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IMOBILIZACAO DE Xanthomonas campestris COM SINTESE SIMULTANEA DE
POLIURETANO PARA PRODUCAO DE GOMA XANTANA

Raiza de Almeida Mesquita
Fevereiro/2018

Orientadores: Dra. Jamile Zeni

Dr. Rogério Luis Cansian

A goma xantana é um biopolimero utilizado nos mais diversos segmentos industriais, e € produzida
pela bactéria Xanthomonas campestris. A imobilizacdo de células é uma alternativa para melhoria
do processo de producdo de goma xantana, reduzindo o tempo e 0s custos e elevando o rendimento.
O presente trabalho teve como objetivo imobilizar o micro-organismo Xanthomonas campestris
com sintese simultdnea em poliuretano. O processo de imobilizagdo do micro-organismo se deu
com a mistura de poliol e isocianato. A imobilizacdo, bem como a estabilidade do imobilizado em
relacdo ao armazenamento e a capacidade de reciclos reacionais foram avaliadas pela quantidade
de goma xantana produzida e pelo desprendimento de células da matriz. De acordo com o0s
resultados obtidos, o processo de imobilizacdo apresentou aumento de producdo de goma xantana
de 274% em relagdo as células livres. Os resultados do reciclo continuo demonstraram a
possibilidade de reutilizar o imobilizado por até 5 vezes, considerando 50% da producdo de goma
inicial. O armazenamento em diferentes temperaturas, 4°C, -4°C e -80°C, por trinta dias ndo afetou
a capacidade metabdlica das células imobilizadas de produzirem goma xantana, sendo que o
armazenamento em ultrafreezer (-80°C) apresentou maior producdo de goma xantana e menor

desprendimento de células.

Palavras-chave: in situ, imobilizagdo, Xanthomonas campestris, goma xantana.
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IMMOBILIZATION OF XANTHOMONAS CAMPESTRIS AND SIMULTANEOUS
SYNTHESIS OF POLYURETHANE FOR XANTHAN GUM PRODUCTION

Raiza de Almeida Mesquita
February/2018
Advirsors: Dra. Jamile Zeni
Dr. Rogério Luis Cansian

Xanthan gum is a biopolymer with varied applications, being used in many industrial branches, and
is produced by the bacteria Xanthomonas campestris. Cell immobilization is an alternative to
enhance xanthan gum production, reducing both time and costs, while increasing yield. The present
study intended to immobilize the micro-organism Xanthomonas campestris in situ in polyurethane.
The immobilization process occurred with the mixture of polyol and isocyanate. The
immobilization, as well as the storage stability of the immobilized cells and the capacity of recycles
were evaluated by the production of xanthan gum and by the cell leakage from the matrix.
According to the results, the immobilization process increased the xanthan gum production by
274%. The continuous batch fermentations showed the possibility of reusing the immobilized cells
up to 5 times, considering 50% of the initial xanthan gum production. The storage in different
temperatures, 4°C, -4°C e -80°C during thirty days did not affect the metabolic capacity of the
immobilized cells to produce xanthan gum, and the storage in -80°C showed higher xanthan gum

production and lower cell leakage from the matrix.

Keywords: in situ, immobilization, Xanthomonas campestris, xanthan gum.
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1 INTRODUCAO

A goma xantana, um biopolimero de grande importancia industrial, foi descoberta em
1950 nos laboratorios do Departamento de Agricultura estado-unidense, e foi o primeiro
polimero natural a ser produzido em escala industrial (MARGARITIS & ZAJIC, 1978;
GARCIA-OCHOA et al., 2000; HABIBI & KHOSRAVI-DARANI, 2017). A goma xantana
é resultado da fermentacdo de glicose e outros acgucares pela bactéria Xanthomonas
campestris. Devido a sua estrutura, a tem aplicacdo nos mais diversos segmentos industriais,
tais como setor de alimentos, fa&rmacos e industria petroquimica (ZHANG & CHEN, 2010).
As pesquisas desenvolvidas nos anos sessenta culminaram na comercializagdo da goma
xantana com o nome de Kelzan®, pelo laboratério Kelco, no mercado até os dias atuais
(SUBHASH, JADHAV & JANA, 2015).

Foi estimado um consumo de 248.578 toneladas de goma xantana no ano de 2016,
envolvendo US$ 699 milhdes (BCC RESEARCH, 2017). Nos Estados Unidos, o consumo de
goma xantana tem um crescimento anual entre 5 e 10% (SUBHASH et al., 2015; HABIBI &
KHOSRAVI-DARANI, 2017). Recentemente, em pesquisa da BCC Research (2017), foi
estimado que, em 2017, o mercado de goma xantana movimentou cerca de US$ 737 milhGes,
com uma projecéo de crescimento anual de 5,7% em cinco anos (2017-2022). Espera-se ainda
que o mercado de goma xantana chegue a movimentar no minimo US$ 972 milhdes em 2022
(BCC RESEARCH, 2017).

As indUstrias que se destacam na producdo de xantana se encontram em paises como
Estados Unidos (Merck, Pfizer, Archer-Daniels-Midland Company, CP Kelco US Inc,
DuPont, Cargill, Gum Technology Corporation, Wego Chemical Group), China (Fufeng
Group Company Ltd, Hebei Xinhe Biochemical Co Ltd, Deosen Biochemical Ltd, Meihua
Holdings Group Co Ltd), Austria (Jungbunzlauer AG) e Franca (Sanofi SA, Rhone-
Poulenc SA) (FRONT RESEARCH, 2016; ZION MARKET RESEARCH, 2016).

Como sua producdo industrial se da pela fermentacéo de glicose ou de sacarose, e estas
matérias-primas tém um custo elevado, a goma xantana possui alto valor agregado, sendo que
50% deste valor final esta relacionado com a separacdo e purificagdo do processo
(SUBHASH, JADHAV & JANA, 2015; LI et al., 2016). Uma alternativa que permite melhor
separacdo e purificacdo do produto € a imobilizacdo de micro-organismos, sendo uma
abordagem de baixo custo para a melhoria do processo, j& que o suporte oferece protecéo as
celulas e também proporciona a reutilizagdo dos micro-organismos imobilizados (KOSSEVA,
2011).
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A imobilizacdo em espuma de poliuretano oferece diversos aspectos positivos, tais
como grande resisténcia a forca mecénica, a solventes organicos e a ataques microbioldgicos,
além de ser facil de manusear e ter custo acessivel. O poliuretano tem sido usado como matriz
de imobilizacdo para diferentes micro-organismos, e foi amplamente utilizado para diferentes
propositos (PATIL et al., 2006; NIE et al., 2016; WAN-MOHTAR et al., 2016).

Os estudos disponiveis na literatura avaliam diversos meios de reduzir o custo de
producdo da goma xantana através do uso de fontes de carbono alternativas (SILVA et al.,
2009; ZABOT et al., 2011; SUBHASH, JADHAV & JANA, 2015; LI et al., 2016) e através
do uso de fermentacdo em estado sélido (ZHANG & CHEN, 2010). Até o presente momento,
apenas um estudo (NIKNEZHAD et al., 2016) aborda a producéo de goma xantana utilizando
a técnica de imobilizacdo para 0 micro-organismo X. campestris, sendo este em alginato ,
fazendo com que o presente estudo de imobilizacdo in situ em poliuretano para este micro-

organismo seja pioneiro.
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2 OBJETIVO GERAL

Tendo em vista as possibilidades da imobilizacdo celular, o objetivo geral deste
trabalho foi imobilizar Xanthomonas campestris em suporte de poliuretano para producédo de

goma Xantana.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir goma xantana a partir de X. campestris na forma livre;

e Imobilizar X. campestris in situ em suporte de espuma de poliuretano;

e Produzir goma xantana a partir de X. campestris imobilizada;

e Avaliar a estabilidade de estocagem e o reciclo operacional do biocatalisador

imobilizado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serd apresentado uma breve revisdo da literatura sobre X. campestris, 0
produto da sua fermentacdo, goma xantana, suas caracteristicas, propriedades e aplicacdes;

imobilizacdo de micro-organismos e suportes utilizados.

3.1 Xanthomonas campestris

X. campestris é uma bactéria pertencente a familia Pseudomonadaceae. E um
fitopatdgeno, Gram-negativa, com formato de bastonete de 0,4-0,7 um de largura e 0,7-1,8
um de comprimento, possuindo um unico flagelo polar, de 1,7-3 um de comprimento
(CADMUS et al., 1976; GARCIA-OCHOA et al., 2000; LOPES et al., 2015). Uma imagem
de Microscopia Eletronica de Transmissao é apresentada na Figura 1. A X. campestris é um
micro-organismo quimio-organotréfico e estritamente aerdbio, ndo desnitrificante,
catalase-positiva e oxidase-negativa (CADMUS et al., 1976; GARCIA-OCHOA et al.,
2000).

Figura 1: Microscopia Eletrénica de Transmissdo de Xanthomonas campestris.

FONTE: Garcia-Ochoa et al. (2000)
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Suas colonias sdo amareladas e regulares, e 0 meio mais utilizado para seu crescimento
é 0 meio Yeast Malt (YM) e sua variante YG-T (Yeast-Glucose-Triptone) (CADMUS et al.,
1976; GARCIA-OCHOA et al., 2000). O magnésio tem um efeito positivo no crescimento
celular, e grandes concentracdes de nitrogénio estimulam a reproducdo de células, sendo
principalmente utilizados para produgdo de enzimas e para 0 metabolismo catabdlico e
anabolico das células, mas ndo tém papel na estrutura da xantana. Nitrogénio, fésforo e
enxofre tem efeito significativo na producdo de goma xantana (HABIBI & KHOSRAVI-
DARANI, 2017).

Diversos estudos foram realizados para otimizar processos de fermentacdo usando X.
campestris, onde foi determinado que a melhor faixa de temperatura para seu crescimento €é
entre 22° a 35°C, sendo 28°C a temperatura Otima. A agitacdo € indispensavel, e
Assis et al. (2014) concluiram que baixas agitacdes elevam a producdo de goma xantana e a
concentracdo de biomassa. O ideal para o crescimento de X. campestris € pH neutro, sendo
que este decresce a valores proximos a 5,0 durante a fermentagio (GARCIA-OCHOA et al.,
2000; LEELA & SHARMA, 2000; SUBHASH, JADHAV & JANA, 2015; LOPES et al.,
2015). De acordo com Garcia-Ochoa et al. (2000), o controle de pH melhora o crescimento
de células, mas ndo tem efeito na producdo de goma xantana. Ainda, quando o pH €
controlado, a producdo de xantana cessa quando a fase estacionéaria se inicia, independente do
modo de controle utilizado. Sem a adicao de alcalis para controle de pH, a producéo de goma

continua durante a fase estacionaria.

3.2 GOMA XANTANA

3.2.1 Caracteristicas

Goma xantana é um exopolissacarideo complexo, produzido através da fermentacéao
da glicose pelas bactérias do género Xanthomonas. E o polissacarideo de fonte bacteriana mais
usado, e o unico biopolimero bacteriano significativo no mercado de hidrocoloides global.
Solucgdes de xantana possuem propriedades espessantes, com comportamento pseudoplastico,
sendo estaveis em uma grande variedade de temperaturas, pHs e pKs. O peso molecular varia
entre 2,0 e 20,0-10° Da, composta por unidades repetidas de D-glicose, D-manose, D-acido
glucorénico, grupos D-acetil e &cido pirdvico. Sua molécula esté representada na Figura 2. A

goma xantana é altamente sollvel em agua, tanto quente quanto fria, e o tamanho de sua



19

molécula e suas interagdes proporcionam grande viscosidade em solugdes aquosas (GARCIA-
OCHOA et al., 2000; SUBHASH, JADHAV & JANA, 2015; FREITAS, ALVES & REIS,
2015).

Donot et al. (2012) descrevem que a sintese de heteropolissacarideos, de maneira geral,
ocorre atraves da assimilacdo dos aglcares e conversdo destes para nucleotideos, seguido da
ligacdo das subunidades de pentassacarideo a um transportador lipidico e, por fim, a

polimerizacdo das unidades repetidas de pentassacarideos e excrecdo para 0 ambiente.

Figura 2; Estrutura quimica da xantana. M*: Na, K, % Ca.

CH,0H CH,0H

FONTE: Donot et al. (2012)

3.2.2 Producao e recuperacao

A producdo industrial da goma xantana esta esquematizada na Figura 3 e se da através
da fermentacdo em tanques agitados com aeragdo, onde se tem um meio de cultura contendo
fonte de carbono, fonte de nitrogénio e minerais. Quando a fermentagao encerra, 0 meio possui
celulas, goma, nutrientes residuais e outros metabolitos, sendo necesséria a pasteurizagao para
eliminacdo das bactérias, e a filtragdo ou precipitacdo com A&lcool isopropilico para
recuperacdo da goma xantana. O polimero é seco, moido/liofilizado, e embalado
(KATZBAUER, 1998; GARCIA-OCHOA et al., 2000).



20

Garcia-Ochoa et al. (2000) sugerem diversos métodos para eliminacdo das células
bacterianas, tais como tratamento com agentes quimicos, com enzimas ou 0 agquecimento,
destacando que normalmente é utilizada a pasteurizacéo.

Para a recuperacdo do polimero, € feita sua precipitacéo, através da diminuicéo da
solubilidade. S&o usadas técnicas de adigdo de sal, concentracao por evaporac¢do, ultrafiltracdo
e adicdo de alcodis (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Figura 3: Fluxograma de producéo de goma xantana a nivel industrial.

Xanthomonas

Cepa congelada campestris

Biorreator In6culo Crescimento
Meio para X Remocéo das
fermentacao Pasteurizagao células
Lavagem da x S
goma Separacio Precipitacéo
Secagem Goma xantana

FONTE: Adaptado de Garcia-Ochoa et al. (2000).

Quanto a purificacdo, o método usado depende da finalidade da goma. Para uso
alimenticio, a goma xantana resultante deve ser livre de biomassa e dos reagentes usados no
processo de recuperacdo (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

3.2.3 Propriedades

A goma xantana é diferente dos outros exopolissacarideos microbianos nao apenas por

sua estrutura quimica, mas também devido as suas propriedades reoldgicas em solugdes
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aquosas (LEELA & SHARMA, 2000). De acordo com Katzbauer (1998), suas solugdes
seguem o comportamento de um fluido ndo-Newtoniano e altamente pseudopléstico. Essa
pseudoplasticidade aumenta as qualidades sensoriais em produtos alimenticios e garante um
grau alto de mixabilidade, capacidade de bombeamento e versatilidade.

A rede tridimensional formada pelas cadeias associadas faz da goma xantana um
eficiente estabilizante para suspensdes e emulsdes. A viscosidade das solugfes de xantana
praticamente ndo se altera com a temperatura entre 4 e 93°C, com o pH entre 1 e 13 e
com forcas ibnicas equivalentes a concentracdes de cloreto de sodio entre 0,05 e 1%. Ha
compatibilidade plena com uma grande diversidade de insumos usados industrialmente,
como metais, &cidos, sais, agentes redutores, outros texturizantes, solventes, enzimas,
surfactantes e conservantes (KATZBAUER, 1998).

3.2.4 Toxicidade

A toxicidade da goma xantana tem sido intensivamente pesquisada. Estudos de
irritacdo dérmica concluem que concentracfes de até 1% de goma xantana ndo geraram
irritacbes em pele em coelhos, nem suspensées com 0,1% tiveram agéo irritativa em porcos-
da-india. Coelhos que tiveram seus olhos expostos a solu¢des de 1% de goma xantana também
ndo tiveram irritacdes (FIUME et al., 2016). Freitas, Alves & Reis (2015) trazem que estudos
de toxicidade aguda através de ingestdo ndo tiveram toxicidade notada para até 20 g/kg de
peso corpéreo. Estudos relacionados a alimentacdo a longo prazo, com doses de 1 g/kg de
peso corporal durante 2 anos, ndo mostraram diferencas significativas entre grupos teste e
grupos controle de ratos albinos e cachorros da raca beagle. Em humanos, a ingestdo de 150
mg/kg de peso durante 23 dias ndo mostrou diferenca significativa nos parametros de analise
hematoldgica, quimica ou de urina (FREITAS, ALVES & REIS, 2015).

3.2.5 AplicagOes

A goma xantana tem diversas aplicagdes como emulsificante, lubrificante, agente
espessante e de mobilidade em recuperagdo de petroleo (PALANIRAJ & JAYARAMAN,
2011). Em 1988, o valor de Ingestdo Diaria Aceitavel da goma xantana foi alterado para “ndo
especificado”, confirmando sua seguranga como aditivo alimentar (HABIBI & KHOSRAVI-

DARANI, 2017). Como a goma xantana ndo é digerivel pelo ser humano, é usada para
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diminuir o valor caldrico dos alimentos, pois seu valor calorifico é de aproximadamente 0,6
kcal/g (KATZBAUER, 1998).

Em alimentos, é usada com os mais diversos fins, sendo aplicada em produtos de
panificacdo para aumentar a coesao dos grdos de amido, contribuir para a estrutura e aumentar
a vida de prateleira, devido a retencdo de umidade. Também é usada como substituto de ovos,
principalmente da clara, sem afetar aparéncia e gosto do produto. Em misturas prontas para
bolos, controla a reologia da massa, e retém gas. Sua aplicacdo também evita a sinérese e inibe
a retrogradacdo (KATZBAUER, 1998; SHARMA et al., 2006; LI & NIE, 2014).

Sua aplicacdo em bebidas é principalmente como agente espessante. A goma xantana
também ¢é eficiente para suspender polpa de frutas durante longo periodo (PALANIRAJ &
JAYARAMAN, 2011). E usada como estabilizante e espessante em molhos para salada. O
seu uso permite estabilidade da emulséo a longo prazo (PETRI, 2015). Também é usada em
racOes para animais, principalmente como estabilizante em racdes enlatadas (KATZBAUER,
1998; SHARMA et al., 2006; PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011).

Seu uso em alimentos lacteos é principalmente como estabilizante de sorvetes,
sherbets, milk shakes e iogurtes. E aplicada em cream cheese, dando consisténcia e corpo para
0 produto. Xaropes, molhos e coberturas contendo xantana tém consisténcia e viscosidade, e
a aplicacdo da goma nestes produtos € ideal devido a sua estabilidade em &cidos e as suas
propriedades pseudoplasticas (SHARMA et al.,, 2006; PALANIRAJ & JAYARAMAN,
2011).

Quando aplicada em alimentos congelados, a goma xantana aumenta a estabilidade
através da ligacdo com a &gua livre, limitando o crescimento de cristais de gelo e promovendo
a textura desejada (KATZBAUER, 1998).

Também é usada em produtos farmacéuticos, como cremes e afins, como espessante e
estabilizante, e em cremes dentais, onde proporciona brilho e facilita a passagem pela
embalagem. Além disso, controle de agua e estabilizacdo em condic¢des extremas faz com que
seja usada em fluidos de perfuracdo de petréleo (PALANIRAJ & JAYARAMAN, 2011).

3.3 IMOBILIZACAO DE MICRO-ORGANISMOS

A imobilizacdo de micro-organismos consiste no confinamento fisico ou quimico das
células em uma regido, na qual sdo mantidas suas atividades cataliticas em processos,

possibilitando a reutilizacdo das mesmas. A maioria dos processos fermentativos industriais
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convencionais utiliza células livres, embora o uso de microrganismos imobilizados permita

um aumento da produgdo devido a elevada concentracdo de células (COVIZZI et al., 2007).
A tecnologia de imobilizacdo de células é muito ampla, podendo ser utilizada para

diversos micro-organismos, em suportes variados. A Tabela 1 apresenta algumas das

imobilizacGes reportadas pela literatura.

Tabela 1: Micro-organismos imobilizados e tipos de suportes utilizados.

Suporte Micro-organismo Referéncia
Alginato Lactobacillus caseii KOURKOUTAS et al., 2004
Quitosana Enterococcus faecalis YANG, 2015

Rhodococcus rhodochrous BHASARKAR, DIKSHIT &
MOHOLKAR, 2015

Espuma de poliuretano

Gluconobacter oxydans DIKSHIT & MOHOLKAR, 2016
Bacillus gottheilii SUBBALAXMI & MURTY, 2016
Alcool polivinilico Clostridium tyrobutyricum REBROS et al., 2016
Membrana de fibra oca Escherichia coli MAN et al., 2016
Silica mesoporosa Lactobacillus rhamnosus ZHAO et al., 2016

Alginato de calcio e Xanthomonas campestris NIKNEZHAD et al., 2016
Alginato de célcio com

alcool polivinilico

Membrana de microfibra Actinobacillus succinogenes CHEN et al., 2017

de polipropileno

O estudo da imobilizacdo de células para uso na industria de alimentos tem sido bem
documentado, mas ndo ha uma resposta universal para a indagacdo de qual seria 0 método e
0 suporte mais apropriado para imobilizacdo celular (KOSSEVA, 2011).

De acordo com Giese (2015), o uso dos micro-organismos na forma imobilizada
contribui para a diminuicao do tempo de cultivo e para o aumento do rendimento do processo;
gerando maior densidade celular, maior estabilidade e, como a matriz de imobilizagdo pode
proteger as células, ainda proporciona maior tolerancia aos componentes toxicos gerados.

O processo fermentativo de bateladas continuas é estimulado pela imobilizacéo
celular, pois descarta a necessidade de adaptacdo do micro-organismo, diminui a
contaminac&o, e facilita a recuperagéo do produto final, pois as células permanecem em uma

regido especifica do biorreator. Ainda, as células podem ser utilizadas novamente, processo
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chamado de reciclo, sem a necessidade de remocdo dos mesmos dos fermentadores
(KOSSEVA, 2011; GIESE, 2015).

Karel, Libicki & Robertson (1985 apud KOSSEVA, 2011) sugerem que € necessario
0 entendimento das propriedades biologicas das células imobilizadas tanto para melhora
quanto para o desenvolvimento de novas técnicas. Tais propriedades sdo: 1) Fisiologia e
morfologia da célula — séo alteradas quando o micro-organismo € imobilizado; 2) Mobilidade
da célula — relacionada com a capacidade do imobilizado de se desprender do suporte; e 3)
Interacdes entre as células, o suporte e a solucdo. A capacidade de predizer o comportamento
desses sistemas facilita o0 design e a otimizacdo do reator com células imobilizadas e a
aplicagdo em alimentos.

Apesar das vantagens da imobilizacdo celular, o comportamento das células muda,
gerando alteracGes na atividade. Isto pode ser atribuido a diversos fatores, sendo os principais
o efeito estérico ou conformacional, devido as interacGes eletrostaticas e hidrofébicas entre o
suporte e 0 meio, e o efeito difusional, onde ha resisténcia para a movimentacdo do substrato
até este chegar a celula, e resisténcia para o produto chegar da célula ao meio (KOSSEVA,
2011).

Os métodos de imobilizacdo de micro-organismos sao baseados na imobilizacdo de
enzimas. No processo de imobilizacéo por adsor¢do, a enzima ou célula é ligada a um material
inerte. Por ndo ser um método que envolve uma reacdo quimica, no caso de enzimas, pode
haver um bloqueio no sitio ativo, diminuindo a atividade destas. Como ndo ha barreiras entre
as células e a solucédo, pode ocorrer o desprendimento e relocacdo, com potencial equilibrio
entre as células livres e as células adsorvidas (KOURKOUTAS et al., 2004; ASGHER et al.,
2014).

Quando o biocatalisador € ligado covalentemente, hd uma reacdo quimica que envolve
uma ligacdo direta entre a enzima/célula e o suporte. Normalmente é feita através do uso de
reagentes que levam a unido entre o biocatalisador e o suporte. Este método é o mais efetivo,
e também pode ser feito uma ligacdo covalente multiponto, que aumentara a estabilidade e a
reusabilidade da célula ou enzima (ASGHER et al., 2014).

O método de imobilizacdo cross-link gera imobilizados mais estaveis e mais faceis de
recuperar, embora tenha alguns problemas de difusdo e limitacdes devido a baixa resisténcia
mecanica (ASGHER et al., 2014). O encapsulamento de células pode ser feito através de
membranas microporosas, confinamento em microcépsulas ou imobilizagdo em interface de
liquidos imisciveis. E ideal quando se precisa de produtos sem presenca de células
(KOURKOUTAS et al., 2004).
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O uso de confinamento envolve a adsorcdo da enzima/célula no suporte atraves de
interagdes ibnicas, forcas de Van der Waal e pontes de hidrogénio. O método baseia-se na
inclusdo das células em uma matriz rigida, prevenindo a difusdo destas para o meio, embora
permita a transferéncia de massa de nutrientes e metabdlitos. Pode ser feito de dois modos: a)
as celulas penetram na matriz até que sua mobilidade seja obstruida pela presenca de outras
celulas; ou b) o material poroso € feito in situ com uma cultura de células (KOURKOUTAS
etal., 2004; ASGHER et al., 2014).

A Figura 4 apresenta os métodos de imobilizacdo de modo esquematizado, facilitando

0 entendimento.

Figura 4: Métodos de imobilizaco.
(A1) (AZ) (A3)
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[ ] Faseliquida
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EEEEEEE Membrana microporosa
C. Floculagio de célilas (Agregacio)
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g % g g g Forgas eletrostaticas D. Contencio mecanica (Barreiras)

FONTE: Adaptado de Kourkoutas et al. (2004).
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3.3.1 Poliuretanos como suporte para imobilizagdo

Os poliuretanos séo polimeros versateis devido a variedade dos grupos constitutivos e
da possibilidade de polimerizacdo controlada, permitindo a adaptacdo do processo e
composicdo para a obtencdo de materiais de aplicacGes variadas. As propriedades destes
polimeros estdo ligadas a morfologia. Esta condi¢do permite obter uma gama de compostos
com diferentes propriedades fisicas, quimicas e morfoldgicas, de acordo com necessidades
especificas de uma determinada aplicacdo (NYARI, 2013; ANTUNES, 2015).

Um poliuretano pode ser definido como um polimero resultante da reacdo de um
isocianato e um composto hidroxilado, em que ambos podem ser di ou polifuncionais,
podendo ainda ocorrer a adi¢do de outros reagentes para o desenvolvimento de caracteristicas
desejaveis (NYARI, 2013; ANTUNES, 2015).

A polimerizagéo do poliuretano ocorre em duas fases: a) dispersdo dos reagentes; e b)
nucleacdo. Na segunda parte do processo, bolhas de ar sdo introduzidas através da agitacao.
Com o crescimento das bolhas, ocorre a difusdo do gas recém-formado para as bolhas
existentes; ha producdo de gas carbonico; o gas se expande nas bolhas em consequéncia do
calor de reacdo e se difunde para as bolhas maiores (NYARI, 2013; ANTUNES, 2015).

A imobilizacdo em espuma de poliuretano pode ocorrer de duas maneiras: na primeira,
as enzimas ou células se ligam ao poliuretano por adsorc¢éo fisica e inclusdo; na segunda, a
imobilizacdo ocorre in situ durante a sintese do poliuretano. Nesse caso, ndo ha consenso entre
0s autores, onde alguns propdem que a imobilizacdo se da via confinamento vinculado com
ligagbes quimicas durante a sintese da espuma de poliuretano, e outros sugerem que a
imobilizacdo ocorre através de ligacGes covalentes e adsorcdo fisica na superficie, e 0
confinamento no poliuretano tem pouca influéncia no processo de imobilizacdo
(BUSTAMANTE-VARGAS et al., 2015).

As células de micro-organismos sdo aderidas ao suporte e mecanicamente retidas nos
poros da espuma, permitindo a otimizacdo dos fluxos de substratos e produtos entre as
espécies imobilizadas na matriz polimérica (NYARI, 2013).

Tendo em vista as caracteristicas exploradas nesta se¢do, buscou-se determinar o0s

melhores métodos para realizacdo do presente trabalho, que se encontram no capitulo a seguir.



27

4 MATERIAL E METODOS

Neste item serdo apresentadas as metodologias utilizadas na producdo de goma
Xantana a partir de X. campestris livre e imobilizada, assim como o processo de imobilizacdo

em poliuretano, reciclos operacionais continuos e estabilidade de estocagem.

4.1 MICRO-ORGANISMO

A cepa da bactéria X. campestris (ATCC 13951) foi obtida da Fundagdo André
Tosello, na forma ultracongelada a -80°C. O micro-organismo foi reativado através de

repiques sucessivos em placas contendo meio Agar Yeast Malt (YMA).

4.2 PRODUCAO DE GOMA XANTANA COM Xanthomonas campestris LIVRE

ApOs a reativacdo da bactéria, a producéo de células foi realizada em duas etapas.
Primeiro preparou-se um pré-inoculo, partindo de uma alcada de cultura crescida sobre
agar YM e incubada em estufa por 24 h, na temperatura de 35°C. Esta foi entdo inoculada
em 10 mL de meio YM liquido, em erlenmeyers com capacidade de 50 mL, incubado em
shaker com agitacdo de 180 rpm, a uma temperatura de 28°C, durante 24 h, condices
estas baseadas nos estudos realizados por Garcia-Ochoa et al. (2000), Leela & Sharma
(2000), Rottava et al. (2009), Lopes et al. (2015), Subhash, Jadhav & Jana (2015) e L. et
al. (2016). Decorrido o tempo de incubacéo, as células foram decantadas através de
centrifugacdo a 9625 g, 4°C durante 30 minutos, ressuspendidas em 10 mL de agua
destilada estéril e inoculadas no meio para producao de goma.

A producdo de goma xantana ocorreu em meio YM modificado, composto por:
sacarose (50 g/L, Synth), fosfato de potéssio dibasico (5 g/L, Cinética), fosfato de aménio
monobasico (2,5 g/L, Vetec), sulfato de aménio (2 g/L, Nuclear), acido bérico (0,006 g/L,
Dinamica), cloreto férrico (0,0024 g/L, Merck), cloreto de calcio (0,002 g/L, Synth) e sulfato
de zinco (0,002 g/L, Merck). Em erlenmeyers de 250 mL adicionou-se 90 mL de meio de
cultura, e 10mL de indculo contendo X. campestris na concentracdo de aproximadamente 10°
UFC/mL, os quais foram incubados a 28° C, 180 rpm por 96 h (GARCIA-OCHOA et al.,
2000; ROTTAVA et al., 2009; LI et al., 2016). Amostras foram coletadas de tempos em
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tempos para quantificagdo de goma xantana, células e consumo de substratos (GARCIA-
OCHOA et al., 2000; ROTTAVA et al., 2009; LI et al., 2016).

4.3 IMOBILIZACAO de Xanthomonas campestris IN SITU EM ESPUMA DE
POLIURETANO

A imobilizacdo em poliuretano (PU) foi desenvolvida adaptando as condigOes
descritas por Nyari et al. (2016). Centrifugou-se 10 mL de meio de cultura contendo 10°
UFC/mL e seu precipitado (aproximadamente 0,45 g) foi resuspendido em 1 mL de agua
destilada estéril. Este in6culo foi adicionado a 6 mL de poliol e homogeneizado. Entdo, 4 mL
isocianato foram acrescentadas a mistura sob agitacdo constante. A polimeriza¢do foi
realizada a temperatura ambiente, e apos 24 h de secagem a temperatura ambiente (22 £ 2°C),

a espuma resultante foi cortada em cubos de 1 cm3,

4.4 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO CELULAR NO POLIURETANO

A imobilizacdo foi analisada em relacdo a distribuicdo espacial das células
microbianas nos cubos de poliuretano. Para isso, o poliuretano foi dividido verticalmente, com
o0 auxilio de bisturi. A partir dessa divisdo, a espuma foi classificadaem A, B, C e D, de acordo
com a Figura 5.

Figura 5: Diagrama do processo de divisdo da espuma para analise de distribuicdo de micro-organismos.

i L
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Cada fragéo resultante foi cortada em cubos de aproximadamente 1 cms3, e os cubos
foram fermentados separadamente por 96 h. Apos o tempo de fermentacdo, foram feitas

analises de desprendimento de biomassa e producao de goma.

4.5 PRODUCAO DE GOMA XANTANA COM Xanthomonas campestris IMOBILIZADA

Os cubos de espuma contendo as células de X. campestris imobilizadas foram imersos
em meio de cultura YM modificado (50 g/L de sacarose, 5 g/L de fosfato de potassio dibasico,
2,5 g/L de fosfato de amdnio monobasico, 2 g/L de sulfato de amonio, 0,006 g/L de acido
borico, 0,0024 g/L de cloreto férrico, 0,002 g/L de cloreto de célcio e 0,002 g/L de sulfato de
zinco) na proporcéo de 1 cubo para 9 mL de meio, imediatamente apds o término da secagem.
As condicdes de cultivo foram 28° C, 180 rpm por 96 h. Amostras foram coletadas de tempos
em tempos para quantificacdo de goma xantana, células e consumo de substratos.

A fim de maximizar a producdo de goma Xxantana a partir do biocatalisador
imobilizado, foram realizadas fermentacbes com variagdo na quantidade de cubos de
poliuretano (1, 3, 5 e 10 cubos) no meio reacional, respeitando a razdo de 1 cubo para 9 mL

de meio.

4.6 PARAMETROS CINETICOS DE PRODUCAO DE GOMA XANTANA

A partir dos valores globais de biomassa, substrato e produto, em relacdo ao tempo, é
possivel determinar as velocidades de crescimento microbiano (rx), consumo de substrato (rs,
carbono) e formacao de produto (rp), utilizando as equagdes 1 a 3 (BAILEY & OLLIS, 1986),

tanto para o micro-organismo livre, quanto para X. campestris imobilizada.

=% 1)
ds
s = — it 2
dP
p — E (3)
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Onde: dX = Xt — Xo, sendo Xt a concentragdo de biomassa no tempo tr e Xo a
concentragdo de biomassa no tempo zero. Em relagdo ao consumo de substrato: dS = S¢— So,
onde St representa o substrato medido no tempo ts e Sp @ medida de substrato no tempo zero.
Quanto a formacéo de produto: dP = Ps — Pg, sendo Pt a quantidade de produto no tempo ts e
Po a quantidade de produto no tempo zero. Em relagcdo ao tempo, dt = tf -to, onde tr representa
96 horas e to 0 tempo inicial.

Para o calculo da velocidade de crescimento microbiano (rx) do micro-organismo
imobilizado, considerou-se que: (a) as células resultantes da duplicacéo celular ndo possuem
a capacidade de ficar aderidas a matriz polimérica, e (b) as células confinadas ao poliuretano
tém velocidade de crescimento (ry) similar as que se difundiram da matriz de poliuretano para
0 meio.

Partindo dos resultados obtidos nas equagdes 1 a 3, determinou-se os valores dos
fatores de conversdo de substrato (carbono) em células (Y xss) e de substrato em goma xantana
(Yrss), conforme as equacgdes 4 e 5 (BAILEY & OLLIS, 1986).

Yy/s = ™ 4)
T;
Yp/s = r_i ®)

4.7 ESTABILIDADE OPERACIONAL

A estabilidade da imobilizacéo foi avaliada através de reciclos operacionais continuos.
Apo6s uma fermentacdo de 96 h, utilizando a proporc¢do de 1 cubo para 9 mL de meio de
cultura, os cubos de poliuretano foram lavados com agua destilada estéril e utilizados em uma
nova fermentacdo. Para cada fermentacdo ocorrida, foram realizadas andlises de
desprendimento de biomassa e de producdo de goma apds 96 horas. Os reciclos foram

realizados até se obter um rendimento menor que 50% do valor inicial.

4.8 ESTABILIDADE DE ESTOCAGEM

A fim de avaliar a estabilidade de estocagem do biocatalisador imobilizado, os cubos,

apos o tempo de secagem, foram cortados e imediatamente armazenados em geladeira (4°C),
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freezer (-4°C), e ultrafreezer (-80°C) por 30 dias. Decorrido o tempo de armazenamento, 0S
cubos foram fermentados (nas condigdes descritas no item 4.5, utilizando 1 cubo para 9 mL

de meio) e andlises de quantificacdo de biomassa e goma xantana foram realizadas.

4.9 METODOLOGIA ANALITICA

As analises de quantificacdo de células, quantificacdo de goma xantana e de consumo
de substrato foram feitas utilizando amostragem destrutiva. Todas as analises foram realizadas

em triplicata.

4.9.1 Quantificacdo de células

A quantificagdo de celulas foi feita através da técnica de peso seco. O conteudo do
erlenmeyer (10 mL) foi vertido em um tubo falcon previamente dessecado e pesado.
Centrifugou-se a amostra a 9625 g, durante 30 minutos, em 4°C, causando a decantacdo das
células presentes. O sobrenadante, contendo a goma xantana, foi removido assepticamente e
o precipitado foi lavado com agua destilada e centrifugado novamente. A amostra foi
transferida para uma placa de petri e colocada em estufa a 105°C até peso constante (SILVA
et al., 2009).

Em relacdo as células imobilizadas, realizou-se a quantificacdo de biomassa
desprendida do poliuretano para o meio através do mesmo método, apenas removendo o cubo

de poliuretano do meio previamente a centrifugacéo.

4.9.2 Quantificacdo de goma

A quantificacdo de goma foi realizada utilizando o sobrenadante resultante da primeira
centrifugacdo do item 4.9.1. Este foi misturado assepticamente com isopropanol (Dindmica®,
99,5%) na proporgdo 1:3 e centrifugado nas mesmas condigdes. Apds a centrifugacao,
colocou-se a amostra em placa de petri, previamente dessecada, e armazenada em estufa a
50°C até peso constante (NIKNEZHAD et al., 2016).
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4.9.3 Consumo de substrato

O consumo de fontes de nitrogénio e de carbono foi feito através das técnicas de
Nitrogénio Total e Carbono Orgéanico Total (TOC-V SHIMADZU) (GENG et al., 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo do estudo
referente ao processo de imobilizacao de X. campestris e producdo de goma xantana utilizando

o biocatalisador imobilizado.

5.1 CINETICA DE FERMENTACAO DO MICRO-ORGANISMO LIVRE

A Figura 6 apresenta os resultados da producéo de goma xantana, ao longo de 96 horas
de cultivo, a partir de X. campestris livre. Observa-se que a maxima producdo de goma
xantana (16 g/L) ocorreu em 96 horas de fermentagédo. Destaca-se que, nas primeiras 24 horas
de fermentacdo, a producdo é exponencial e, com o decorrer do tempo, se torna mais
linearizada. O aumento da viscosidade do meio pode levar a problemas de transferéncia de
massa, assim como a queda de pH com o decorrer do tempo de fermentacdo, fatores que
podem explicar a menor velocidade de producéo a partir de 24 horas.

A fase log do crescimento da X. campestris ocorre entre as 24 e 48 horas, sendo que
apos 48 horas a biomassa atinge a fase estacionaria.

Em relagdo ao consumo de substrato, 50,37% do carbono disponivel foi consumido
nas primeiras trés horas. Ap6s 96 horas, houve uma reducdo de 68,26% do carbono inicial. O

nitrogénio disponivel teve um consumo baixo e linear (26,35% em 96 horas).

Figura 6: Producdo de goma xantana com X. campestris livre.
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Leela & Sharma (2000) alcangaram producdo similar, 14-16 g/L, utilizando 10% de
indculo e partindo de uma concentracdo de 20 g/L de glicose. Esgalhado, Roseiro e Collago
(1995) obtiveram resultados semelhantes ao usar X. campestris NRRL B-1459, com uma
producdo de goma xantana de 17,7 g/L e uma concentracdo de biomassa de 3,2 g/L apds
fermentacdo em shaker orbital a 200 rpm, partindo de 30 g/L de glicose, assim como Casas,
Santos e Garcia-Ochoa (2000), que, com uma concentracao de 40 g/L de sacarose, 28°C e 500
rpm, obtiveram 17 g/L de goma xantana.

Ja Mirik et al. (2011), ao usarem 0 mesmo micro-organismo (X. campestris NRRL B-
1459), mas em condic¢es diferenciadas (30°C, 250 rpm, concentragdo inicial de glicose de 40
g/L) obtiveram uma producdo méaxima de 14,8 g/L de goma xantana. Umashankar et al. (1996)
atingiram producdo méaxima de 9 g/L, iniciando a fermentacdo com 30 g/L de glicose e 500
rpm, em 30°C.

O uso de fontes alternativas de carbono (subprodutos) tende a aumentar a producgéo de
goma xantana, como pode ser observado em diversos trabalhos. Tal fato possivelmente ocorre
pelos residuos industriais terem, além de acUcares, diversos minerais necessarios para a
manutencdo celular. O uso de 175 g/L de xarope de beterraba permitiu Kalogiannis et al.
(2003) produzirem 53 g/L de goma xantana em 24 horas ao fermentar X. campestris ATTC
1395 a 28°C e 200 rpm. Mesomo et al. (2009), utilizando soro de leite obtido a partir da
producdo de queijo, obteve uma producdo de goma xantana de 36 g¢g/L, ao fermentar X.
campestris pv mangiferaeindicae IBSBF 1230 a 28°C e 390 rpm. A partir de 84,68 g/L de
suco de tamara (padronizado em 20° Brix), Salah et al. (2010) atingiram producéo de 43,35

g/L de goma xantana, com fermentacdo em 30,1°C e 180 rpm.

5.2 IMOBILIZACAO DE Xanthomonas campestris IN SITU EM ESPUMA DE
POLIURETANO

A Figura 7 apresenta uma comparacdo entre o poliuretano controle (sem micro-
organismo), e o poliuretano contendo celulas imobilizadas de X. campestris. Através desta,

observa-se que a adi¢do de células ndo ocasionou mudancas visiveis no poliuretano.
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Figura 7: Comparacdo entre o poliuretano controle (A) e poliuretano contendo células imobilizadas de X.

campestris (B).

5.3 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO CELULAR NO POLIURETANO

A fim de analisar a distribuicdo de micro-organismos no poliuretano apds a
imobilizacdo, segmentou-se o suporte em quatro fragdes, conforme a Figura 5. Apos a diviséo,
0s cubos resultantes foram fermentados durante 96 horas, e posteriormente quantificou-se a
biomassa desprendida do poliuretano e a goma xantana presente, cujos resultados s&o
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de biomassa e goma xantana obtidos de diferentes fra¢es do poliuretano, apos fermentacéo
de 96 horas.

Fracgdo Desprendimento de células (g/L) Producao de goma (g/L)
A 1,04 +0,122 52,47 + 3,022
B 1,33+ 0,162 58,27 + 3,122
C 1,14 +0,10? 54,67 + 2,332
D 1,06 £ 0,132 55,30 + 1,69

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 0,5% nas colunas.

E possivel observar que ndo houve diferenca significativa tanto nos valores de
biomassa desprendida do poliuretano para 0 meio quanto em relagdo a producdo de goma
xantana. Tal fato sugere que a distribui¢do do micro-organismo no poliuretano foi homogénea,
possibilitando o uso de todas as fragdes para producdo de goma xantana atraves de
fermentacdo com o imobilizado.

Tais resultados demonstram que o processo de imobilizacdo viabilizou a manutencéo

do metabolismo da célula, mostrando que ndo houve desnaturagéo da celula, além de permitir
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a permeabilidade do substrato entre a matriz do suporte e a saida do produto (NYARI et al.,
2016).

5.4 PRODUCAO DE GOMA XANTANA COM Xanthomonas campestris IMOBILIZADA

A Figura 8 apresenta os resultados da produgdo de goma xantana a partir do micro-
organismo imobilizado. Pode-se observar que a imobilizagédo de X. campestris in situ em
poliuretano foi positiva para a producdo de goma xantana, atingindo sua fase estacionaria de
producdo em 24 horas. A producdo maxima obtida foi de 59,9, resultando em um aumento de
274% de producdo de goma em relacdo a fermentagdo com o micro-organismo livre. O
consumo de substrato se deu de forma mais lenta, onde 13,06% do carbono disponivel foi
utilizado pelas células nas primeiras trés horas. Passadas 96 horas, 60,78% do carbono foi

consumido. Em relacdo ao nitrogénio, o consumo deste foi de 31,3% ap0s 96 horas.

Figura 8: Producéo de goma xantana com Xanthomonas campestris imobilizada em poliuretano.
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Um aumento de eficiéncia também foi visualizado por Nie et al. (2016), que
imobilizaram Pseudomonas aeruginosa NY3 em poliuretano a fim de remover
hidrocarbonetos de efluente com alta concentracdo de 6leo. Essa melhoria de rendimento
possivelmente se deve as otimas caracteristicas do poliuretano como um suporte, como suas

excelentes propriedades mecanicas, porosidade, resisténcia aos solventes organicos e grande
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area exposta. Além disso, as caracteristicas hidrofobicas do poliuretano permitem uma
interacdo forte com a maioria das células microbianas, fazendo com que a espuma de
poliuretano seja um material apropriado para a imobilizacdo de micro-organismos (NIE et al.,
2016). Ainda, a imobilizacéo altera as propriedades fisico-quimicas do microambiente, o que
inclui as cargas ionicas, atividade de &gua, tensdo superficial e pressdo osmética (PATIL et
al., 2006).

Ao imobilizar Ganoderma lucidum em poliuretano visando producdo de
exopolissacarideos, Wan-Mohtar et al. (2016) similarmente obtiveram elevada producao,
justificando atraves da reducdo das limitacdes de transferéncia de massa, que possibilitou
maior acesso ao substrato por parte das células. Niknezhad et al. (2016), ao imobilizar X.
campestris em esferas de alginato de calcio com alcool polivinilico, obteve um aumento de
17% em relacdo a producdo de goma xantana com o micro-organismo livre fermentado em
glicose. A melhoria relativamente menor é explicada por Patil et al. (2006), que traz que,
devido a porosidade e for¢a mecanica, as células imobilizadas em espuma de poliuretano tem
mais estabilidade e atividade microbiana do que as imobilizadas em alginato.

Também é visivel através da Figura 8 que a quantificacdo de células que se difundiram
do poliuretano para o0 meio apresentou um valor crescente durante as 96 horas de fermentacao.
E possivel que esse valor represente as células resultantes da duplicacdo celular, pois a
imobilizacdo ndo impede a reproducdo do micro-organismo, e as células difundidas continuam
metabolicamente ativas (ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2015). Diversos fatores
influenciam a adesdo dos micro-organismos na matriz, tais como a idade e o estado fisiol6gico
das células. Além disso, as estruturas superficiais, como flagelos e outros apéndices, as cargas
e a hidrofobicidade também tém um papel importante na aderéncia das células em superficies
solidas (MARTINS et al., 2013).

A Figura 9 apresenta a producdo de goma xantana e difusdo de biomassa a partir de
quantidades de cubos variadas, visando verificar se ha maior rendimento a partir da maior

concentracdo de células no meio reacional.
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Figura 9: Producdo de goma xantana (a) e difusdo de biomassa (b) variando a concentracdo de cubos de

poliuretano no meio reacional.
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A partir da analise da Figura 9a, verifica-se que, independentemente da quantidade de

cubos utilizados, ha aumento da producéo de goma xantana em relacéo & produgéo a partir do

micro-organismo livre. As fermentacdes a partir de 1, 5 e 10 cubos tiveram comportamento
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semelhante, e resultaram em valores de goma xantana maiores que 50 g/L apds decorridas 96
horas do inicio da fermentacdo. Ao se usar trés cubos no meio reacional, foi possivel perceber
uma tendéncia diferenciada de producédo de goma, além de um valor menor ap6s transcorridas
96 horas (39,26 g/L). E possivel observar, através da Figura 9b, que a fermentacéo utilizando
apenas um cubo como indéculo teve menor difusdo em relagcdo aos outros. Tanto a reacdo
usando cinco cubos, quanto a usando 10 cubos mostraram valores de células desprendidas
proximos aos obtidos atraves da fermentacdo com o micro-organismo livre, apds 78 horas. O
comportamento da difusdo de biomassa usando trés cubos como indculo ndo foi apenas
diferenciado, como também proporcionou maior valor de células desprendidas.

Ap0s obterem-se os valores, foi feita analise estatistica da producéo de goma e difuséo

de biomassa no ponto de 96 horas, cujos resultados podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3: Producdo de goma xantana e difusdo de biomassa a partir de diversas concentracdes de células, em 96

horas de fermentacéo.

Fermentacdo Producdo de goma xantana (g/L) Biomassa difundida da matriz (g/L)

1 cubo 59,90 + 0,36 1,30 0,03
3 cubos 39,26 + 0,40 4,87 0,48
5 cubos 58,08+0,12 3,42 + 0,06
10 cubos 50,50+ 0,12 3,00 + 0,30
Livre 16,00 + 3’00d 3,10+0,28°

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 0,5% nas colunas.

Assim, verifica-se que ndo ha diferenca significativa entre a producao de goma xantana
em fermentagfes com 1 ou 5 cubos em 96 h. As outras condi¢Oes de fermentagcdes tém
producdo de goma xantana estatisticamente diferentes entre si.

Verifica-se, portanto, que as fermentacdes com cinco e dez cubos, apesar de
proporcionarem rendimento de mais de 50 g/L de goma xantana, tiveram uma alta taxa de
difusdo de células, ndo sendo estes valores diferentes estatisticamente das células obtidas apos
96 horas de fermentagdo com o micro-organismo livre. A reagdo a partir de um cubo foi onde
obteve-se menor difusdo de biomassa, e a fermentagdo com trés cubos mostrou grande
desprendimento de células ap6s 96 horas, aléem de comportamento diferenciado durante a

reacao.
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Ao aumentar a quantidade de cubos presentes no inicio da fermentag&o, assim como o
meio de cultura, na mesma proporcao inicialmente utilizada (1 cubo:9 mL de meio), foi
necessario aumentar o tamanho do Erlenmeyer utilizado. Embora o aumento do meio
disponivel para as células tenha sido proporcional, 0 aumento do volume total dos frascos néo
foi linear, sendo possivel que este tenha influenciado na disponibilidade de espago para

movimentacao dos cubos e, portanto, na transferéncia de massa.

5.5 PARAMETROS CINETICOS DE PRODUCAO DE GOMA XANTANA

A partir dos resultados obtidos na fermentacdo de X. campestris livre e imobilizada
em poliuretano, foi possivel calcular os parametros cinéticos do processo, apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4: Pardmetros cinéticos do processo de fermentacdo de Xanthomonas campestris livre e imobilizada.
Micro-organismo rx(g.L2h?) rs(g.Lth?1) rp(g.Lth?) Yxs Yes
Livre 0,03 0,31 0,17 0,09 0,53
Imobilizado 0,01 0,28 0,62 0,03 2,23

Ao analisar a Tabela 4, pode-se observar que a imobilizacdo foi positiva para a
producdo de goma xantana do processo. A velocidade de crescimento microbiano ry de X.
campestris livre é trés vezes maior que a velocidade de crescimento das células imobilizadas,
sendo plausivel pressupor que a imobilizacdo, de alguma maneira, reduz a duplicacéo celular
ou esta passa a ocorrer mais lentamente, possivelmente devida a restrigdo fisica do suporte.

Em relacdo aos valores de velocidade de consumo de substrato, tanto o micro-
organismo livre quanto o imobilizado apresentaram valores préximos ao de Rottava (2005),
que obteve um rs médio de 0,32 g.L.h? ao selecionar linhagens de X. campestris para a
producdo de goma xantana. Também € possivel observar que a imobilizacdo diminui o fator
de converséo de substrato em biomassa (Y xs). Diversos estudos mostram que a imobilizagéo,
especialmente em matrizes porosas como poliuretano, faz com que 0 acesso ao substrato seja
facilitado (PATIL et al., 2006; ASGHER et al., 2014; ANTUNES, 2015; NIE et al., 2016;
NYARIetal., 2016; WAN-MOHTAR et al., 2016), sugerindo, novamente, que a imobilizacdo
altera 0 metabolismo celular em relacéo ao crescimento das células.

A velocidade de formac&o do produto r, do micro-organismo livre é 3,65 vezes menor

do que a formagéo de produto através das células imobilizadas, onde o valor rp obtido a partir
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de X. campestris imobilizada foi semelhante ao encontrado por Faria et al. (2009), de 0,63
g.L-1.h, ao produzir goma xantana em biorreator em condicdes otimizadas. Assim, nota-se
que a imobilizacdo celular, embora tenha diminuido o valor da velocidade de crescimento das
células, aumentou a producédo de goma xantana. O fator de conversao de substrato em produto
(Yrss) teve seu valor elevado em 4,21 vezes com a imobilizacéo das células de X. campestris,
sendo este 9,65 vezes maior que a média obtida por Rottava (2005) e 6,19 vezes maior em

relacdo ao relatado por Brandao et al. (2013), ao produzir goma xantana a partir de glicerol.

5.6 ESTABILIDADE OPERACIONAL

A Figura 10 traz os resultados de producdo de goma xantana pelo imobilizado, e a
difusdo de biomassa do poliuretano para 0 meio apos reciclos continuos até obtencdo de
rendimento menor que 50% do inicial, juntamente com os dados referentes ao rendimento das
fermentacdes, calculados a partir do peso de goma xantana obtidos em cada reciclo. O aspecto
dos cubos de poliuretano ap6s o reciclo reacional constante pode ser observado na Figura 11.

Figura 10: Comportamento de Xanthomonas campestris imobilizada in situ em poliuretano submetida a reusos
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As células imobilizadas mostraram capacidade de reutilizacdo, e seis fermentagcdes em
batelada puderam ser realizadas. Pode-se observar, a partir dos dados acima, que o rendimento
da goma xantana diminui conforme os reciclos ocorrem, caindo drasticamente no sexto reuso,
onde se obteve valor menor que 50% do rendimento inicial. As fermentacbes constantes
mostram que, conforme se desenvolvem os reciclos, reduz a producdo de polissacarideo e
aumenta a concentracao de células livres.

O valor da biomassa que se difundiu do poliuretano para 0 meio aumenta a cada
reciclo, reiterando que parte das células oriundas da reproducdo nédo ficam aderidas a matriz.
Assim, ao reinocular o cubo de poliuretano em novo meio, ndo somente 0 micro-organismo
mantém-se metabolicamente ativo e produz novas células, que se propagam no meio de
cultura, mas células que estdo fracamente aderidas ao poliuretano também se disseminam
(MARTINS et al., 2013; ALONSO, RENDUELES & DIiAZ, 2015).

Figura 11: Aspectos dos cubos de poliuretano com Xanthomonas campestris imobilizada in situ apos 6 reciclos.

Apos seis reciclos reacionais constantes, pode-se observar a goma aderida ao cubo de
poliuretano. Tal comportamento ndo foi observado nos reciclos anteriores, possivelmente
sendo a razdo da queda de 34,2% de producdo de goma xantana entre 0 quinto e o sexto reciclo.
E possivel supor que o invélucro de goma formado dificultou o acesso das células ao substrato,
influenciando na transferéncia de massa necesséria para a producdo de goma.

A goma que recobria o poliuretano foi facilmente retirada com o auxilio de pingas. O
poliuretano estava visualmente idéntico a fermentacdo inicial, mostrando assim sua
estabilidade mecanica.

Niknezhad et al. (2016), ap6s imobilizar X. campestris em capsulas de alginato de calcio

observaram que estas eram inapropriadas para fermentagdes continuas, pois houve
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rompimento durante o primeiro uso. Apo6s adicionar alcool polivinilico ao alginato de calcio,
0s autores obtiveram maior estabilidade mecanica das cépsulas, possibilitando trés reciclos
constantes, com queda na producdo de goma xantana conforme os reusos ocorriam. Usando
glicose como fonte de carbono, 0 aumento de rendimento na primeira fermentacao foi de 17%
em relacdo as celulas livres, e ao alterar a fonte de carbono de glicose para amido, 0s autores

observaram aumento de 40% da producdo da goma xantana (NIKNEZHAD et al., 2016).

5.7 ESTABILIDADE DE ESTOCAGEM

A estabilidade de armazenamento é um fator essencial para aplicacdes préaticas de
células imobilizadas. A viabilidade do micro-organismo imobilizado foi analisada ap6s
armazenamento durante 30 dias em trés condicBes: em ultrafreezer (-80°C), freezer (-4°C) e
em geladeira (4°C). Apos decorrido o tempo de armazenamento, os cubos de poliuretano
foram fermentados e fez-se cinéticas de producdo de goma xantana e de biomassa difundida

dos cubos para o meio, que podem ser observadas na Figura 12.

Figura 12: Producdo de goma xantana e difusdo de biomassa através de Xanthomonas campestris imobilizada

ap06s armazenamento por 30 dias em diferentes temperaturas.
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Ao analisar a Figura 12, vé-se que, primeiramente, o micro-organismo imobilizado
continua viavel apds ser armazenado por 30 dias. Ainda, as células na matriz tiveram
capacidade de produzir goma xantana em todas as condi¢fes de armazenamento, com
rendimentos maiores que 45 g/L apds 30 horas de fermentacdo. Decorrido este tempo, a
producdo de goma se estabiliza, independente da condicdo de armazenamento. Porém, é
possivel ver comportamentos diferentes na difuséo de células da matriz para 0 meio. Apos ser
armazenado durante trinta dias em ultrafreezer (-80°C), o imobilizado apresentou 1,9 g/L de
células soltas em 96 horas de fermentacdo, enquanto o armazenamento em freezer gerou
difusdo de 2,4 g/L e em geladeira de 6,5 g/L. Os resultados de difusdo de biomassa e de

producdo de goma xantana apds 96 horas podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5: Producdo de goma xantana e difusdo de biomassa a partir de cubos de poliuretano com imobilizado,

armazenados durante 30 dias em diferentes temperaturas, em 96 horas de fermentacéo.

Armazenamento Difusdo de biomassa (g/L) Producio de goma xantana (g/L)

Ultrafreezer 1,90 + (),17C 54,80 + 0,30a
b b

Freezer 2,40+ 0,34 51,00 £ 0,24

Geladeira 6,50 + 0’38a 47,60 + 0,25C

Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 0,5%.

Através da andlise estatistica da Tabela 5, pode-se ver que, apesar de producbes de
goma xantana relativamente proximas, estas sdo estatisticamente diferentes, assim como a
difusdo de biomassa. A temperatura em que um micro-organismo € mantido esta
intrinsicamente ligada com o metabolismo da célula.

Temperaturas abaixo de -20°C previnem o crescimento microbiano, mas ndo
necessariamente causam morte celular, e a maneira como as células sdo armazenadas é de
plena importancia. Apesar da divisdo celular ndo ocorrer, o metabolismo celular pode se
manter ativo (MADIGAN et al., 2012). Assim, além de o armazenamento na temperatura de
-80°C oferecer maior garantia da suspensdo da atividade celular, a matriz de poliuretano
atuaria como barreira para o frio, reduzindo a possibilidade de injuria decorrente das

condicdes de armazenamento e prolongando a vida util da cultura.
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6 CONCLUSOES

Esse estudo apresenta um método de aumento de producdo de goma xantana, através
da sintese de poliuretano e simultanea imobilizacdo in situ do micro-organismo X. campestris,
até entdo ndo relatada na literatura.

A utilizagdo da estratégia de imobilizagdo de X. campestris para produgdo de goma
xantana mostrou-se efetiva ao manter inalteradas as caracteristicas fisicas do poliuretano e
possibilitando uma distribuicdo uniforme de células na matriz polimérica.

O emprego do micro-organismo imobilizado apresentou um aumento de 274% na
producdo de goma xantana. A variacdo na quantidade de biomassa presente, a partir do
aumento de cubos de poliuretano com células imobilizadas, ndo se mostrou eficiente, onde a
maior producdo obtida foi a partir de fermentacbes com 1 e 5 cubos (59,9 e 58,08 g/L,
respectivamente), sendo estas idénticas estatisticamente.

Através da andlise dos parametros cinéticos da fermentacdo com as células livres e
imobilizadas, pode-se observar que o confinamento das células em matriz de poliuretano
reduziu a velocidade de crescimento destas, assim como diminuiu a velocidade de consumo
de substrato. O fator de conversdo de substrato em biomassa também apresentou decréscimo
significativo, no entanto, 0 mesmo ndo ocorreu com a velocidade de formacdo do produto,
que foi elevada 3,65 vezes em relagcdo ao micro-organismo livre. A conversdo de substrato em
produto aumentou 4,21 vezes com a imobilizacdo celular, sugerindo que, embora reduza a
velocidade de crescimento, o confinamento influencia positivamente na producdo de goma
xantana, elevando-a consideravelmente.

A estabilidade operacional das células imobilizadas foi analisada através da sua
capacidade de reuso, até obtencdo de goma xantana menor que 50% do valor inicial. Foi
possivel a realizacdo de cinco reciclos continuos, onde a producdo de goma xantana foi de
63,16% do inicial, com difuséo de biomassa para 0 meio de 1,75 g/L.

O imobilizado mostrou-se capaz de produzir goma xantana ap0s armazenamento de
30 dias nas temperaturas de 4°C, -4°C e -80°C, resultando, apds 96 horas de fermentagédo, em
producdo de 47,6, 51 e 54,8 g/L, respectivamente. A temperatura de -80°C se mostrou mais
promissora em relacdo ao desprendimento de células da matriz de poliuretano, sendo esta de
1,9 g/L de células difundidas para o meio. O armazenamento a 4°C resultou em
desprendimento de 6,5 g/L, enquanto a temperatura de -4°C proporcionou a difuséo de 2,4
g/L.
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Apesar de ndo substituir a separacdo e a purificacdo do produto final, pois ha difusdo
de células da matriz de poliuretano, a imobilizacdo de X. campestris simultanea a sintese de
poliuretano € promissora, sendo uma estratégia potencial para obter maior rendimento do

processo em relacdo as células livres.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados alcancados, sugere-se a realizacdo dos seguintes topicos para

trabalhos futuros:

e Caracterizacdo da goma xantana produzida;

e Modelagem matematica dos dados de cinética;

e Microscopia Eletronica de Varredura do poliuretano com e sem células imobilizadas;

e Variacdo da quantidade de células imobilizadas visando aumentar a produgdo de goma
xantana;

e Tratamentos pos-imobilizacdo para maior adesdo da célula na matriz polimérica;

e Caracterizacdo do poliuretano;

e Uso de fontes alternativas de carbono, tais como residuos industriais;

e Imobilizacdo em poliuretanos de diferentes densidades;

e Fermentacdo em diferentes tipos reatores.
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