio, ou
ainda aumentar a produg¢do, reduzindo o tempo de fermentagdo e simplificando a recuperagdo e

purificacdo do produto no processo (ROSALAM e ENGLAND, 2006).

2.1.2 Goma Xantana

A Goma Xantana € um polissacarideo sintetizado por bactérias do género Xanthomonas, e
um importante biopolimero industrial. A descoberta da goma xantana foi resultado de um
programa sistematico de busca ou screening iniciada pelo Departamento de Agricultura dos
EUA. O resultado deste programa foi a descoberta da xantana na década de 1950 nos
Laboratérios de Pesquisa Regionais do Norte (NRRL) no Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (MORRIS, 1984). A xantana é completamente atéxica, tendo sido aprovada
pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA desde 1969, como aditivo em alimentos.
No Brasil, a adicdo de xantana em alimentos € permitida desde 1965, pelo Decreto Lei n°
55.871, da Legislacdo Brasileira de Alimentos (LIMA et al., 2001).

A Xantana ¢ um heteropolissacarideo, cuja unidade bdsica repetidora € um
pentassacarideo, formado por duas unidades de glicose, duas unidades de manose e uma
unidade de dcido glucordnico na propor¢ido molar de 2,8:2,0:2,0 e grupos piruvato e acetil. Sua
cadeia principal consiste em unidades de B-D-glucose com ligagdes nas posi¢des 1 e 4. O
trissacarideo da cadeia lateral contém uma unidade de dcido D-glucurdnico entre duas unidades
de D-manose ligadas na posicio O-3 de residuos de glicose da cadeia principal.
Aproximadamente metade dos residuos D-manose terminais contém um &cido pirdvico ligado,

com distribuicdo indeterminada. A unidade D-manose ligada & cadeia principal contém um



16

grupo acetil na posi¢do O-6. A presenca dos 4cidos acético e pirdvico produz um polissacarideo
do tipo anidnico (SUTHERLAND et al., 1992; GARCIA-OCHOA et al., 2000; PORTILHO,

2002). A estrutura molecular da goma xantana pode ser observada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura da goma xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A massa molar da goma xantana varia de 2 x 10° a 20 x 10° Da (Daltons). Esta
distribuicdo da massa molar depende da associag@o entre cadeias, dando forma a agregados de
diversas cadeias individuais. As variacdes nas condi¢des de fermentacdo sdo fatores que
influenciam a massa molar da xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000, LIMA ef al., 2001).

A xantana foi o segundo biopolimero bacteriano a ser comercializado e o primeiro
utilizado na inddstria de alimentos, tendo sido produzida comercialmente em 1961 (MORRIS,
1996). O interesse deve-se as suas propriedades fisico-quimicas que superam todos os outros
polissacarideos disponiveis no mercado. Dentre estas propriedades destaca-se a sua elevada
viscosidade em baixas concentracdes (0,05-1%), devido a sua estrutura ramificada e sua alta
massa molar, bem como estabilidade em ampla faixa de temperatura e pH (VENDRUSCOLO,
1995; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Existem muitos tipos de gomas as quais podem ser originadas de plantas, algas,
microrganismos ou sinteticamente (KAYACIER et al, 2005). Goma xantana € um
polissacarideo extracelular bem conhecido, usado como espessante em industrias farmacéuticas,

cosméticos e de alimentos (KIM et al., 2005).



17

A principal caracteristica da xantana é sua capacidade de modificar a reologia ou o
comportamento de escoamento das solu¢cdes (MARGARITIS e PACE, 1985). Suas propriedades
sdo determinadas por sua composi¢do quimica, arranjos e ligacdes moleculares (PACE, 1980).

As solucdes de xantana mostram um comportamento pseudopldstico, ou seja, a
viscosidade diminui com o aumento da deformacdo do fluido. A viscosidade das solugdes
praticamente ndo se alteram com a temperatura entre 4° e 93°C, com pH entre 1 e 13 e com
forcas idnicas equivalentes a concentracdes de cloreto de sédio entre 0,05% e 1%. Ha
compatibilidade plena com uma grande diversidade de insumos usados industrialmente, como
metais, dcidos, sais, agentes redutores, outros texturizantes, solventes, enzimas, surfactantes e
conservantes. Em conjunto com galactomananas (goma guar e goma de algaroba) apresenta um
aumento sinérgico de viscosidade e formam géis termorreversiveis (LIMA et al., 2001).

A goma xantana com alto grau de acetilagdo e especialmente baixo grau de piruvatacgio,
aumenta a viscosidade de suas solu¢des porque associagdes intermoleculares sdo favorecidas.
Um problema importante relacionado com a producio de goma xantana deve-se a instabilidade
das linhagens de X. campestris, resultando em uma variagdo de massa molar do polissacarideo,
e do grau de piruvatagdo e acetilacdo. Com a identificagdo dos genes responsaveis pela sintese
do polissacarideo é possivel, através de manipulagdes genéticas, alterar o grau de acetilacdo,
aumentar o grau de piruvatacdo e aumentar o rendimento da goma (LIMA et al., 2001;
MAUGERI, 2001).

A demanda por goma xantana produzida por X. campestris sp. aumenta constantemente
todos os anos e uma taxa anual de crescimento de 5-10% é estimada (ROSALAM e
ENGLAND, 2006).

Em 1992 a capacidade mundial de producdo de biopolimeros (principalmente xantana)
excedia 30.000 toneladas anuais correspondendo a 408 milhdes de délares (KALOGIANNIS et
al., 2003). O Brasil segue a tendéncia mundial de incremento no consumo de xantana, mesmo
sendo esta totalmente importada, demonstrando a relevincia de se investir em uma produgdo
nacional competitiva, jd que o Brasil mostra-se com um grande potencial para a fabricacdo deste
polimero em escala industrial, pois dispde de matéria-prima bdsica para a producdo: acucar, e
alcool para a recuperag@o do polimero (MOREIRA, 2002).

No Brasil o substrato representa um baixo custo de producdo, entretanto em outros paises
o custo do meio de fermentagdo representa um fator critico sob o aspecto comercial na producdo
do polissacarideo. Por esse motivo, vem aumentando muito o interesse por substratos

alternativos como, por exemplo, residuos industriais que podem ser utilizados como uma
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alternativa para produgdo de polissacarideos diminuindo custos de produg@o e minimizando

problemas ambientais causados pelo seu descarte (ROTTAVA, 2005).

2.2 PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS POR FERMENTACAO

A producdo de biopolimero depende da composi¢io do meio, da linhagem e das
condicdes de fermentacdo utilizadas, tais como: temperatura, velocidade de agitacdo,
concentragdo inicial de nitrogé€nio. Obtendo-se deste modo uma variagdo nos rendimentos e na
qualidade do polimero, pois influenciam na estrutura molecular e nas propriedades da goma
xantana produzida (CASAS et al., 2000; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

O meio de cultura consiste geralmente de 2-4% glicose ou sacarose como fonte de
carbono, 0,05-0,1% de nitrogénio (extrato de levedura, peptona, nitrato de amonio ou uréia),
fosforo e tragos de outros minerais. O pH deve ser mantido préximo ao da neutralidade
(MAUGERI, 2001). O polimero é sintetizado, principalmente ao cessar o crescimento
microbiano. Geralmente, a concentracio final atinge 20 a 30 g.L"', com rendimento de 50 a 70%
e produtividade tipica de O,Sg.L'l.h'1 (LIMA et al., 2001; PORTILHO, 2002).

Segundo GARCIA-OCHOA et al. (2000) o meio de produgdo 6timo para xantana inclui:
sacarose (40 gL'l), acido citrico (2,1 g.L'l), sais de amdnia, potdssio, magnésio, sodio, zinco,
ferro e calcio, dcido bdrico e acido cloridrico concentrado, sendo o pH ajustado para 7,0.
Nitrogénio pode ser fornecido nas formas orgénica ou inorgénica, sendo que a razdo C:N usada
no meio de produgdo deve ser menor que a usada durante o crescimento. Glutamato é a melhor
fonte de nitrogénio, usada em concentracdes de 15 mM. Pequenas quantidades de acidos
organicos adicionados ao meio, melhoram a producio (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A relacdo carbono:nitrogénio no meio de cultura influencia grandemente a produgdo de
goma xantana. Uma elevada concentragdo de nitrogénio € necessdria para um rdpido
crescimento celular, entretanto, quando a concentracdo de nitrogénio no meio de cultura for
muito elevada, a goma xantana produzida possui propriedades reoldgicas inadequadas
(NITSCHKE et al., 2001).

Para NITSCHKE et al. (2001) meios contendo elevado teor de fonte de carbono e baixo
teor de nitrogénio favorece o aciumulo de polimero. A goma xantana € produzida como
metabdlito secundédrio em processo com duas fases distintas: a fase de crescimento, onde maior
concentragcdo de nitrogénio é requerida para o crescimento celular e a fase de produgdo, onde

maior concentrac¢io de carbono € necessdria, visando o acimulo de produto.
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GARCIA-OCHOA et al. (2000) verificou que nitrogénio, fésforo e magnésio influenciam
o crescimento, enquanto nitrogénio, fésforo e enxofre influenciam a producio de goma xantana.

CASAS et al. (2000) observou, porém, que a concentracdo de nitrogénio influencia o
aumento de biomassa, primeiramente aumentando conforme aumenta a concentracdo de
nitrogénio, chegando a um méaximo quando 1,144g.L'1 de NH4NOs sio utilizadas, a partir disso
ocorre uma diminui¢do da biomassa com aumento da concentracdo do nitrogénio. Sobre a
producio de goma xantana nenhum efeito foi verificado.

Acidos orginicos como succinato, piruvato e a-cetoglutarato tiveram efeito estimulante
no crescimento e producdo de goma xantana, porém concentracdes maiores que 0,3% de
piruvato, 0,6% de succinato e 0,4% de a-cetoglutarato mostraram efeitos inibitérios (SOUW e
DEMAIN, 1979).

SOUW e DEMAIN (1979) utilizaram fosfato de potdssio no meio de fermentacdo
alcangando um maximo de producgdo (25 g/Kg de meio) e de viscosidade na concentracéo de 50
mM, sendo que acima disso ocorreram decréscimos na producdo e viscosidade da goma
xantana.

As temperaturas empregadas para a producdo de xantana variam de 25 a 34°C. GARCIA-
OCHOA et al., (2000) concluiram que a temperatura 6tima para a producio de xantana depende
do meio de producdo utilizado, sendo esta de 28°C para o meio otimizado por eles. Em
temperaturas mais baixas entre 25° e 28°C obtém-se maior conteido de acetato do que em
temperaturas mais altas compreendidas entre 31° e 34°C. Com aumento da temperatura ocorre
também um decréscimo na massa molar média da goma produzida (CASAS et al., 2000).

O pH neutro é apontado pela maioria dos pesquisadores como 6timo para o crescimento
da Xanthomonas campestris, sendo que este decresce para 5,0 durante a produgdo de goma
xantana, devido aos grupos 4cidos presentes no polimero (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
PAPAGIANNI et al., 2001).

PAPAGIANNI et al. (2001), verificaram que o pH do meio de cultura aumentou durante
as fermentacdes, usando fermentador, quando foi variada a velocidade de agitagdo, alcangando
um maximo de 9,5 quando foi utilizado 600 rpm.

Aeracdo é requerida para se obter producdo de goma em processos fermentativos,
aumentos nos niveis de agitacdo resultam em niveis de produg@o mais altos, o que ocorre
também para o crescimento celular. Em baixas velocidades ocorrem limitagdes de oxigénio
resultando em baixas produgcdes e gomas com baixa massa molar. Os efeitos benéficos do
aumento da agitacdo sdo atribuidos ao aumento da transferéncia de nutrientes e oxigénio

necessdrios para a formagdo de goma xantana (PAPAGIANNI et al., 2001).
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A faixa de oxigenagdo recomenddvel para a producdo de xantana é de 1,5-3,5 mM
O,/minuto, e um bom nivel de aeracdo € requerido para se obter uma boa producido de goma em
processos fermentativos, uma vez que ocorre grande aumento da viscosidade do meio ao longo
da fermentacio (WOICIECHOWSKI, 2001). O tempo de fermentagdo € de 48 a 96 horas
(LIMA et al., 2001).

Na condugdo de uma fermentacdo, o preparo do inéculo e a fermentacdo propriamente
dita s@o as principais fases do processo. Na primeira, multiplica-se o microrganismo em
quantidade suficiente e em condi¢cdes adequadas para assegurar seu desenvolvimento na etapa
seguinte (CADMUS et al., 1978; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Durante o desenvolvimento do indculo o objetivo € aumentar a concentragdo celular
minimizando a producio de goma xantana, pois a goma ao redor das células impede o transporte
de nutrientes e estende a fase lag de crescimento (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A produgdo de biopolimeros por microrganismos pode ser em meio liquido contendo
fonte de carbono e sais minerais, como visto, ou por via enzimadtica, utilizando enzimas
purificadas, sem adi¢cdo do microrganismo (RODRIGUES, 1989 apud PADILHA, 1997). A
fermentacdo em cultivo submerso € a mais comumente utilizada para obteng¢do de goma xantana
por ser de facil controle, possibilitando a variacdo do meio de cultivo, facil esterilizagdo do
meio, aeracdo estéril menos dispendiosa e a superficie bacteriana fica inteiramente exposta ao
meio facilitando as trocas metabdlicas (REGULY, 2000 apud PINTO, 2005).

O processo de fermentacdo pode ser efetuado de maneira descontinua ou continua. No
procedimento descontinuo ou em batelada, o cultivo das bactérias € adicionado ao um meio
contendo os substratos necessdrios ao desenvolvimento do microrganismo e sdo fornecidas as
condicdes ideais para que as reacdes ocorram. No momento em que a concentragdo do produto
atingir o valor maximo o processo ¢ finalizado. Em escala laboratorial este método pode ser
realizado em agitadores orbitais ou em bioreatores. Nos agitadores orbitais apenas pode-se
controlar a temperatura, o tempo e a agitacio do processo fermentativo, enquanto que em
bioreatores o controle é mais rigoroso sendo possivel monitorar outros parametros como pH e a
concentragdo de oxigénio dissolvido (TAIT et al., 1986).

Dos poucos resultados publicados visando otimiza¢ido em biorreator em batelada, o tempo
final de fermentacdo foi normalmente fixado. O objetivo foi maximizar o valor de algumas
variaveis de estado avaliadas no tempo final de fermentagéo, e as varidveis controladas foram
temperatura e pH do caldo de fermentacdo (CACIK et al., 2001).

O grande interesse de produgdo de goma xantana no pais despertou o interesse no

desenvolvimento de pesquisas que melhorassem geneticamente as linhagens produtoras de
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goma xantana, visando aumentar a sua produgdo e qualidade. Estudos dos genes responsaveis
pela sintese de goma xantana vém sendo realizados hd muitos anos, sempre tendo como enfoque
o processo de biossintese da goma e os fatores que a relacionam com a viruléncia quando
infectam as plantas (PADILHA, 2003).

O conhecimento das vias biossintéticas, bem como de seus mecanismos de controle é
importante para aumentar a eficiéncia de conversdo e a produtividade da fermentagdo, assim
como para alterar a massa molar e a composicao molecular do polimero (PACE, 1991). A goma
xantana € o tnico biopolimero do qual se conhece a via metabdlica e a enzima indutora do
processo, sendo que para os demais, esta via tem sido apenas sugerida (RODRIGUES, 1989
apud PADILHA, 1997; GIAVASIS et al., 2000; SA-CORREIA et al., 2002).

O caminho de biosintese da xantana envolve trés estagios: (i) conversao do agtcar
simples para derivados de nucleotideos precursores, (ii) unido de subunidades de
pentassacarideos ligado a membrana interna portadora de fosfato poliprenol, com adi¢do de
grupos acetil e piruvato, e (iii) polimeriza¢do das unidades repetidas de pentassacarideos e
secrecdo do polimero (IELPI ef al., 1993 apud SILVA et al., 2001).

Uma qualidade interessante na producdo industrial de goma xantana é a versatilidade
nutricional da X. campestris, a qual pode utilizar diferentes substratos, porém com o
inconveniente da variacdo da massa molar da goma sintetizada, interferindo nas qualidades
reoldgicas e na qualidade do biopolimero sintetizado nestes meios (SUTHERLAND, 1993).

A industrializacdo e comercializacdo extensiva da xantana tiveram inicio a partir de
1964. Atualmente, os maiores produtores de goma sdo Merck, Kelko e Pfizer nos Estados
Unidos, Rhone-Poulenc, Mero-Rousselot-Satia e Sanofi-Elf, na Franca e Jungbunzlauer na

Austria (GARCIA-OCHOA, 2000; LIMA et al., 2001).

2.2.1 Substratos utilizados na producao de biopolimeros

A glicose e a sacarose sdo citadas na literatura como fontes preferenciais de carbono para
a producdo de biopolimeros (SUTHERLAND, 2002), porém, algumas fontes alternativas tém
sido sugeridas, tais como melago, residuo da inddstria de soja, soro de leite, casca de café e
bagaco de mandioca, dgua residual de moinho de azeitona, entre outros (LOPEZ et al., 2001;
NITSCHKE et al., 2001; WOICIECHOWSKI, 2001; KALOGIANNIS et al., 2003).

Utilizando meios alternativos em processos fermentativos, tais como residuos

agroindustriais, € possivel reduzir os custos de producdo, além de minimizar problemas
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ambientais, pois auxilia na destinag@o desses residuos. Diversos trabalhos referentes a produgédo
de biopolimeros utilizam residuos da agroindustria.

A produgdo de goma xantana em meios alternativos vem sendo estudada visando
melhorias no rendimento e na qualidade da goma produzida com diminui¢des expressivas nos
custos de produgdo. NITSCHKE et al. (2001) estudaram diferentes formulagdes de meio de
cultura a base de soro de queijo (integral, filtrado e hidrolisado) para a producdo de goma
xantana pelo isolado X. campestris C7L e verificaram que essa linhagem demonstrou capacidade
de produzir goma com alta viscosidade em soro de queijo. Em um sistema combinando soro
integral e soro filtrado obtiveram um rendimento geral do processo de 55%.

O soro de queijo, resultante da fabrica¢do de queijos vem sendo estudado como uma fonte
alternativa para a producdo de goma xantana. A produgdo didria de soro de leite atinge
quantidades muito elevadas e seu descarte representa um sério problema ambiental. Possui alto
teor de lactose além de proteinas e sais minerais, constituindo um meio de cultura rico e de facil
obtencdo (STAUFFER e LEEDER, 1978 apud NITSCHKE et al., 2001).

ANTUNES et al. (2000a) estudaram a relagdo entre viscosidade e composi¢do quimica
da goma xantana sintetizada por X. campestris pv pruni cepa 06 em meios convencionais MPI,
composto por 1,5 g.L' NH;H,PO,; 2,5 gL' K,HPO,; 0,6 gL' MgS04.7H,0; 2,0 g.L™! 4cido
citrico; 5,0 g.L ' KH,PO4; 0,006 g.L' Bos; 2,0 g. L™ (NH4)2SO04; 0,0024 gL' FeCls; 0,002 g. L™
ZnSO4 e 50 g.L'1 de sacarose, e MPII composto por 1,5 g.L'1 NH4H,POy; 2,5 g.L'1 K,HPOy; 0,2
gL' MgS0,.7H,0 e 50 gL' de sacarose, e em meios alternativos como soro de queijo
adicionado de sacarose , soro de queijo adicionado de sacarose e sais e farelo de arroz e soro de
queijo adicionado de sais, sacarose e farelo de trigo. Esses autores verificaram que em meios
convencionais a goma xantana produzida possui qualidade superior a goma sintetizada em meio
de soro de queijo em relacdo a viscosidade.

A produgdo de goma xantana a partir de um meio otimizado composto de 175 g.L’1 de
melaco, 4 g.L’1 de K;HPO, e um pH inicial neutro foi estudada por KALOGIANNIS et al.
(2003). Seus resultados indicaram que o KoHPO4 serve como um agente tamponante e também
como um nutriente para o crescimento da X. campestris e ainda, que o melaco de agucar de
beterraba parece ser um substrato industrial adequado para fermentacdes desta goma.

Segundo WOICIECHOWSKI (2001) hidrolisados de casca de café pré-tratados ou nio,
bem como hidrolisados de bagagco de mandioca suplementados com vérias fontes de nitrogénio,
s@o substratos vidveis para a producdo de goma xantana por fermentacdo com X. campestris. A
melhor producdo de xantana foi obtida com o uso de nitrato de potissio como fonte de

nitrogénio, com um fator de conversao de substrato em produto da ordem de 75%.
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Residuo de grdo de soja, um subproduto da industria de molho de soja, quando utilizado
como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono, na producdo de goma gelana,
apresentou uma producdo maior de goma (7,5 gL™") do que em meio convencional que continha
peptona e nitrato de amoénio como fontes de nitrogénio. A caracterizagdo deste residuo mostra
valores de 17,2% de carboidratos e 33,4% de proteina (JIN et al. 2003).

BAE e SHODA (2004) pesquisaram a producdo de celulose bacteriana por Acetobacter
xylinum BPR 2001, usando melago como fonte de carbono, em processos em batelada e batelada
alimentada. Para melhorar a producdo de celulose bacteriana, utilizaram o melago pré-tratado
com calor e 4cido sulftirico, obtendo um aumento na concentragdo de polimero de 76% quando
comparado com a produg¢do obtida com melago que ndo passou por pré-tratamento.

O maior rendimento de pululana produzido por levedura, 5,9% em 60 horas, 28°C, 180
rpm, foi obtido por CHI e ZHAO (2003), utilizando glicose (8% p/v), hidrolisado de torta de
soja (2% p/v), além de sais de potassio, magnésio, sodio e amdnio, pH 7,0.

Sabe-se que os meios industriais utilizados para a produgdo de polissacarideos sdo
bastante complexos e alguns de seus componentes podem ser responsaveis pela inibi¢do da
produgdo destes, ou ainda, dificultar sua posterior recuperagdo e purificagio (TREICHEL,
2004). Entretanto, contaminantes como metais pesados e inibidores especificos sdo removidos
parcialmente com pré-tratamentos (STOPPOCK e BUCCHOLZ, 1996 apud KALOGIANNIS et
al., 2003). Estes pré-tratamentos clarificam o meio sem provocar prejuizos na fermentacio,
garantindo maior facilidade na extracdo e purificacdo de bioprodutos, como mostrado nos

trabalhos de TREICHEL (2004) e BAE e SHODA (2004).

2.2.1.1 Soro de Queijo

O soro de queijo é um liquido opaco, amarelo-esverdeado, resultante da precipitagdo de
gorduras e caseina do leite durante a fabricacdo de queijos. Contém cerca de 55% dos s6lidos
existentes no leite integral original e representa cerca de 80% a 90% do volume de leite
utilizado na fabricagdo de queijo (ANDRADE e MARTINS, 2002). E o maior subproduto da
industria leiteira e € caracterizado por elevados valores de DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigénio), na faixa de 30-60kg/m’. Seu descarte diretamente em rios ou esgotos publicos

atualmente ndo é permitido, mas em média, cada tonelada de soro néo tratado despejado por dia



24

no sistema de tratamento de esgoto equivale a poluicdo didria de cerca de 470 pessoas
(HATZINIKOLAOU et al., 2005).

Por se tratar de um produto com alta percentagem de 4dgua inviabiliza economicamente
sua desidratacdo, e o fato de ser perecivel agrava o problema, impossibilitando seu
armazenamento prolongado, direcionando as pesquisas a seu aproveitamento na producgdo de
biogds, etanol, proteinas concentradas, além de producdo de fermento de panificacdo e
antibiéticos (ALMEIDA, et al., 2001).

As aplicagdes do soro sdo intimeras, englobando as industrias de lacteos, carnes, misturas
secas (para condimentar), panifica¢do, chocolate, aperitivos, bebidas, entre outras. Nos Estados
Unidos 90% do soro, quando transformado em p6, € destinado a alimentacdo humana, o que em
2001 representou mais de 500.000 toneladas (CNPGL/EMBRAPA, 2002). Ainda assim,
aproximadamente 50% do soro mundialmente produzido ji se encontra industrializado. Uma
parcela é comercializada como fonte energética e nutritiva sob a forma de pd, pois 0 mesmo
retém aproximadamente 75% dos nutrientes do leite, além de ser responsavel por uma parcela
que varia entre 80 a 90% de sua composi¢ao total (ALMEIDA et al., 2001).

No Brasil o soro de queijo ainda é considerado um produto de qualidade inferior e de
pouca importancia sob o ponto de vista nutritivo. O RIISPOA (Regulamento de Inspecdo
Industrial e Sanitdria dos Produtos de Origem Animal — Decreto 30.691/52) considera o soro de
queijo como um produto para alimentacido animal (CNPGL/EMBRAPA, 2002).

O Brasil € o sexto maior produtor mundial de leite bovino, com uma taxa anual de
aumento da producdo na faixa de 4%. Cerca de 35% da produgdo é destinada a fabricacdo de
queijos, onde as maiores produgdes sdo de queijo mussarela, prato e minas frescal (FARRO e
VIOTTO, 2003).

A Tabela 1 apresenta a composi¢do centesimal média do soro de queijo, subproduto
utilizado como substrato no presente estudo.

O principal problema encontrado na producio de goma xantana a partir de soro de queijo
¢ a baixa capacidade de utilizacdo da lactose pela X. campestris, fato esse que se deve pouca
expressdo da enzima f-galactosidase da bactéria (NITSCHKE ez al., 2001).

As pB-galactosidases, popularmente conhecidas como lactases e classificadas como
hidrolases, sdo responsaveis por catalisar o residuo terminal -galactopiranosil da lactose para
formar glicose e galactose, obtendo assim, alimentos com baixos teores de lactose. As f-
galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre vegetais, em Orgaos

animais e também sdo produzidas por grande quantidade de microrganismos, tais como fungos
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filamentosos, bactérias e leveduras, sendo as leveduras e fungos as fontes preferidas destas
enzimas para aplicagdes comerciais (SANTIAGO et al., 2004).

Em decorréncia de a X. campestris ser um microrganismo lactose negativo, ANTUNES et
al. (2000a) acrescentou outra fonte de carbono ao meio de soro de queijo, que foi a adicdo de
farelo de arroz e trigo que visou elevar a quantidade de carbono e micronutrientes. NITSCHKE
et al. (2001) utilizaram glicose e galactose concomitantemente e verificaram que ndo houve
preferéncia do microrganismo por um destes agucares, j4 a lactose residual foi consumida mais

lentamente.

Tabela 1. Composi¢do centesimal média do soro de queijo.

Componentes Quantidade
Agua (%) 93,39 £ 0,44
Gordura (%) 0,43+0,19
Proteina (%) 0,78 £0,25
Lactose (%) 4,90+0,11
Minerais (%) 1,59+ 0,02
Sédio (%) 0,13
Potassio (%) 0,14
Célcio (%) 0,12
Fosforo (%) 0,10
Nitrato (ppm) 45
Ferro (ppm) 1

Fonte: Franco (1982); Farro e Viotto (2003)

Ao adicionar glicose ao meio contendo soro de queijo, SCHAWARTZ e BODIE (1986)
verificaram que a lactose deixava de ser utilizada pela bactéria X. campestris.

Devido as caracteristicas nutricionais do soro de queijo e sua abundancia no Brasil,
pesquisas que visem a utilizacdo desse subproduto sdo de fundamental importancia.

Pesquisas mostram a utilizagio de soro de queijo como meio bdsico para varios processos
fermentativos, como producdo de etanol, metano e goma xantana (FU et al, apud
HATZINIKOLAOU et al., 2005).

GOLLO (2006) trabalhou com meio a base de soro de queijo mussarela avaliando a

influencia da adicdo de sais ao meio na producido de goma xantana. Bons resultados foram
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encontrados, demonstrando que a bactéria tem a capacidade de utilizar a lactose presente no

meio.

2.3 RECUPERACAO DE BIOPOLIMEROS

As etapas de recuperacdo da goma xantana envolvem remocgdo de células microbianas,
precipitagcdo do biopolimero, secagem e moagem. O método especifico de purificacdo a ser
utilizado é determinado pelo uso final do polissacarideo (GALINDO, 1994).

O caldo pode ser esterilizado, apds a fermentacdo, para elimina¢do das células e para
melhorar as caracteristicas da goma em solu¢do. Uma vez as células eliminadas, a precipitacao
da goma xantana é feita com dlcool ou sais quaternarios de amdnio ou separada por
ultrafiltracio (MAUGERI, 2001; LIMA et al., 2001).

O processo de recuperagio de goma xantana apresentado por GARCIA-OCHOA et al.
(2000) envolve etapas de: desativagdo ou lise das células, através de processos quimicos,
mecanicos ou térmicos; remogdo das células por filtragdo; recuperagdo do polimero por
precipitacdo com solventes orgénicos (etanol, dlcool isopropilico, misturas de sais e dlcool);
separacgdo do precipitado e do solvente, sendo o precipitado lavado varias vezes com o solvente
que € evaporado posteriormente; secagem do biopolimero em secadores continuos ou em
batelada, a vicuo ou com circulagéo for¢ada de gis inerte.

As células podem ser eliminadas fisicamente através de centrifugacdao (GIAVASIS et al.,
2000; MOREIRA et al., 2003; CHI e ZHAO, 2003; NAMPOOTHIRI et al., 2003; BOZA et al.,
2004) ou filtracao (KANG et al., 1982; GIAVASIS et al., 2000). Métodos quimicos ou
enzimdticos podem ser usados como alternativa, complementados com operacdes posteriores de
purificacio/ concentragio (PACE, 1991; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Os polimeros sdo recuperados por centrifugacdo e precipitados preferencialmente com
solventes organicos soliveis em dgua como dlcool ou acetona (KANG et al., 1982; MARTINS e
SA-CORREIA, 1993; GIAVASIS et al., 2000; NAMPOOTHIRI et al., 2003; MOREIRA et al.,
2003; CHI e ZHAO, 2003; BOZA et al., 2004). A quantidade de solvente necessirio para a
completa precipitacdo depende da forga idnica e da composicdo do polimero apesar de nao
depender de sua concentracdo. A precipitacdo com solventes também resulta em purificagdo

parcial do polimero por eliminagdo dos componentes soliveis no solvente (PACE, 1991).
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Como métodos alternativos de recuperacdo primdria do polimero, a literatura cita a
precipitacdo seletiva com detergentes catidnicos e ainda a producdo de uma forma insolivel de
polimero por adigdo de certos sais ou por ajuste de pH (PACE, 1991; GARCIA-OCHOA et al.,
2000; DRUZIAN, 2000).

Os polimeros precipitados sdo purificados e secos em estufa, a baixas temperaturas
(MOREIRA et al., 2003) ou liofilizados (GIAVASIS et al., 2000) e, entdo armazenados ou
preparados para as andlises subseqiientes de determinacdo da estrutura e reologia. A purificacio
dos EPS pode ser feita por sucessivas didlises contra dgua deionizada (CHI e ZHAO, 2003), ou
com detergentes cationicos, pelo uso de métodos cromatogrificos ou ainda com agentes
quimicos ou enzimas que interagem de forma especifica com certos grupos (DRUZIAN, 2000).

Segundo PACE (1991) a secagem rdpida a altas temperaturas pode resultar em um
produto com baixa solubilidade ou com reologia pobre em solu¢do. Porém, o aquecimento
controlado da goma xantana pode resultar em um produto com melhor reologia em solucio.

O polimero depois de seco pode ser moido, algumas gomas comerciais sdo diferenciadas
por tamanho de particulas. Deve-se ter em conta que na moagem o calor gerado ndo degrade ou

possa descolorir o produto (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

2.4 TOXICIDADE E APLICACOES DA GOMA XANTANA

Os aspectos toxicoldgicos e de seguranca da goma xantana foram investigadas
intensamente para determinar sua aplicacdo em alimentos e firmacos. A goma xantana é um
produto atéxico, nio provoca sensibilizagio nem irritacio na pele ou nos olhos (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

Os biopolimeros bacterianos, em razdo de sua origem, para serem utilizados em produtos
para consumo humano devem, além de ter a aprovacdo prévia dos 6rgdos competentes, passar
por rigoroso controle de qualidade (MOREIRA et al., 1998). A Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA aprovou em 1969 o uso da goma xantana como aditivo em alimentos. Em 1980
a xantana foi agregada a lista de emulsificantes/estabilizantes alimenticios permitidos pela
comunidade econdmica européia (MORRIS, 1984).

O uso de hidrocoldides em muitas dreas industriais tem aumentado significativamente. A

xantana é o polimero de maior importancia econdmica e sujeito de numerosos estudos

(MOREIRA et al., 2001).
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A goma xantana tem sido empregada numa variedade de produtos alimenticios devido as
suas caracteristicas, incluindo a estabilizacdo de emulsdes, estabilidade térmica, compatibilidade
com ingredientes alimenticios e suas propriedades reolégicas (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
Ela encontra aplicacdes em molhos prontos (French dressings), alimentos congelados, suco de
frutas e coquetéis, sobremesas instantineas, produtos cdrneos, etc. Fora da industria de
alimentos incluem-se aplicacdes como agente de suspensdo e espessante em pasta de dentes,
desodorantes em forma de géis, impressdo em tecidos, suspensdo de compostos quimicos de uso
agricola e aumento na recuperacio de petréleo (LIMA et al., 2001; MAUGERI, 2001).

Gomas e estabilizantes sdo incorporados na formulagdo de diversos alimentos. Em
particular, eles sdo usados para oferecer resisténcia a um processo fisico indesejado como
cristalizagdo, sedimentacdo gravitacional e desagregacdo mecanica que podem ocorrer durante a
distribuicdo ou estocagem (MARCOTTE et al., 2001).

Resisténcia e estabilidade ao congelamento-descongelamento, capacidade espessante,
facilidade de cozimento, aderéncia proveitosa, aumento na penetragdo de calor e outros efeitos
positivos, sdo reconhecidos quando certos polissacarideos sdo misturados e aplicados.
Diferentes combinagdes de polissacarideos estdo sendo aplicadas em pastas de amido, géis,
produtos processados de amido, bebidas, produtos lacteos, emulsificados e cremosos, carnes e
outros produtos (SOKORA et al., 2006).

A obtencdo de biopolimeros para o consumo humano € uma tarefa mais complexa do
que para a utiliza¢do em outros produtos, uma vez que devem ser considerados seguros do ponto
de vista alimentar e, portanto, satisfazer os severos codigos e legislacdes alimentares,
atualmente em vigor. Uma amostra disso é que, apesar da pesquisa em polimeros produzidos
por microrganismos ter sido iniciada hd mais de trés décadas, poucos biopolimeros foram

aprovados para uso alimentar nos EUA (PORTILHO, 2002).

2.5 MODELAGEM MATEMATICA DE BIOPROCESSOS

O objetivo da engenharia bioquimica € o desenvolvimento de métodos para melhorar a
capacidade metabdlica de microorganismos industrialmente relevantes. Para alcancar este
objetivo € necessdrio fazer uso de processos de manipulagdo genética do metabolismo celular e
melhorar as condi¢gdes de operacdo do processo. Dentro de uma perspectiva de engenharia, o
desenvolvimento de modelos matematicos é uma das mais poderosas ferramentas cientificas

disponiveis para estas tarefas (WIECHERT et al., 2002).
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Com o desenvolvimento cientifico e industrial de modernos bioprocessos, melhores
métodos de medidas, monitoramento e modelagem tornam-se necessarios, com o objetivo de
gerar informacdes mais detalhadas sobre o processo, melhorando o controle e o entendimento
do mesmo (MANDENIUS et al., 2004). Nos processos bioldgicos ao menos duas caracteristicas
sdao bem distinguiveis: o meio de cultivo e a biomassa. As propriedades das células individuais
sdo determinadas pelos mecanismos de transporte da membrana extracelular, a qual separa o
meio extracelular do interior das células, e pelos mecanismos de transportes das membranas
intracelulares, as quais sdo responsdveis pelo metabolismo celular. O metabolismo intracelular é
caracterizado por um grande nimero de etapas de reac¢des reguladas por enzimas intracelulares
(HAAG et al., 2005).

Em contraste com a alta complexidade do metabolismo celular, modelos mateméaticos
simples tém sido desenvolvidos, baseados, principalmente, em observagdes experimentais
descrevendo os fendmenos, tais como: limitagdo, ativagdo, inibi¢do, saturagdo, consumo de
multiplos substratos, gargalos do processo, miltiplos estados estacionarios. Estes modelos sdo
geralmente vdlidos para uma limitada, mas freqiientemente ampla faixa de condigdes
operacionais. O nivel de complexidade da descricdo matematica do sistema depende da
aplicac@o. Se a proposta de controle do sistema € manter o mesmo com pequenas perturbacoes
em torno de um valor constante, geralmente o uso de um modelo linear € suficiente. Porém,
mudangas nesse valor de referéncia necessitariam a derivacdo de um novo modelo. Em outras
aplicagdes, como no controle de um processo dindmico, onde hd um grande nimero de
condicdes operacionais, é necessaria a formulagdo de um modelo nio linear mais abrangente.

Muito freqiientemente, as propriedades do sistema, tais como constantes de Michaelis ou
taxas de reagdes, ndo sdo conhecidas quantitativamente nem qualitativamente. Nesses casos,
uma abordagem matematica flexivel e sistemdtica é requerida para encontrar as caracteristicas
do processo. Por outro lado, o modelo deve ser suficientemente geral, com um conjunto de
parametros capaz de representar bem o fendmeno observado. No entanto, 0 modelo ndo deve ter
um nimero excessivo de pardmetros, o que facilita o ajuste aos dados experimentais, porém nao
confere a0 mesmo uma caracteristica geral (HAAG et. al, 2005). Um modelo deve ser sempre o
mais simples possivel e tdo complexo quanto o necessdrio. A complexidade de um modelo
crescerd se a abrangéncia e a eficiéncia sdo estendidas. Assim, a complexidade do modelo
sempre estara relacionada com o problema a ser resolvido (WIECHERT, 2002).

Segundo VOLESKY e VOTRUBA (1991) a analise do sistema € um método basico para

a descricdo de fenomenos complexos e interacdes entre varidveis observadas do processo sob
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estudo. Na pratica, para um sistema fermentativo, a andlise do processo é representada pelas

seguintes etapas:

Especificagdo matemdtica do problema para dadas condigdes fisico-quimicas,
bioquimicas e fisioldgicas;

Desenvolvimento de estratégias detalhadas resultando na obtengdo de adequados
modelos matemaéticos representando o processo;

Sintese dos resultados e projeto das estratégias de otimiza¢do para o controle do
processo.

No desenvolvimento de modelos mateméticos de bioprocessos devem-se especificar

alguns itens que necessitam serem identificados para melhorar a precisdo e qualidade dos

modelos, tais como (WIECHERT, 2002):

Compreensdo estrutural: Modelos matematicos devem fornecer todas as informacdes
para que se possa conhecer o comportamento do processo, principalmente, partes
essenciais do sistema;

Simulag@o: A maior aplicagdo dos modelos é a exploragdo do possivel comportamento
do sistema. A simulacdo do processo pode levar ao correto entendimento do
comportamento do processo, eliminando hipdteses que possam reproduzir resultados
ruins;

Andlise do sistema: Baseado num dado modelo matemaético é possivel obter informacdes
da estrutura do sistema e seu comportamento qualitativo;

Predi¢do e Projeto: Baseado num modelo validado, experimentos futuros podem ser
previstos sem a realizagdo dos mesmos. O objetivo desta ferramenta é fornecer
embasamento para um projeto racional e eficiente do bioprocesso;

Otimizacdo: Uma vez que os modelos sdo preditivos e estdo disponiveis, o dltimo

objetivo da engenharia bioquimica € o célculo de um projeto metabdlico 6timo.

2.6 MODELOS CINETICOS DE CRESCIMENTO MICROBIANO

O desenvolvimento de um modelo matemdtico de um processo fermentativo

normalmente inicia a partir de um simplificado esquema de reac¢des advindas do conhecimento

das rotas metabdlicas envolvidas. Cada etapa da reagdo metabdlica é caracterizada pela reacdo

estequiométrica ou pelo fluxo, representada pela velocidade de reacdo ou pela taxa. As taxas de
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reacOes em bioprocessos sdo aproximadas por relacdes originadas da teoria enzimatica ou
reacoes quimicas (VOLESKY e VOTRUBA, 1991).

Na literatura sdo reportados diversos modelos de crescimento microbianos nao
estruturados e ndo segregados, ou seja, que consideram uma populacdo homogénea de células
com propriedades médias. Os modelos cinéticos ndo estruturados sdo equagdes matematicas
propostas para representar a velocidade especifica de crescimento (L), dispondo de poucas
informagdes a cerca do metabolismo microbiano. De uma maneira geral, os modelos cinéticos
sao funcdes da concentracdo de substrato limitante. No entanto, alguns modelos propostos
levam em conta a concentragdo de células dentro do biorreator, concentracdo de produto e
concentracdo de inibidor (VOLESKY e VOTRUBA, 1991).

Os modelos cinéticos de crescimento microbiano sdo divididos em trés grandes grupos:
unico substrato limitante, inibi¢do por substrato e inibi¢do por produto. Dependendo das
condicdes operacionais, do microorganismo, e da forma de operagdo do bioprocesso, um ou
outro modelo apresenta um melhor desempenho. No entanto, é necessdrio investigar qual o
melhor modelo para representar o processo em estudo, uma vez que existem indmeros modelos
ndo estruturados. Muitos trabalhos publicados t€m por objetivo selecionar o melhor modelo
cinético.

BIROL et al. (1998), trabalhando com a produgdo de etanol a partir de fermentacio de
glicose em processo batelada através de células imobilizadas de Saccharomyces cerevisiae,
testou onze modelos diferentes encontrados na literatura para cultivo com células suspensas
livres e a aplicabilidade destes modelos para cultivos com leveduras imobilizadas. Os autores
verificaram que os modelos de Monod e de Hinshelwood foram os mais apropriados para
descrever o comportamento do crescimento microbiano em concentracdes de glicose inicial de 8
a 10%.

ZELIC et al. (2004) investigaram a influéncia de 10 modelos cinéticos nédo estruturados
no ajuste do crescimento celular, consumo de substrato e formacdo de piruvato através de
Escherichia coli YYC202 em biorreator batelada alimentada. O modelo que melhor descreveu o
processo levava em conta a inibi¢do pela formacgéo de produto.

BURHAN et al. (2005), objetivando aumentar a escala de producdo da enzima
ciclodextrina-glucanotransferase (CGTase), determinaram o modelo cinético que melhor
representasse o processo. Foram investigados dois modelos cinéticos com inibicdo pelo
substrato: modelo de Andrews e modelo de Aiba. Os resultados apresentados mostraram que o
modelo de Andrews melhor representa os dados experimentais, sendo escolhido como o modelo

cinético do processo de produgdo da CGTase.
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2.7 ESTIMACAO DE PARAMETROS CINETICOS

A otimizacdo matemadtica pode ser usada como uma ferramenta computacional que
surgiu para encontrar a melhor solu¢do para um dado problema num caminho sistematico e
eficiente (MOLES et al., 2003). A otimizacdo de processos € uma das dreas da engenharia que
mais cresce, devido ao seu grande impacto de mercado, tanto para inddstrias quanto para centros
de pesquisas. A principal razdo que motiva o emprego das técnicas de otimizacdo é o fato que
muitos problemas apresentam muitas solu¢des e, portanto, ¢ muito dificil encontrar a melhor
solucdo (BIEGLER e GROSSMANN, 2004a). No contexto de sistemas bioquimicos, o
acoplamento da otimizacdo com moédulos de simulagdo abre muitas possibilidades. As duas
principais aplicagdes das ferramentas de otimizagdo podem ser descritas como (MOLES et al.,
2003):

e Resolugido de problemas de projeto: como melhorar uma rota metabdlica de forma que
maximize a produgdo de um determinado produto de interesse e minimize a producio de
produtos indesejéaveis;

e Estimacgdo de pardmetros: Dado um conjunto de dados experimentais, ajustar o modelo
de tal forma que reproduza os resultados da melhor maneira possivel.

A otimizacdo continua, de varidveis ou de parimetros, é apresentada na seguinte forma
geral (BIEGLER e GROSSMANN, 2004a):

L . h(x)=0
Minimizar a F(x), sujeita a: (IL.1)
g(x)<0

Em engenharia bioquimica, os problemas de otimizacdo normalmente trabalham com
funcdes ndo convexas e com multiplos estados estaciondrios. A estimacdo de parametros
cinéticos de modelos bioldgicos é geralmente muito complexa, principalmente devido a néo-
linearidade do sistema, grande nimero de parametros e interacdes entre eles, além do pouco
conhecimento inicial sobre os coeficientes estequiométricos (RIVERA et al, 2006). Uma
abordagem sistemadtica € necessdria para encontrar a melhor estrutura do modelo e o melhor
conjunto de valores para os parametros desse modelo, com relag@o a algumas restricoes (HAAG
et al., 2005).

A estimacdo de parametros de sistemas dinadmicos ndo lineares estd baseada na
minimizacdo da FO, a qual determina o quao bom esta o ajuste do modelo em relagdo aos dados

experimentais, sujeita as restricdes da dindmica do sistema (conjunto de equagdes diferenciais) e
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a outras restricdes (equagdes algébricas). Matematicamente, a formulacdo do problema de
estimacdo de pardmetros pode ser definida como (MOLES et al., 2003):

Encontrar p que minimize:

J = J::f (yexP (1) —Y(I)J))TW(t)(yexp () —y(p,1))dt (I1.2)
Sujeita a:

f(z,y,p,1)=0 (IL.3)

Y1) =Y, (IL4)

h(z,y,p) =0 (IL.5)

g(z,y,p)<0 (IL6)

pr<psp’ (I.7)

onde J € a FO a ser minimizada, p € o vetor dos parametros a serem estimados, Yexp € 0 vetor dos
dados experimentais, y(p, t) € o vetor das varidveis de estado calculados pelo modelo, z é o
vetor diferencial das varidveis de estado, f € o conjunto de equagdes diferencias e algébricas
descrevendo a dindmica do sistema e h e g sdo as restricdes de igualdade e desigualdade que
estdo relacionadas com restricdes de rota metabdlica ou restrigdes fisicas. Finalmente, p é
mantido dentro de um limite inferior e superior, p" e p”, respectivamente.

A formulacdo acima com restrigdes algébrico-diferenciais forma um problema de
programacdo nao linear. Devido a esta natureza nao linear e restrita da dindmica do sistema,
estes problemas apresentam com freqiiéncia minimos locais, apresentado uma FO ndo convexa.
Dessa forma, a resolucio desse problema através de métodos locais, provavelmente, a solucdo
encontrada serd de natureza local (MOLES et al., 2003). Uma solucdo para esse impasse € o
emprego de métodos globais para a resolucdo desse problema, os quais foram amplamente
estudados a partir dos anos 90. Muitos trabalhos publicados retratam as intimeras vantagens
desses métodos em relagdo aos métodos de otimizacdo local.

Métodos de otimizagdo global podem ser classificados em dois grandes grupos:
deterministicos e estocdsticos. Métodos estocdsticos trabalham com uma abordagem
probabilistica, ou seja, hd o envolvimento de elementos aleatdrios, estes métodos somente tém
uma garantia tedrica de convergéncia para a solucdo global (MOLES et al., 2003; BIEGLER e
GROSSMANN, 2004b). A principal vantagem dos métodos estocdsticos é a facilidade de
implementagdo e sdo muito usados em problemas onde hé poucas avaliacdes da FO. Solugdes

refinadas requerem um alto custo computacional (BANGA et al., 2005). Uma vasta revisao
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bibliografica contemplando os métodos estocasticos pode ser encontrada em SCHWAAB
(2005).

Meétodos deterministicos sdo aqueles que provém um nivel de garantia que o Gtimo
global serd encontrado. Estes métodos apresentaram avancos importantes em certos tipos de
problemas de otimizacdo global. Porém, deve ser notado que, apesar dos métodos
deterministicos poderem garantir encontrar o 6timo global de alguns tipos de problemas, o
esforco computacional associado aumenta rapidamente (freqiilentemente exponencialmente)
com o tamanho do problema, tornando dificil a sua utilizacdo pratica e o seu facil entendimento
dentro da industria (MOLES et al., 2003).

Entre as técnicas estocdsticas de otimizacdo global, o método de Simulated Annealing
(SA) é, talvez, o mais empregado para uma ampla faixa de aplicacdo nas mais diferentes
disciplinas (GENOVESE et al., 20005). O SA é um método de busca direto que pode ser
conectado a pacotes de simulacdo disponiveis. Assim, a otimizag¢do pode ser realizada ao longo
de sucessivas simulacdes. O SA tem sido empregado no projeto e controle de processos
quimicos, biolégicos e alimenticios, mas sua integracdo com softwares comerciais ainda nao foi
reportada na literatura (LI et al., 2000).

O método do SA foi desenvolvido em 1980 por KIRKPATRICK et al. (1983) e ¢
consideravelmente mais simples que abordagens baseadas no gradiente. Particularmente, o SA
tem um nimero de abordagens promissoras (FABER et al., 2005; LI et al., 2000):

e O algoritmo somente usa o valor da funcdo objetivo, sem o uso de derivadas;
e (O algoritmo tem um grande potencial de encontrar o 6timo global;

e Sua complexidade € baixa;

¢ O método nio € afetado pela descontinuidade do modelo.

FABER et al. (2005) apresentam dois estudos de caso da aplicacdo do SA na otimizacio
de processos. No primeiro estudo de caso € apresentada a otimizac¢do dindmica de um reator
batelada visando maximizar a produ¢do de um produto B qualquer. Os resultados mostraram
que o SA encontra o0 minimo global com um nimero menor de iteracdes, quando comparado
com os métodos deterministicos.

KOOKOS (2004) usou o simulated annealing para encontrar o perfil 6timo da vazio de
alimentacdo num biorreator batelada alimentada para a produgdo de etanol. Além disso,
apresenta a possibilidade de utilizar o SA para maximizar o potencial econdmico da produgdo

de penicilina. No primeiro caso os resultados obtidos foram significativamente melhores que os
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reportados na literatura. No segundo caso o SA exibiu uma excelente robustez e a solucdo foi
facilmente encontrada apesar da complexidade da funcao objetivo.

No trabalho de LI et al., (2000) o SA foi acoplado a uma rotina de simulacdo de
processos para determinar a operacdo 6tima de uma coluna de destilacio de uma solucdo
bindria. O desenvolvimento desta abordagem permitiu a predicio da taxa de refluxo
minimizando o tempo de operacdo para a recuperagdo do produto.

O uso do SA em bioprocessos estd restrito basicamente a determinacio do perfil 6timo
de alimentacdo em biorreatores operando no modo batelada alimentada. No entanto, hd uma
caréncia muito grande do emprego do SA para a otimizag¢do de parametros cinéticos do sistema
de equacdes algébrico diferencial em processos bioldgicos.

O simulated annealing pode ser usado para otimizar problemas que envolvem equagdes
algébrico-diferenciais (DAE) na forma de (II.2-11.7) se algumas etapas forem entendidas. Um
algoritmo para a resolucdo de DAE deve ser acoplado ao SA, com as varidveis de controle
necessitando serem discretizadas e os limites e as restri¢cdes de desigualdade necessitando serem

implementadas (FABER et al., 2005).

2.8 REDES NEURAIS

A aplicacdo de redes neurais na modelagem e controle de processos vem aumentando
muito nos ultimos anos. Seu uso € especialmente 1til na modelagem de sistemas complexos ou
que apresentam alguma incerteza quanto a cinética ou parametros do modelo. Em industrias
quimicas e alimenticias, modelos ndo lineares sdo requeridos para controle, otimizacio e
predicdo do comportamento de processos. O desenvolvimento desses modelos ¢ uma tarefa
dificil, principalmente quando o processo é muito complexo ou quando o mesmo € pouco
compreendido. A maior vantagem em elaborar um modelo matemético com redes neurais
artificiais reside no fato que sua sintese ndo requer o conhecimento detalhado do processo.
Tipicamente, o principal objetivo em desenvolver modelos com redes neurais € o de predizer de
forma confidvel comportamentos transientes € permanentes, de forma a monitorar e melhorar a
performance do processo (SIMOES, 2001).

Redes neurais sdo métodos mateméaticos baseados na estrutura neuroldgica do cérebro
utilizada para criar modelos de entrada/saida do tipo ‘“caixa preta”. Trata-se, portanto de uma
técnica de inteligéncia artificial, cuja caracteristica é o “aprendizado” de uma légica existente

num determinado conjunto de dados e com isso ser capaz de predizer valores diferentes
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daqueles utilizados para o treinamento da rede (SIMOES, 2001). Os modelos sdo construidos
juntando-se vdrias fungdes em camadas ou niveis. Estas fungdes sdo chamadas de neurdnios e
sdo fungdes nao lineares da combinacio linear de entradas (SALAS, 2003).

Cada funcdo ou neurdnio tem vdrios paradmetros que necessitam serem ajustados, para
que a rede possa representar devidamente o modelo. O ajuste destes parametros é feito
treinando-se a rede neural com dados de entrada e saida do sistema a ser modelado. Os
parametros sdo ajustados de modo a reproduzir o sistema a ser modelado, utilizando-se uma
técnica de otimiza¢do que tem como varidveis independentes os parametros e, como fungdo
objetivo, a minimizagdo do erro entre o valor de saida medido do sistema e o valor calculado
pela rede (SALAS, 2003).

Uma vez atendidos os critérios para o ajuste dos parametros, o modelo reproduzird o
comportamento do sistema. No entanto, ressalta-se que a falta de condicdes para a extrapolacio
dos dados € uma das principais desvantagens da utilizacio de redes neurais (SALAS, 2003).

Na defini¢do da arquitetura do modelo podem ser utilizados trés tipos de ligacdes entre
neurdnios: ligacdes entre neurdnios de uma mesma camada; ligagdes entre neurdnios de
camadas diferentes e ligacdes recorrentes do proprio neurdnio. A arquitetura da rede mais
utilizada para modelagem de processos quimicos, alimenticios e biotecnolégicos € a do tipo
feedforward, com conexao de neurdnios de um nivel anterior para o posterior. Uma rede neural
tipica apresenta trés camadas de neur6nios: camada de entrada (input), intermediaria (hidden) e
de saida (output). A Figura 2 apresenta um diagrama esquemaético de uma arquitetura de rede do
tipo feedforward com 3 entradas, 4 neur6nios na camada intermedidria e 3 saidas (SALAS,

2003).
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Figura 2. Estrutura de uma rede neural do tipo feedforward

As redes neurais encontraram nos processos biotecnolégicos uma vasta drea de atuacio,
devido a dindmica altamente complexa e ndo linear. LINKO et al. (1997) usaram trés diferentes
funcdes de transferéncia na estimacio da atividade de lipase. Com a tangente hiperbdlica como
funcdo de transferéncia e variando o nimero de neurdnios na camada intermedidria de 5 — 9
houve pouca diferenca nos resultados; com uma fungdo sigmoidal mono-polar, 5 neurdnios
apresentaram melhor efeito; com uma funcido sigmoidal bipolar 9 neurdnios apresentou
melhores resultados. No entanto, o R* foi préximo a 0,9 em todos os casos.

YE et al. (1994) usaram uma rede neural com 5 camadas em combinag¢do com controle
fuzzy feedforward-feedback de um biorreator batelada alimentada contendo Escherichia coli
para a produgdo de B-galactosidade. A mudanca no pH do meio de cultura e o crescimento
especifico foram usados com entrada para a rede neural fuzzy calcular a taxa de alimentacdo de
glicose.

BAS et al. (2007a) descreveram a aplicacdo de redes neurais para a determinacio da
cinética de reacdes enzimdticas e estimar constantes cinéticas. Uma reagdo enzimdtica modelo, a
hidrélise da maltose catalisada pela amiloglucosidade, foi realizada num reator batelada. As
redes neurais foram treinadas com dados de sete cinéticas e a validacdo foi realizada com 8
cinéticas. Os resultados obtidos mostraram que as redes neurais foram eficientes na estimacao
de parametros, apresentando melhores resultados em comparacdo com o método convencional.

BAS et al. (2007b) usaram redes neurais para estimar a taxa de reacdo enzimdtica sem a
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existéncia de um modelo cinético. O estudo foi realizado no mesmo sistema descrito acima. A
rede neural usada foi do tipo feedforward com trés entradas, 4 neur6nios na camada interna e
uma saida. Os resultados obtidos mostraram boa eficiéncia das redes na regressdo dos dados
experimentais, apresentando um coeficiente de regressdo superior a 0,90 para todas as cinéticas.

DESALI et al. (2005) usaram redes neurais para modelar o crescimento de Sacharomyces
cerevisiae e a producdo de B-glucano. As entradas para a rede foram: concentracio de glicose,
peptona, extrato de levedura, extrato de malte, Mn?* e Mg2+. O erro encontrado entre os valores

preditos e experimentais foi inferior a 5% para as duas varidveis de estado.

2.9 MODELOS HIBRIDOS

Genericamente, um modelo fenomenoldgico pode ser uma ferramenta poderosa devido a
sua ampla faixa de aplicabilidade. Contudo, a necessidade de estimar um grande nidmero de
parametros e resolver complexos sistemas de equacdes constitui uma grande desvantagem na
sua aplicagio (SIMOES, 2001).

O modelo hibrido busca superar as desvantagens apresentadas nos modelos
fenomenoldgicos e puramente empiricos. A modelagem hibrida visa a fusdo de todo o
conhecimento do processo com a metodologia das redes neurais. O conhecimento pobre ou
desconhecimento de propriedades do processo, como cinéticas reacionais, podem ser
minimizados, ou superados, com a adicdo de metodologias de inteligéncia artificial, como as
redes neurais (SIMOES, 2001).

A inclusdo prévia do conhecimento € investigada como uma maneira de melhorar as
predi¢cdes da rede. O conhecimento prévio do sistema, nesse caso, sdo as equagdes do balango
dos fendmenos que se quer representar. A utilizacdo desse modelo fenomenoldgico, juntamente
com uma rede neural, ajuda a controlar a precisdo dos resultados dentro da faixa de
aceitabilidade de treinamento da rede. De acordo com a literatura, a utilizacdo de conhecimentos
prévios aumenta a capacidade de generalizacdo do modelo puramente neural. Sabe-se ainda que
a modelagem hibrida necessita de menos dados para a estimativa de pardmetros, produz
predicdes mais consistentes e precisas, além de fornecer predi¢des mais realisticas (SIMOES,
2001).

ZORZETTO et al. (2000) apresentaram uma comparacdo entre o emprego de redes
neurais e modelos hibridos na modelagem do processo de producdo de cerveja. Um modelo

fenomenoldgico foi usado para simular o comportamento de uma planta real, sendo adicionados
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niveis de ruidos aos dados gerados para o modelo com o objetivo de tornar os mesmos mais
reais possiveis. Primeiramente, foram usadas 2 redes neurais distintas para modelar o processo.
No segundo momento, as equacdes de balanco foram incorporadas em cada um dos dois
modelos baseados nas redes, com o objetivo de gerar modelos hibridos. As redes neurais foram
usadas para estimar a taxa de crescimento microbiano. O modelo hibrido apresentou melhores
resultados comparados com as redes neurais puras ou modelo fenomenoldgico.

TEIXEIRA et al. (2005) desenvolveram um modelo hibrido com objetivo de minimizar
as complexidades do metabolismo do BHK-21 e otimizar o estudo. Devido as incertezas
apresentadas pelo modelo cinético, as redes neurais foram usadas em paralelo para fornecer um
fator de correcdo desse desvio. Sendo assim, a taxa de reacdo era fornecida para as equagdes
fenomenoldgicas. Os resultados obtidos foram satisfatérios, mostrando que o uso de redes
neurais como uma alternativa de corre¢do de desvios do modelo cinético do processo €
interessante.

COSTA et al. (1999) propuseram um modelo hibrido, combinando as equacdes de
balango de massa com redes neurais do tipo FLN (Functional Link Networks) para estimar a
taxa de reacdo da producdo de penicilina e etanol em biorreator do tipo batelada alimentada. O
modelo hibrido conseguiu prever a dindmica do processo com precisdo.

SILVA et al. (2000) propuseram o desenvolvimento de um modelo hibrido como uma
alternativa de medidas diretas de processos fermentativos. O processo estudado foi a produgéo
de cefalosporina C em biorreator batelada alimentada. As equacdes de balango de massa foram
acopladas a uma rede neural do tipo feedforward, onde a rede foi usada para estimar o
crescimento celular e a taxa de formacdo de produto, as quais sdo inseridas nas equagdes de
balango. Os resultados obtidos encorajam o uso de modelos hibridos no desenvolvimento de

algoritmos de controle de processos.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 MICRORGANISMO E MANUTENCAO

Para producdo da goma xantana foi utilizada uma linhagem da bactéria Xanthomonas
campestris pv mangiferaeindicae IBSBF 1230, obtida a partir da Cole¢do de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Biolégico — Campinas — SP. Este microrganismo foi utilizado por ja
ter sido avaliado pelo grupo de pesquisa Processos Tecnoldgicos e Biotecnoldgicos da URI-
Campus de Erechim como bom produtor da goma xantana utilizando soro de queijo como
substrato (Gollo et al., 2006).

A linhagem foi mantida em meio YM (Yeast Malt), contendo (g.L’l): extrato de levedura
3,0; extrato de malte 3,0; peptona 5,0; glicose 10,0; agar 20,0; dgua destilada q.s.p.; pH 7,2
(JEANNES et al., 1976). Meio YM liquido acrescido de glicerol (agente crioprotetor) foi
utilizado para armazenamento da cultura a -80°C com a finalidade de preservar a cultura e
diminuir o risco de alteracdo no perfil genético (ROTTAVA, 2005). Todos os procedimentos
foram realizados de forma asséptica. A linhagem inoculada em dgar YM foi incubada para o
crescimento celular em estufa por 24 horas a 28°C £ 2°C e, apés este periodo, armazenadas a
4°C. Foram realizados repiques a cada 30 dias. Através de semeadura em estrias, em dgar YM,
foi possivel caracterizar visualmente as colonias de X. campestris estudadas verificando

algumas de suas caracteristicas morfoldgicas.

3.2 PRODUCAO DE CELULAS

A producio de células foi realizada em duas etapas. Primeiro preparou-se um pré-indculo,
partindo de trés alcadas de cultura crescida sobre dgar YM e incubada em estufa por 24 a 48
horas, até atingir uma DOsggn, entre 3,0 a 4,0, a 28° £ 2°C. Esta foi inoculada em 50 mL de
meio YM liquido, em erlenmeyer de 250 mL, incubado em agitador orbital, a 120 rpm, 28°C £
2°C, até atingir uma DOsggnm entre 3,0-4,0, o que ocorre entre 22 a 26 horas.

Transcorrido este periodo, preparou-se o indculo, através da transferéncia asséptica de 2
mL de pré-indculo para erlenmeyeres de 300 mL, contendo 100 mL de meio YM liquido e
incubou-se em agitador orbital, 120 rpm, a 28°C £ 2°C, até DOseonm entre 3,0 a 4,0, que

correspondem ao 6timo da fase de crescimento exponencial do microrganismo. Essa faixa de
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absorbancia € atingida em aproximadamente 20 a 24 horas de incubagdo e corresponde a uma

concentragio celular em torno de 10° UFC/mL.

3.3 CURVA DE CRESCIMENTO MICROBIANO

A curva foi realizada em triplicata, a partir da transferéncia asséptica de 2 mL de in6culo
inicial (DOsgonm = 3,5) em 100 mL de meio YM liquido. Este foi incubado em agitador orbital,
com agitacdo de 120 rpm, 28° £ 2°C. Foram retiradas amostras a cada 4 horas, de forma
asséptica, para verificagcdo do crescimento microbiano.

O crescimento celular foi avaliado através da leitura de absorbancia, em comprimento de
onda de 560 nm, em espectrofotdmetro, contra um branco constituido do meio YM sem in6culo;
e do plaqueamento em dgar YM através da técnica do pour-plate. As curvas de crescimento

microbiano foram construidas a partir dos dados de absorbancia e contagem total de células.

3.4 SORO DE QUEIIO

O soro de queijo mussarela utilizado neste trabalho foi cedido pelo laticinio da COCEL
(Cooperativa Central do Alto Uruguai) em Erechim — RS. O soro de queijo foi utilizado liquido
e logo apds coletado. Em cada um dos experimentos retirou-se uma amostra de soro de queijo
para monitorar as caracteristicas pH (IAL, 1985), acidez total, gordura, proteina e lactose
(Tronco, 1997). O soro era coletado em condi¢des reais do processamento do queijo, a
aproximadamente 40°C, sendo armazenado sob refrigeracdo e utilizado para andlises e para

fermentacdo no mesmo dia.

3.5 PRODUCAO DE GOMA XANTANA

Para os ensaios de producido de goma xantana, foi utilizado meio industrial a base de soro
de queijo obtido a partir de queijo mussarela. Foi utilizado um biorreator de bancada (Figura 3)
de2,5L (BIOSTAT® B — B. Braun Biotech International GmbH), contendo 900 mL de meio de
fermenta¢do composto por: soro de queijo, 0,1 % (m/v) sulfato de magnésio e 2 % (m/v)

fosfato de potéssio, referentes as concentragdes otimizadas para producdo de goma xantana em
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agitador orbital, conforme descrito por GOLLO et al. (2006). O pH inicial do meio foi ajustado
para 7,2 e mantido livre durante a fermentacdo. O meio foi autoclavado a 121°C/15min. Ao
meio de fermentacdo foi adicionado 100 mL de inéculo sendo, portanto, o volume final
utilizado nos experimentos de 1000 mL.

Foram realizados 11 experimentos com acompanhamento cinético, sendo variadas as
condicdes de aeracdo e agitacdo conforme descrito na Tabela 2. Todos os ensaios foram
realizados a 28°C % 2°C por 72 horas, sendo retiradas amostras a cada 12 horas (GOLLO et al.
2009). As respostas avaliadas foram producio de biopolimero, células, acticares redutores totais,

oxigénio dissolvido e pH.

Tabela 2. Condi¢des experimentais avaliadas no estudo cinético realizado.

Ensaio  Aeracdo (vvm)  Agitacdo (rpm)

1 0,5 180
2 2,5 180
3 0,5 600
4 2,5 600
5 0 410
6 2,9 410
7 1,5 101
8 1,5 693
9 1,5 390
10 1,5 390
11 1,5 390

Figura 3. Ilustrag@o do aparato experimental utilizado no estudo da producdo da goma xantana
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3.6 RECUPERACAO DO BIOPOLIMERO

A recuperag@o do biopolimero do caldo fermentado foi realizada através centrifugacéo a
9625 x g por 30 minutos a 4°C, para a sedimentacio das células. As células sedimentadas foram
colocadas em placas de petri previamente pesadas e secas em estufa, a uma temperatura de 50-
60°C * 5°C, até massa constante, aproximadamente 24 horas, sendo calculada a massa seca de
células para o volume total de caldo (GIAVASIS et al., 2003).

Ap6s a retirada das células, ao sobrenadante que continha o polissacarideo, foi adicionado
etanol 92,6°GL (1:4 v/v) para precipitacdo da goma. Essa solucdo foi armazenada sob
refrigeracdo * 4°C, durante 24 horas. Transcorrido o tempo de refrigera¢do, as amostras foram
centrifugadas a 9625 x g, durante 30 minutos, a 4°C, para recuperacdo do biopolimero
precipitado. O precipitado foi colocado em placas petri - previamente pesadas - e seco em estufa
(50°C/24 horas) até massa constante. A massa seca foi ressuspendida em dgua ultrapura (sistema
milli-Q, milipore) e liofilizadas. O polissacarideo liofilizado foi armazenado em frascos
plasticos vedados. Para realizacdo das andlises reoldgicas (viscosidade aparente), o
polissacarideo foi dialisado por 48 horas contra dgua ultrapura estéril, sendo novamente

liofilizado e armazenado em frascos vedados (PACE, 1991; FIALHO, et al., 1999).

3.7 FORMULACAO DO PROBLEMA DE MODELAGEM MATEMATICA DO PROCESSO
DE PRODUCAO DE GOMA XANTANA

O desenvolvimento de um modelo matemadtico para qualquer processo depende da maneira
como sdo coletados os dados experimentais que serdo usados na estimagdo de parametros. No
caso deste trabalho, onde foi avaliado a influéncia da agitacdo e aeracdo sobre o consumo de
lactose, crescimento microbiano e produgdo de goma xantana, inviabiliza a proposicdo de um
modelo puramente fenomenoldgico para o processo, o qual é baseado nas equacdes de balanco
de massa mais o modelo cinético de crescimento. A dificuldade reside no fato que a condicdo
inicial (em termos de concentragdo de células, lactose e goma) é sempre a mesma em todos os
experimentos, ndo sendo possivel avaliar o efeito das varidveis operacionais estudadas.

Por outro lado, a aplicagdo de um modelo puramente empirico baseado em redes neurais é

invidvel, devido a baixa quantidade de dados experimentais coletados. Conforme ja apresentado
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na revisdo deste trabalho, as redes neurais apresentam como principais desvantagens a
necessidade de grande quantidades de dados para o seu treinamento e a baixa capacidade de
extrapolacdo. Uma alternativa € combinar as duas estratégias no desenvolvimento de um

modelo hibrido.

O modelo hibrido consiste em agrupar numa unica abordagem as vantagens da
modelagem fenomenoldgica e as vantagens das redes neurais. As equagdes do balango de massa
governam o comportamento do sistema e as redes neurais fornecem os valores dos parametros
para os modelos. A Figura 4 apresenta um diagrama esquemadtico do funcionamento do modelo
hibrido empregado neste trabalho. Por exemplo, para calcular o valor das varidveis de estado
(X, S, P) em t + At € necessario fornecer para a rotina de integracdo numérica uma condi¢éo
inicial (X0, S0, PO) e o valor de p (o qual é dependente de X, S, P). Os valores das varidveis de
estado sdo fornecidos pelo usudrio (quando € condig¢@o inicial) ou pela prdpria rotina de
integracdo, sendo calculados e re-alimentados no programa. Tanto a equacio para p quanto as
equacdes de balagco sdo dependentes de um conjunto de pardmetros cinéticos. Esses parametros
serdo calculados pelas redes, a partir de um conjunto de dados de entrada, e fornecidos para a

rotina de integracdo numérica.

t, X0, S0, PO Lo n
 — Modelo Cinético :}
t. X0, S0, PO X8, P
par | ——— Equacgdes de Balango :>
Entrad
— Redes Neurais |:‘par “:

Figura 4: Diagrama esquemadtico do funcionamento do modelo hibrido

3.7.1 Parte Fenomenolégica

A parte fenomenoldgica do modelo hibrido que descreve a producdo de goma xantana em

biorreator batelada € baseada nas seguintes hipéteses:

® O biorreator é considerado como um tanque de mistura perfeita;
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® O balango energético foi desconsiderado, uma vez que todo o processo foi realizado sob

um rigido controle de temperatura;

e O ftnico substrato limitante no meio € a concentragdo de lactose. Todos os outros
nutrientes, tais como: nitrogénio, fosfato e fatores de crescimento foram considerados

em excesso, ndo sendo incluidos nas equagdes de balanco;
e O crescimento celular ocorre exclusivamente devido ao consumo de lactose;
¢ A producdo de goma xantana € parcialmente associada ao crescimento microbiano;

O modelo matemadtico proposto consiste de um conjunto de equagdes algébrico-
diferenciais levando em considera¢do o crescimento microbiano (X), o consumo de substrato

(S) e a produgado de goma xantana (P), conforme descrito pelas seguintes equagdes:

X
il—[= (1)
das 1
E:_Y_'MX (2)
P
‘fl—t=<au+ﬁ)x 3)

De acordo com simulagdes preliminares foi verificado que o modelo cinético de
crescimento microbiano que melhor representou o processo foi o modelo de Contois, sendo

descrito conforme:

S

—— 4
kX +S @

l"tzp‘max

3.7.2 Parte Empirica

A rede proposta neste estudo € uma rede do tipo feedforward, a qual é composta por trés
camadas denominadas de camada de entrada, intermedidria e de saida. O nimero de neurdnios
na camada de entrada serd definido como sendo igual ao nimero de varidveis de entrada; o
nimero de neurdnios na camada intermedidria serd definido por tentativa e erro, buscando-se o
nimero minimo de neurdnios que fornece o menor erro quadritico e, a0 mesmo tempo, que
apresente resultados satisfatérios; a camada de saida serd composta por 5 neurdnios, os quais

correspondem aos parametros do modelo. A fun¢do de ativagdo usada na aplicacdo de redes
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neurais no modelo hibrido serd a tangente hiperbdlica. Como a funcio de transferéncia usada
neste trabalho apresenta respostas normalizadas entre -1 e 1, os dados de saida da rede, ou seja,
os pardmetros do modelo foram denormalizados, conforme apresentado na tabela seguinte. A
Tabela 6 apresenta os limites maximos e minimos para cada pardmetro do modelo. Os mesmos

limites apresentados na Tabela 6 foram usados para a denormaliza¢do dos parametros da rede.

Tabela 3: Limites dos Parametros usados na denormaliza¢@o das saidas da rede neural

Parametros Limite Inferior Limite Superior
Yy () 0,0 0,65
o (U.mL™") 0,0 10,0
B (UmL"'h™ 0,0 10,0
Hmax (h_l) 0,0 1a0
ko (g.Lh 0,0 10,0

Os dados de entrada que serdo utilizados para o treinamento da rede sdo: tempo de
fermentacgdo, agitacdo e aeracdo, as quais sdo as varidveis manipuladas do processo de produgdo
de goma xantana. O nimero de neurdnios da camada intermedidria foi determinado por tentativa
e erro, sendo considerado o nimero de unidades que possibilitou a obtengdo do menor valor da

funcdo objetivo.

No modelo hibrido, a rede fornece o valor dos pardmetros do modelo. Ou seja, os pesos
e bias sdo otimizados de maneira que se encontre o conjunto de pardmetros Otimos que
minimize o erro quadrético entre o valor da varidvel de estado calculada pelas equagdes do

modelo fenomenolégico e o valor experimental, conforme definido pela equacgao:

FO = min ) (Y, - Y., ) (7)

i=1

As equacdes dos modelos foram resolvidas numericamente pelo algoritmo LIMEX e os
pesos 6timos da rede foram determinados pelo algoritmo simulated annealing . Os valores das
varidveis de estado calculados e experimentais usados no cilculo da FO foram normalizados

entre 0 — 1, devido a ordem de grandeza entre as varidveis.

Durante a etapa de treinamento da rede foi usado um conjunto experimental composto
por 9 fermentacdes com agitacio e aeragdo variando na faixa de 101 a 693 rpm e 0 a 2,5 vvm,

respectivamente. Para a validacdo do modelo foram usadas 2 fermentagdes adicionais com
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agitacdo e aeracdo de 390 rpm e 1,5 vvm, respectivamente ¢ 600 rpm e 2,5 vvm,

respectivamente.

Os dados experimentais usados nesse trabalho foram determinados em periodos
igualmente espagados de 12h. Portanto, as entradas da rede serdo alimentadas a cada 12h de
fermentacdo. Como a LIMEX fornece virias saidas densas dentro desse intervalo, optou-se por
empregar o mesmo conjunto de pardmetros dentro de cada intervalo. Por exemplo, no periodo
entre Oh — 11,999 a rede € alimentada com os dados determinados experimentalmente em t = 0.
A rede s6 serd re-alimentada quando o tempo for igual 4 12h. Ou seja, no periodo de Oh —
11,999h tem-se o mesmo conjunto de pardmetros; no periodo de 12h — 23,999h tem-se um novo

conjunto de pardmetros, seguindo o mesmo raciocinio no decorrer da fermentagdo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO DA PRODUCAO DA GOMA XANTANA

As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados obtidos nos experimentos cinéticos, em
diferentes condi¢des de agitacdo e aeracdo (Tabela 2).
.Tabela 4. Cinética da producdo de goma, formacgdo de células e consumo de substrato para os

experimentos 1 a 6. Unidades: [g.L’l].

Tempo Lactose Células Goma Tempo Lactose Células Goma
0 4,422 0,5 0 0 4,52 0,7 0
12,00 4,469 0,8 32 12,00 3,78 1,1 5,4
24,00 3,734 1,2 4,5 24,00 2,81 1,6 6,6
36,00 3,094 3,0 6,3 36,00 2,45 3,2 7,1
48,00 2,905 32 10,1 48,00 2,31 4,5 12,3
72,00 1,440 4,0 20,0 72,00 2,22 4,0 24,0
96,00 1,500 4,1 19,8 96,00 2,00 4,1 21,0
Experimento 1 Experimento 2
Tempo Lactose Células Goma Tempo Lactose Células Goma
0 4,61 0,7 0 0 4,61 0,7 0
12,00 4,30 2,3 8,2 12,00 3,10 3,1 11,1
24,00 3,50 2,5 8,9 24,00 2,90 3,9 15,7
36,00 2,30 32 9,1 36,00 1,30 4,1 16,2
48,00 2,40 4,0 11,1 48,00 1,40 4,4 18,3
72,00 2,20 4,0 18,0 72,00 1,50 4,5 29,0
96,00 1,90 4,1 18,9 96,00 1,20 4,6 28,2

Experimento 3 Experimento 4



Tempo Lactose Células Goma
0 4,5 0,8 0
12,00 4,3 29 8,2
24,00 3,8 3,0 9,3
36,00 29 4,0 10,2
48,00 1.4 4,2 11,3
72,00 1,5 4,5 15,0
96,00 1,2 4,6 16,0

Experimento 5

Tempo Lactose Células Goma

0 4.5 0,8 0,0
12,00 3,5 2,9 10,1
24,00 3,0 3,0 11,4
36,00 2,9 4,0 12,4
48,00 1,4 4,2 15,1
72,00 1,3 4,5 20,2
96,00 1,2 4,6 21,2

Experimento 6
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Tabela 5. Cinética da producdo de goma, formagdo de células e consumo de substrato para os

experimentos 7 a 11. Unidades: [g.L’l].

Tempo Lactos Célula Goma
e S
0 4,5 0,8 0,0
12,00 4,0 1,5 11,1
24,00 2,5 3,0 13,3
36,00 29 4,2 14,9
48,00 1,1 4 15,1
72,00 1,3 3,8 15,3
96,00 1,2 3,9 15,0
Experimento 7
Tempo Lactos Célula Goma
e S
0 4,8 0,8 0
12,00 3,2 3,2 14,1
24,00 2,9 3,8 15,5
36,00 1,8 4,5 16,3
48,00 1,3 4.8 21,2
72,00 1,5 3,8 36,0
96,00 1,6 3,9 35,3

Experimento 9

Tempo Lactos Célula Goma
e s
0 4,5 0,8 0,0
12,00 4,0 3,2 14,1
24,00 2,5 3,8 15,5
36,00 2,9 4,5 16,3
48,00 1,1 4.8 21,2
72,00 1,3 3,8 25,7
96,00 1,2 3,9 31
Experimento 8
Temp Lactos Célula Goma
e s
0 4,8 0,8 0
12,00 4,3 3,1 14,1
24,00 29 3,6 15,5
36,00 1,9 4,0 16,3
48,00 1,1 4,5 21,2
72,00 1,3 3,8 35,3
96,00 1,5 3,9 35,7

Experimento 10
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Tempo Lactose Células Goma

0 4,8 0,8 0
12,00 4,1 2,9 14,1
24,00 2,7 35 15,5
36,00 2,1 4,3 16,3
48,00 1,2 4,7 21,2
72,00 1.3 3.8 36,2
96,00 1,2 3.9 35,9

Experimento 11

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4 pode-se perceber que a maior producgio
de goma xantana ocorre entre 72 h e 96 h. Esse fato ocorre devido a bactéria Xanthomonas
campestris excretar para o meio seu metabdlito na sua fase de desaceleracdo e declinio celular,
sendo a formacdo de produto parcialmente associada ao crescimento da biomassa. Segundo
Casas et. al. (2000), as varidveis temperatura, velocidade de agitacdo e concentragdo inicial de
oxigénio afetam a taxa e rendimento da producdo de goma xantana. A producdo de células é
mdaxima ja em 48 h para alguns experimentos e em 72 h a 96 h de fermentacao para o restante.

Nos experimentos 1, 3, 4, 5 e 6 a maxima producdo de células ocorre no final da
fermentagdo, o que indica ser a aeragdo o fator determinante. Nesses experimentos a aeracdo € a
dos niveis experimentais mais baixos, repercutindo num tempo mais longo de crescimento
celular devido a disponibilidade de oxigénio para a manutencdo e duplicacdo celular ser menor.
Ja para os experimentos 2, 7, 8, 9, 10 e 11 a aeracdo é a dos niveis mais altos, resultando num
tempo mais curto de producdo celular maxima e, ainda, tendo uma formagdo de produto mais
acentuada. Verifica-se que a lactose foi consumida no decorrer da fermentagdo, evidenciando
que a bactéria X. campestris pv € capaz de utilizar a lactose como fonte de carbono para
produgdo de goma xantana, comprovando os resultados encontrados por GOLLO (2006).

A andlise estatistica dos resultados apresentados na Tabela 4 referentes a mdaxima
producgdo de células e concentracdo de goma xantana possibilita a avaliagdo dos efeitos das
varidveis estudadas (agitacio e aeracdo). A Figura 5 apresenta os efeitos principais, quadraticos
e de interacdo entre as varidveis para a concentracdo méaxima de goma xantana (Figura 5a) e
mdéxima concentracdo celular obtida (Figura 5b).

Conforme pode ser visualizado, tanto aeracdo quanto agitacdo apresentam influéncia
estatisticamente significativa (p<0.1) na producio de goma xantana. O incremento no valor das

duas varidveis pode levar a um incremento na producdo de goma xantana, uma vez que OS
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efeitos lineares dessas varidveis foram positivos. Com relagdo aos termos quadraticos, os
mesmos apresentaram valores negativos que, do ponto de vista matematico, indicam a presenca
de um ponto de maximo. Do ponto de vista de bioprocessos, este resultado € interessante, pois
indica que existe um conjunto de valores para as varidveis operacionais (agitacdo e aeracdo) em
que a producdo de goma xantana € 6tima. Sendo assim, a otimizacdo do processo pode ser
obtida através da aplicacdo da metodologia de planejamentos de experimentos ou através do
desenvolvimento de um modelo matemdtico que possa ser usado como ferramenta de

otimizagdo.

Aeragao(Q)

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

(1)Aeragan(L)

2]
1
(2)Agitagao(L) | E 2222222 Aeragao(Q) F

9288562

stimaco Efeito Estima
a) b)
Figura 5: Anélise dos efeitos das varidveis estudas sobre a mdxima concentracdo de goma

xantana (a) e a maxima concentragdo celular (b) obtidas nos experimentos da Tabela 4.

Com relacdo ao crescimento microbiano, pode-se perceber que a unica varidvel que
apresenta efeito significativo positivo (p<0.15) é a agitacdo do sistema. Este resultado é
esperado, devido ao fato que a producdo de goma aumenta a viscosidade do meio, exigindo um
incremento na agitagdo para tornar o meio uniforme. Os demais efeitos ndo foram
estatisticamente significativos.

Alguns autores também relataram a influéncia do tempo de fermentagdo na produgdo da
goma, onde um maior tempo de fermentacao acarreta uma maior produtividade, como (SOUZA
e VENDRUSCULO, 2000; ANTUNES et al., 2000b; MOREIRA, et al, 2001). Isto também foi
observado por PADILHA, (2003) trabalhando com X. axonopodis pv manihotis onde obteve
producio de 6,9 gL' ¢ 7,9 g.L'! com 72 h e 96 h de fermentagdo, respectivamente.

NITSCHKE, et al. (2001) utilizando agitagdo de 180 rpm e 28 °C alcangou uma
producdo de 14,7 g/lkg em meio a base de soro de leite integral 4% (soro de queijo em po)
adicionando 0,01% de sulfato de magnésio e 0,5% de fosfato de potdssio, porém com outra
bactéria (C;L). Sabe-se que diferentes linhagens de X. campestris podem produzir goma xantana

com diferentes composi¢cdes, viscosidade e rendimento. Por esse motivo salienta-se a
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importancia de pesquisas de novas linhagens que possam produzir goma xantana em meio de
soro de queijo com alto rendimento e de boa qualidade.

Meio a base de soro de queijo diluido 1:4 com &4gua foi utilizado para a producio de
gelana, obtendo-se 7,9 g.L” do polissacarideo. Ao aumentar a dilui¢io do soro de queijo,
ocorrem diminui¢des na producdo de gelana (FIALHO et al., 1999).

Residuos agroindustriais estdo sendo utilizados em muitos trabalhos envolvendo a
producdo de polissacarideos, entre eles pode-se citar a producdo de goma xantana em &dgua
residual de moinho de azeitona, onde foi obtida uma produgdo de 7 g.L'1 de goma utilizando-se
20% do rejeito (LOPEZ, et al., 2001); em meio contendo melaco, chegando a uma producdo de
53 g L' (KALOGIANNIS, et al., 2003) e 38,16 gL' de goma xantana (MAYESKI, 2005).
Esses resultados confirmam o que foi descrito por MOREIRA, et al., (2001), que os
rendimentos de goma xantana dependem da composi¢do do meio e da linhagem da bactéria X.
campestris utilizada.

GOLLO (2006), utilizando a mesma linhagem e o mesmo meio de producdo em
experimentos realizados em shaker a 28°C e 180 rpm, obteve um maximo de produgéo de 25,42
gL em 72 horas de fermentagdo. Esses valores foram superiores aos obtidos por ROTTAVA
(2005), que, entre outras, utilizou a mesma cepa, mas em meio sintético MPI+II (g.L'l)
contendo NH;H,PO, 2,5; K,HPO4 5,0; H3;BOs; 0,006; (NH4)2SOs4 2,0; FeCl; 0,0024;
CaCl,.2H20 0,002; ZnSOs 0,002; sacarose 50,0, pH 7,0, no qual obteve 8,83g.L'1 de
polissacarideo.

MAYESKI (2005), trabalhando com meio sintético e X. campestris pv
mangiferaeindicae 1230, obteve uma producdo de 30,27 g.L'l. MOREIRA et al., (2001)
trabalhando com 18 linhagens diferentes de X. campestris, encontraram rendimentos que
variaram de 2,3 a 8,3 g.L'1 utilizando meio PMII composto por 1,5 g.L’1 NH4H,POy,; 2,5 g.L’1
K;HPOy; 0,2 g.L’1 MgS0,4.7H,0 e 50 g.L’1 de sacarose, ap6s 72 horas de fermentacdo, 28°C e
200 rpm.

ESGALHADO et al. (1995) trabalharam com X. campestris NRRL B-1459 nas seguintes
condicdes: temperatura entre 25 e 30°C e pH entre 7,0 e 8,0 com meio contendo extrato de
malte, extrato de levedura, peptona e acrescido de sais e glicose, obtiveram produ¢do maxima
de goma xantana de 18 g.L ™.

PAPAGIANNI et al. (2001) chegaram a um maximo de producdo média de 7 g.L'1 de
goma xantana em meio LBG composto por 1% m/v tripeptona, 0,5% m/v extrato de levedura,
0,5 m/v NaCl e 0,2% m/v glicose utilizando a bactéria X. campestris ATCC 1395. Esse valor foi

obtido apds 72 horas de incubag¢do com velocidade de agitacdo de 600 rpm trabalhando em
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fermentador. Verificaram que com a diminuicdo da velocidade de agitacdo ocorrem diminui¢des
na producdo de goma xantana. BERWANGER (2005) observou que niveis maiores de agitacdo
na obtencdo de polissacarideos sintetizados por Sphingomonas capsulata acarretavam maiores
produtividades, chegando a um limite de 208 rpm em agitador orbital.

De acordo com GARCIA-OCHOA et. al. (2000), a produgio de xantana é acompanhada
por um grande aumento na viscosidade do meio devido o acimulo do exopolissacarideo,
provocando uma reducdo significativa na taxa de transferéncia de oxigénio. Com o aumento na
viscosidade, a velocidade de agitagio ndo deve ser mantida constante durante o processo, pois a
transferéncia méassica de oxigénio pode ser afetada, alterando a producdo de goma xantana.

De acordo com CHI e ZHAO (2003) pesquisas feitas com pululana indicam que diferentes
velocidades de rotacdo dos frascos tiveram grande efeito na biosintese do biopolimero,
indicando que um aumento na agitacdo acarreta um aumento no rendimento. Assim a literatura
cita que o coeficiente de transferéncia de oxigé€nio estd correlacionado com a velocidade de
agitacdo e velocidade superficial do gés, e no caso de fluidos ndo-newtonianos, a viscosidade do
meio também deve ser levada em conta (GARCIA-OCHOA, 2000). A produgdo maxima de
goma ocorre quando a produgdo de células atinge seu maximo(96 horas) e a producdo de goma
xantana tem seu maximo em 96 horas.

A agitac@o e a aeracdo s@o parametros necessdrios para evitar condi¢des de anaerobiose
decorrentes de alta viscosidade do meio devido a formacdo do polissacarideo,visto que a
bactéria € estritamente aerébia.Os microorganismos conseguem manter bom desempenho e,
quando cultivados em baixas concentracdes de oxigé€nio dissolvido, s@o interessantes para o
ponto de vista econdmico.A manutengdo de altas concentragdes de oxigénio dissolvido demanda
um maior consumo de energiaem virtude de uma maior agitacio e aeracdo
(SCHMIDELL,2001).

NITSCHKE, et al. (2001) utilizando agitagdo de 180 rpm e 28 °C, alcangou uma
producdo de 14,7 g/kg em meio a base de soro de leite integral 4% (soro de queijo em po),
adicionando 0,01% de sulfato de magnésio e 0,5% de fosfato de potdssio, porém com outra
bactéria (C;L). Sabe-se que diferentes linhagens de X. campestris podem produzir goma xantana
com diferentes composi¢cdes, viscosidade e rendimento. Por esse motivo salienta-se a
importancia de pesquisas de novas linhagens que possam produzir goma xantana em meio de
soro de queijo com alto rendimento e de boa qualidade.

Meio a base de soro de queijo, diluido 1:4 com 4gua foi utilizado para a producgido de
gelana, obtendo-se 7,9 g.L” do polissacarideo. Ao aumentar a dilui¢io do soro de queijo,

ocorrem diminui¢des na produgdo de gelana (FIALHO et al., 1999).



54

Residuos agroindustriais estdo sendo utilizados em muitos trabalhos envolvendo a
producdo de polissacarideos. Entre eles pode-se citar a producdo de goma xantana em &agua
residual de moinho de azeitona, onde foi obtida uma producdo de 7 g.L"' de goma, utilizando-se
20% do rejeito (LOPEZ, et al., 2001); em meio contendo melaco, chegando a uma produgio de
53 g L' (KALOGIANNIS, et al., 2003) e 38,16 gL' de goma xantana (MAYESKI, 2005).
Esses resultados confirmam o que foi descrito por MOREIRA, et al., (2001), que os
rendimentos de goma xantana dependem da composi¢do do meio e da linhagem da bactéria X.
campestris utilizada.

Alguns autores também relataram a influéncia do tempo de fermentacao na producdo da
goma, em que um maior tempo de fermentacdo acarreta uma maior produtividade (SOUZA e
VENDRUSCULO, 2000; ANTUNES et al., 2000b; MOREIRA, et al, 2001). Isso também foi
observado por PADILHA, (2003), trabalhando com X. axonopodis pv manihotis, onde obteve

producio de 6,9 gL' ¢ 7,9 g.L'! com 72 horas e 96 horas de fermentagdo respectivamente.

4.2 MODELAGEM MATEMATICA DO PROCESSO DE PRODUCAO DE GOMA
XANTANA

No desenvolvimento do modelo hibrido é necessario definir a arquitetura da rede neural
mais adequada para representar o processo. As entradas da rede foram definidas como sendo o
tempo de fermentacdo e as duas varidveis operacionais, agitacdo e aeracdo, totalizando trés
entradas. As saidas da rede sdo os parametros do modelo matemaético proposto, que corresponde
a 5 unidades. O nimero 6timo de neurdnios da camada intermedidria deve ser determinado para
que a rede possa estimar de maneira satisfatéria os pardmetros do modelo. Neste trabalho, foi
avaliada a influéncia de 1-10 neurdnios na camada intermedidria, cujos resultados sdo
apresentados na Figura 6. Como pode ser visto, a partir de 2 neur6nios na camada intermedidria
ha pouca influéncia sobre o valor da fungdo objetivo. No entanto, a configuracio com 8
neurdnios internos apresentou os melhores resultados em termos do ajuste global, sendo que a

arquitetura 6tima da rede utilizada neste estudo foi 3-8-5.
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Figura 6: Influéncia do nimero de neurdnios intermedidrios no valor da funcdo objetivo.

A partir da escolha da melhor arquitetura da rede neural, a proxima etapa é a simulacio
do processo. As Figuras 7 e 8 apresentam os resultados referentes ao desempenho do modelo
hibrido proposto para simular o processo de producdo de goma xantana no biorreator batelada.
Como pode ser visto, o modelo apresentou resultados satisfatérios com relagdo ao ajuste dos
dados experimentais, principalmente no que diz respeito ao consumo de lactose no meio. Com
relacdo ao crescimento microbiano, o modelo foi apto para predizer a tendéncia de crescimento,
com excecdo do experimento 2, onde o modelo apresentou resultados insatisfatérios. Com
relagdo a producdo de goma xantana, o0 modelo representou de maneira satisfatéria a tendéncia

do processo.
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Figura 7: Avaliacdo do desempenho do modelo hibrido proposto para simular o processo de

producdo de goma xantana nos experimentos 1-5.
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Figura 8: Avaliacdo do desempenho do modelo hibrido proposto para simular o processo de

produgdo de goma xantana nos experimentos 6-11.

Os resultados obtidos na modelagem matemética do processo de produgdo de goma
xantana usando o modelo hibrido proposto foram satisfatérios. Estes resultados indicam que a
estratégia de combinar redes neurais € modelo fenomenoldgico em uma estrutura hibrida é uma
ferramenta interessante para a simulacdo de bioprocessos, principalmente nos casos onde se tem
pouca informacdo a cerca dos mecanismos envolvidos no crescimento microbiano. Resultados
similares com relacdo a aplicacdo de modelos hibridos para a estimacdo de pardmetros de
bioprocessos foram obtidos por Mazutti (2006), onde o modelo hibrido apresentou melhor
desempenho em relagdo ao modelo puramente fenomenoldgico e com relagdo a aplicacido de

redes neurais puras (Mazutti et al., 2010).



5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos neste trabalho com relacdo aos efeitos da agitacdo e aeracdo
permitem concluir que, ambas as varidveis apresentam influéncia sobre a producdo de goma
xantana e, com relagdo ao crescimento microbiano, somente a agitacdo apresentou influéncia
significativa no processo. Além disso, as maiores producdes de goma foram verificadas no
periodo final de fermentag@o (entre 72 e 96h). Esse fato ocorre devido a bactéria Xanthomonas
campestris excretar para o meio seu metabdlito na sua fase de desaceleracdo e declinio celular,
indicando que a formacao de produto € parcialmente associada ao crescimento microbiano.

Com relagdo ao modelo matemético proposto para representar o processo de producdo de
goma xantana em biorreator batelada, pode-se verificar que o emprego de uma estrutura hibrida,
combinando as equacdes de balangco de massa com as redes neurais, ¢ uma ferramenta
interessante para a estimacdo de parametros em bioprocessos.Os resultados obtidos nesse
trabalho com relagdo a qualidade de ajuste foram satisfatério, uma vez que o modelo foi apto
para descrever o perfil cinético do crescimento microbiano, consumo de lactose e produgdo de
goma xantana no meio. O modelo hibrido é uma ferramenta interessante a ser utilizada em
bioprocessos, principalmente nas situagdes onde o a rota metabdlica ndo é bem conhecida ou
elucidada.

O desenvolvimento desta dissertacio teve como um dos principais objetivos de propiciar
um incremento no conhecimento da modelagem de bioprocessos, com grande apelo ao uso de
meio alternativo, neste caso, o soro de queijo para que uma série de trabalhos possam ser

realizados no futuro. A seguir serdo apresentadas algumas sugestdes para trabalhos futuros:

e Usar dados de consumo de oxigé€nio para estimar os parametros do modelo hibrido

verificando seu comportamento.
e Desenvolver estratégias de controle de processos, a partir do modelo matematico.

e Uso do modelo matematico para a otimizacdo da producdo de goma xantana.
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