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RESUMO

AVALIACAO E CARACTERIZACAO DE GOMA XANTANA
SINTETIZADA A PARTIR DE RESIDUOS AQUICOLAS E DE
GLICEROL COMO FONTE DE CARBONO

Mayra Santos Almeida

Polimeros biolégicos sdo usados por varios setores industriais no mundo. Dentre estes, a
goma xantana produzida através da via fermentativa pela bactéria Xanthomonas tem sido
um dos mais explorados pelas industrias de alimentos, farmacéuticas e petroliferas. As
propriedades reologicas da xantana e a capacidade de produzir solugdes viscosas em
baixas concentracgdes, aliadas a outras caracteristicas de interesse do setor produtivo, como
estabilidade em altas temperaturas, propriedade pseudoplastica, entre outras, fazem com
gue a goma seja almejada nestas e em muitas areas tecnoldgicas. No Brasil, alguns estados
do Nordeste possuem vantagens para a implantacdo deste tipo de processo, visto que séo
grandes produtores de sacarose e alcool que sé&o insumos para a producao e recuperacao
da goma. Visando o desenvolvimento regional, o objetivo deste trabalho foi avaliar a goma
obtida a partir de diferentes residuos aquicolas e de glicerol através da produtividade,
viscosidade aparente (avaliada em solucdo aquosa a 3% dos polimeros) e andlise térmica.
As 2 linhagens de Xanthomonas sp estudadas foram mantidas em meio Agar Yest Malt
(YM). O meio de fermentacdo foi constituido de (g.L™): NH,H,PO, — 2,5; K,HPO, — 5,0;
H3BO3; — 0,006; (NH,),SO,— 2,0; FeCl; — 0,0024; CaCl,.2H,0 — 0,002; ZnSO, — 0,002; fonte
de carbono — 50,0, pH 7.0. As fontes de carbono investigadas foram: caranguejo, ostra,
glicerol e sacarose. O inoculo (14 mL) foi adicionado no meio de fermentagédo (86 mL) e
incubado a 28°C sobre agitacdo por 96 h. Posteriormente, o caldo foi centrifugado e o
polimero precipitado com etanol, e seco em estufa por 24 h. Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os resultados obtidos comprovaram a possibilidade de produzir
xantana utilizando os residuos propostos. A producdo com residuos aquicolas foi superior &
sacarose, bem como a viscosidade. O glicerol obteve rendimento inferior em relacdo a

sacarose.

Palavras-chaves: xantana, residuo industrial, Xanthomonas



ABSTRACT

EVALUATION AND CHARACTERIZATION OF GUM XANTANA
SYNTHECIZED FROM RESIDUES AQUICOLAS AND OF GLICEROL AS
CARBON SOURCE

Mayra Santos Almeida

Biological polymers are used for some industrial sectors in the world. Amongst these,
xanthan gum produced through the fermentative way by Xanthomonas bacterium has been
one of the most explored by food, pharmaceutical and petroliferous industries. The unique
rheological properties of the xanthan gum and the capacity to produce viscous solutions in
low concentrations, together with other characteristics like stability in high temperatures,
pseudoplastic property, among others, make it desired in many technological areas. In Brazil,
some states in the Northeastern region possess advantages for the implantation of this type
of process, since they are great producers of sucrose and alcohol that are raw materials for
the production and recovery of the gum. Aiming the regional development, the objective of
this work was to evaluate the gum obtained from different industrial residues through the
productivity, apparent viscosity (evaluated in aqueous solution 3% of polymers) and thermal
analysis. The 2 strains of Xanthomonas sp studied were kept in Agar Yest Malt (YM). The
medium of fermentation was constituted of (g.L-1): NH;H,PO, - 2,5; K,HPO, - 5,0; H3sBO; -
0,006; (NH,4),SO0,- 2,0; FeCl; - 0,0024; CaCl,.2H,0 - 0,002; ZnSO, - 0,002; carbon source -
50,0, pH 7.0. The investigated carbon sources were: crab, oyster, glycerol, sucrose. The
inoculum (14 mL) was added in the medium of fermentation (86 mL) and incubated at 28°C
at 200 rpm for 96 h. Later, the broth was centrifugated and the polymer precipitated with
ethanol (1: 3) and dried at 45°C for 24 h. The experiments were performed in triplicate. The
obtained results have proven the possibility to produce xanthan gum using all the residues
considered in this study. The production with aqueous residues was higher than with

sucrose, as well as the viscosity. Glycerol substrate has a minor yield compared to sucrose.

Keywords: xanthan, industrial residue, Xanthomonas



INTRODUCAO

Os residuos urbanos e industriais sdo considerados um problema de saude
publica. Com o crescimento demogréfico da populacdo e dos processos industriais
houve aumento significativo na producéo e diversidade dos residuos. A preocupacao
com a destinacéo final inadequada destes é um fator impactante para satude humana e
0 meio ambiente. Os lixdes, localizados em terrenos abertos, sdo os locais onde estes
residuos sdo comumente descartados sem nenhuma segregacao, contamina o solo,
consequentemente lencdis fredticos, pessoas e animais da regido em que estdo

dispostos.

A disposicdo final destes residuos em aterros sanitarios ou atraves do
tratamento pelo método da incineracdo, ndo representa garantia satisfatoria a saude da
populacdo. Além disso, a emissdo de gazes oriundos das cinzas da incineracdo pode
ocasionar problemas respiratérios para o0 homem e téxicos o ambiente. Neste contexto,
0 estudo de como viabilizar a reducdo deles na fonte geradora tornou-se uma

necessidade importante.

A regido nordeste tem estimulado o desenvolvimento da produgé&o do biodiesel. E
a cidade de Candeias no estado da Bahia foi pioneira na construcdo de usina destinada
para este fim. A Bahia é classificada como o segundo estado brasileiro que mais
produz o biocombustivel. O cenéario do estado favorece a producdo, pois detém
conhecimentos tecnoldgicos por partes dos pesquisadores e empresas estatais, agrega
importantes matérias-primas oleaginosas e favorece o crescimento econémico e social
dos agricultores familiares. O estado de Sergipe também apresenta um grande
potencial para producdo do combustivel, fato este atribuido pela vasta plantacdo de
graos e sementes de vegetais oleaginosos. Outros dois atributos importantes séo a
parceria de empresas publicas e privadas envolvidas no planejamento da planta piloto
de uma usina exclusiva para produzir biodiesel e a proximidade da usina do porto, 0
que facilitaria rotas de navegacbes. A producao do biodiesel gera como subproduto o
glicerol, também aproveitado em varios setores industrias, principalmente o de

cosmeticos. Este produto da reacao final € sintetizado em propor¢cées maiores que a
10



demanda de mercado. Neste patamar, a producdo do citado combustivel em larga
escala pode se tornar um problema em relacéo ao subproduto gerado.

Outro setor que gera uma elevada quantidade de residuos € o de recursos
pesqueiros. O consumo destas iguarias no nordeste tornou-se uma tradicao,
principalmente no estado de Sergipe, onde o caranguejo é considerado um dos pratos
mais requisitados pelos turistas e moradores, bem como, a ostra, que apresenta um

consumo crescente no referido estado.

Geralmente quem vive da pesca e da catacdo de crustaceos tende a residir
préximo as regides de coletas como, regides estuarios e encostas de rios, ali quase
todo material residual proveniente desta atividade apresenta como destinacdo final o
meio ambiente, 0 que representa perigo para o ecossistema, a saude da populacao
principalmente para as pessoas que utilizam a atividade para subsisténcia.

Como os residuos pesqueiros e o glicerol oriundo do biodiesel sédo fontes ricas
em carbono, sdo considerados produtos para reaproveitamento, principalmente na
utilizacao destes em processos fermentativos, o que diminuird o volume descartado no

meio ambiente, bem como, os custos de producao dos bioprodutos.

Dentre estes bioprodutos, o pais tem interesse na producédo de goma xantana. A
producdo e a aplicacdo do polissacarideo produzido pela Xanthomonas apresentam
inUmeras utilizacdes benéficas. Como por exemplo, na industria farmacéutica a
utilizacdo como sistema matricial para controlar a liberagdo de farmacos, no setor
petroquimico reduzindo o fator de atrito no momento do escoamento de combustiveis
fosseis e, devido a esta aplicagdo, representa um dos aditivos mais investigados no
entendimento do comportamento nas func¢des de perfuracdo e remogao do petroleo. Em
alimentos enlatados a goma esta sendo estuda para reduzir o efeito de geleificacao e
aumentar a estabilidade em condi¢des de oscilagbes de temperatura.

O processo produtivo da goma xantana tem beneficiado o reaproveitamento de
residuos provenientes da finalizacéo e elaboracdo de outros produtos industrializados,
como o soro de queijo, o glicerol, o suco de palma, residuos de sucos, 0s quais

geralmente seriam descartados, sdo reutilizados como substratos. No entanto, toda
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goma usada na industria brasileira ainda é importada e, para producgéo ser efetivada no

pais é necessario viabilizar o processo de sintese.

Deste modo o objetivo deste trabalho foi avaliar a goma obtida a partir de
diferentes residuos aquicolas e de glicerol através da produtividade, viscosidade

aparente e analise térmica.

O trabalho foi dividido em trés capitulos, o primeiro disp6e da revisdo da
literatura sobre o assunto proposto, o segundo um artigo sobre producdo e
caracterizacdo de goma xantana a partir de residuos de ostra e caranguejo € 0

terceiro trata-se da producéo e caracterizacédo da xantana obtida a partir do glicerol.
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CAPITULO 1-REVISAO DA LITERATURA
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1.1. Residuos Urbanos e Industriais e os Impactos Ambientais

Os residuos urbanos e industriais sdo considerados um problema de saude
publica. O crescimento demografico da populacéo e dos processos industriais estimulou
um aumento significativo na producao e diversidade dos residuos. A preocupac¢do com
a destinacgéo final deste lixo inadequadamente € um fator preocupante para o equilibrio
do planeta. O descarte de residuos provenientes de residéncias e empresas Sao
realizados em lixdes, geralmente dispostos em terrenos abertos sem nenhuma
segregacao, contaminando o solo, conseqientemente lencgdis freaticos, pessoas e na
sua grande maioria animais da regido em que esta disposto (FRANCA & RUARO,
2009).

A disposicéo final destes residuos em aterros sanitarios € um método pouco
utilizado pelo seu custo elevado. E o tratamento pelo método da incineracdo, nao
representa garantia satisfatoria a saude da populacdo. A combustdo ocorrida na
incineracdo elimina fumaca e gazes podendo ocasionar problemas respiratérios para o

homem e téxicos para o meio ambiente (FRANCA & RUARO, 2009).

Por outro lado, os residuos aquicola contribuem de forma significativa para o
acumulo do lixo no meio ambiente. Grande parte dos maricultores destina de forma
inadequada os residuos da pesca, com isto, problemas ambientais s&o favorecidos
rapidamente, como, assoreamento da orla, cheiro fétido e acimulo destes residuos em
areas praianas (BOICKO, 2004).

Outra preocupacao tratando-se de residuos sé@o os gases poluentes oriundos da
combustdo de combustiveis fésseis advindos de veiculos automotores e algumas
maquinas industriais. Neste contexto, a invencdo do biodiesel obtido de fontes
renovaveis representa uma expectativa convincente do ponto de vista ambiental. Seu
uso como fonte energética apresenta beneficios como, reducdo dos gases de efeito
estufa, desenvolvimento regional, social, agricola e garante a sustentabilidade
(GONCALVES & PEREZ, 2009).

14



A obtencd@o do combustivel acontece através da reacao de transesterificacédo de
diferentes tipos de 6leos na presenca de um catalisador e um alcool. Apés a reacao
além do biodiesel ha também formacéo do glicerol. No entanto, a producéo do biodiesel
no Brasil estd em ascendéncia preocupante, pois o combustivel tem seu uso garantido,
mas o glicerol excedente ndo. Fator que impacta na economia, uma vez que, a cada
tonelada de biodiesel produzido sdo gerados 100 Kg de glicerol (GONCALVES &
PEREZ, 2009).

1.1.1. Alternativa de Uso dos Residuos

O reaproveitamento dos residuos para a reciclagem ou outras areas de producéo
contribui significativamente para economia do pais, diminui a utilizacdo dos recursos
naturais, além de minimizar a quantidade de dejetos jogados constantemente no meio
ambiente, consequentemente beneficia a salde da comunidade. As industrias podem
se organizar no redimensionamento dos residuos gerados, o lixo originado por uma
indUstria pode ser reaproveitado por outra, mantendo a construcdo de grupos de

produtores ecologicamente corretos (CAPRA, 2002).

O incentivo para o reaproveitamento de residuos € objetivo de um modelo de
desenvolvimento sustentavel, por este motivo, € estimulada a diminuicdo da
quantidade de residuos gerados, a valorizacdo destes e a minimizagcao dos riscos
provenientes do seu descarte. Neste contexto, o estudo de como viabilizar a reducao
deles na fonte geradora tornou-se uma alternativa imprescindivel (NUNESMAIA,
2002).

Um exemplo € o reaproveitamento da concha de ostra, que tem agregado valor a
este subproduto e contribuido para diminuir os residuos dispostos de forma
inadequada. As conchas de ostras desprezadas nas areas das praias pelos pescadores
tém contribuido para assoreamento do mar e alteracéo no territorio praiano. Além disso,
0 consumo crescente em restaurantes tem sido um fator preocupante no acumulo
destas conchas. Por outro lado, por ser uma fonte rica em carbonato de célcio, este

residuo vem sendo empregado em mistura para pessoas com deficiéncia de calcio, na

15



producdo de marmores compactos, incremento para adubos, racdes e suplemento para
o solo (BOICKO et al., 2004).

Outra perspectiva no aproveitamento dos residuos é o seu Uso em processos
fermentativos para a produgéo de polimeros bioldgicos, utilizando microrganismos
capazes de converter diferentes substratos em polimeros (BERWANGER et al.,
2007).

A utilizacdo do glicerol como substrato pela Xanthomonas esta sendo
explorado. O glicerol € um subproduto originado da fabricacdo do sabdo (AZEVEDO
et al., 2009) ou do biodiesel (GONCALVES & PEREZ, 2009) que pode ser inserido
de forma liquida ou sélida no meio reacional de forma suplementada com nitrogénio
ou outros nutrientes. A intencdo do processo é diminuir custos de producéo
utilizando meios de conversao diferenciado do meio tradicional (DRUZIAN, GOMES
& BRANDAO, 2009). Por este motivo, 0 investimento em pesquisa para
reaproveitamento do produto secundario ocasionado da reacéo de transesterificacéo
€ uma realidade promissora (GONCALVES & PEREZ, 2009).

A utilidade dos biopolimeros obtidos de vias fermentativas através de uma
fonte de carbono apresenta um futuro promissor na sintese de outros produtos mais
elaborados, que poderdo ser usados como fonte energética alternativa. Esse fato
torna o processo de obtencao mais investigado cientificamente (FERREIRA, ROCHA
E CARVALHO, 2009).

Dentre os polimeros mais usados em processos industriais no mundo
encontra-se a goma xantana que ainda é um produto importado (BORGES &
VENDRUSCOLO, 2008).

O processo produtivo da goma xantana tem beneficiado as indastrias
principalmente no aproveitamento de residuos, como na utilizagcdo do soro proveniente
da fabricacdo do queijo como substrato para sintese de goma xantana (MESOMO,
2007). O residuo de suco da maca é considerado um o6timo suplemento na producao da
goma (PAGLIARINI & DRUZIAN, 2007). O uso do suco da palma, outro subproduto

16



gerado da utilizacao industrial da Tamara (Phoenix dactylifera L.), tem sido considerado
promissor na producdo da goma xantana. A tdmara é uma especie de palmeira
conhecida popularmente como palma, é utilizada na fabricacdo de vinagre e seu
subproduto fonte rica em carbono geralmente € descartado ou dependendo da

viabilidade é transformado em torta para alimentar gado (SALAH et al., 2010).

A inclusdo destes subprodutos industriais como substratos para sintese de
biopolimeros reduz a quantidade de residuos descartados no meio ambiente e minimiza
custos no tratamento de efluentes (MESOMO, 2007). Além de permitir uma
diversificagdo na produgao do setor industrial e o0 aumento da receita, representado
uma economia viavel através da obtencdo de novos produtos provenientes de
“residuos” (PAGLIARINI & DRUZIAN, 2007).

1.2. Polimeros Bioldgicos

Os biopolimeros podem ser polissacarideos sintetizados por microrganismos ou
vegetais. Devido sua ampla utilizacdo, atualmente eles contemplam um importante
papel na pesquisa de varios setores, industriais, cientificos e tecnolégicos (NEWMAN E
CRAGG, 2007, CASALINI, 2008). Estas macromoléculas sintetizadas por algumas
bactérias, fungos ou plantas representam um futuro promissor para saude humana,
neste contexto, os estudos conduzidos na expectativa de melhorar a producéo,
extracdo e caracterizacdo tem crescido exponencialmente nos ultimos anos (GERN et
al., 2008). A tabela 1 mostra os polimeros mais usados nas industrias e nimeros de
patentes registradas. Dentre os biopolimeros, a dextrana, gelana e xantana sao os mais
investigados, embora esta ultima por apresentar maior estabilidade, demonstra
interesse industrial mais representativo (ASHTAPUTRE E SHAH, 1995, FORESTI,
2003).
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Tabela 1 — Polimeros mais usados nas indUstias

Polimeros Numero de patentes

Coldgeno 9
Chitosana
Chitin
Acido hialurénico
Amido
Poliuretano
Goma Xantana

Elastin

N DN NN NN DD W W W;m

Keratin

Fonte: BORSCHIVER et. al, (2008).

Os polimeros bioldgicos séo considerados alternativa plausivel para substituicdo
dos polimeros sintéticos, em especial aqueles originados de fontes naturais renovaveis.
Tal fato pode ser justificado por sua alta disponibilidade, baixo custo e caracteristicas
biodegradaveis (TEXEIRA, 2005). O preco médio de mercado destes biopolimeros é de
US$ 4/kg, representando um mercado anual de US$ 2 bilhGes, com crescimento
econOdmico de 20% ao ano e estimativa comercial na ordem de 1.000.000 t/ano para o
ano de 2015 (BORSCHIVER, ALMEIDA & ROITMAN, 2008).

Os polissacarideos microbianos podem ter origem intracelular, da parede celular
ou extracelular. Os extracelulares estéo ligados a célula como capsula ou livres, sendo
este ultimo de maior interesse industrial, pois tem maior facilidade de obtencéo
(MESOMO, 2007). Normalmente, a formacdo do exopolissacarideo bacteriano pode
ocorrer durante todo o crescimento celular ou somente em uma das fases de
crescimento (logaritmica ou estacionaria). A sintese polimérica ocorre por dois
mecanismos que podem ser diferenciados pela classe de bactérias. Para as gram-
positivas o processo de sintese envolve enzimas lipoprotéicas extracelulares
secretadas na superficie da célula. No caso dos microrganismos gram-negativos os
exopolissacarideos sao sintetizados de forma intracelular, onde o0s acucares
nucleotideos fornecem a célula os monossacarideos juntamente com o processo de
interconversdo, processo este que acontece através de reacdes de epimerizacao,
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desidrogenacdo e descarboxilacdo (HARDING et al., 1993). Posteriormente as
unidades formadoras do polissacarideo sédo excretadas e este € polimerizado fora da
célula (SUTHERLAND, 1982).

1.3 Goma Xantana

A goma xantana € um heteropolissacarideo sintetizado pela bactéria do género
Xanthomonas, através do processo fermentativo aerdbico que utiliza a glicose ou
sacarose como principal substrato (BRANDAO et al., 2008). Para elaboracdo da
xantana, o substrato mais requisitado pela bactéria é a sacarose, e no processo final de
separacdo da goma do microrganismo, o alcool etilico torna-se indispensavel, dois
produtos provenientes da cana de acucar, de facil acesso, baixo custo e disponibilidade
praticamente em todo territério brasileiro. Sendo assim, torna-se competitivo para
producao visto que os custos do processo serdo inferiores em relacao a outros paises,
que utilizam a sacarose oriunda da beterraba branca, assim viabilizando o processo e
abrindo campo para uma concorréncia com paises detentores de maior poder
tecnoldgico (PADILHA 2003, BRANDAO et al., 2008).

A goma dispbe de caracteristicas imprescindiveis para ser empregada no
preparo de alimentos, medicamentos e extragdo de petroleo, como, elevada
viscosidade, pseudoplasticidade, estabilidade em: ampla faixa de pH, variacdes de altas
temperatura, altas concentracbes de sais e, apresenta-se muito resistente a
degradacédo enzimética (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Neste contexto, tratando-se de
sintese, o género Xanthomonas é o que mais se destaca no setor industrial por ser
produtor deste polimero (MATTA JUNIOR, 2009).

1.3.1. Xanthomonas, a bactéria sintetizadora da goma xantana

Originada do grego, a palavra Xanthomonas significa “xanthos” = amarelo e

“‘monas” = unidade (MAC FADDIN, 2000; KRIEG & HOLT, 1994). O género
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Xanthomonas esta distribuido em 1470 familias, apresentam 3636 genes unicos. Dentre
estes genes, merecem atencao os receptores de ferro, os sintetizadores de flagelo,
agueles envolvidos com metabolismo energético, sistema secretorio tipo Il, sistema
secretoério tipo Il e os envolvidos com quimiotaxia (MOREIRA et al.,, 2005). As
Xanthomonas normalmente apresentam flagelo Unico, consequentemente dispdem de
motilidade, apresentam-se dispostas isoladamente em forma de bastonetes retos,
facilmente visiveis ao microscépio 6tico. Se caracterizam Gram-negativa, oxidase
negativa, catalase positiva, ndo redutoras de nitrito, teste positivo para esculina e
negativo para hidrolise da gelatina. Apresentam um bom crescimento na faixa de
temperatura entre 35-37°C e auséncia de crescimento a 40°C (MAC FADDIN, 2000;
KRIEG & HOLT, 1994). Embora temperaturas de crescimento entre 25°C e 30°C
também séo referenciadas. Apresentam tempo médio de crescimento de 2-3 dias.
Normalmente as espécies do género sdo aerdbicas ou microaerofilicas o que facilita o
cultivo em laboratério (PAGLIARINI & DRUZIAN, 2007).

Grande parte das Xanthomonas séo consideradas fitopatogénicas por causarem
infeccbes em plantas hospedeiras, exceto a Xanthomonas maltophila (SUTHERLAND
1982). Das espécies do género Xanthomonas, a X. campestris € bactéria
fitopatogénica de grande importancia na area agricola por infectar vegetais como,
pimentdo, tomate, alcachofra, algoddo, ameixa, berinjela, brécolis, couve, couve-flor,

couve de Bruxelas, maracuja, mostarda, a nectarina e o péssego (NCPPB, 2009).

Dentre as doengas mais citadas, estédo a podridao negra e a mancha bacteriana,
consideradas enfermidades importantes economicamente para o setor agroindustrial
(CANDIDO 2007). Facilmente notdria, a infeccdo € marcante nas folhas e caules,

caracterizado por pigmentos amarelos denominados xantomonadinas (CHUN, 2002).

A mancha angular outra doenca muito estudada, compromete a cultura do
algoddo. A espécie isolada do algodoeiro é a Xanthomonas axonopodis pv.
malvacerarum (Xam), uma bactéria que sobrevive em solo, sementes e residuo de
cultivo, locais também considerado como via de disseminagdo (SOARES, 2006). A

bactéria consegue sobrevivem em baixa umidade e em folhas secas por um periodo de
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30 a 60 dias (CANDIDO, 2007). As sementes quando contaminadas apresentam o
processo germinativo comprometido em média 20% (GALLI, 2001).

Comprometendo a cana-de-acUcar a falsa estria vermelha (FEV) também é
causada por Xanthomonas sp. A infestacdo € comum nos canaviais do centro sul do
pais, porém pode ser diagnosticada em outras regibes e em espécies de gramineas
como o sorgo, o milho e a aveia. Os sintomas caracteristicos da doenca sdo manchas
avermelhadas, longas, paralelas com nervuras semelhantes a estrias, as quais podem
evoluir para necrose total da planta (MANTOVANI, MARINI & GIGLIOTI, 2006).

O cancro citrico é uma infec¢do causada pela Xanthomonas axonopodis pv. citri
em frutas citricas como a laranja, o liméo e a tangerina. A doenca caracterizada por
lesbes semelhantes a verrugas de coloracdo amarela nas folhas, ramos e frutos €
disseminada facilmente pela lavoura acarretando perdas econdmicas extensas. Quando
a contaminacdo se espalha pela plantacdo ndo existe controle e esta pode atingir toda
lavoura, neste caso, medidas de erradicacdo deverdo ser adotadas tanto para as
plantas contaminadas, como para plantas vizinhas fixadas em um raio de 30 metros
(NETO et al., 2006).

Geralmente estes microrganismos fitopatogénios comprometem a lavoura, a
qualidade dos produtos e ocasiona perdas (BAIKER, 1970 apud: SOARES, 2006). O
diagnostico da contaminacdo em vegetais pode ser feito pela identificacdo de um
pigmento amarelo caracteristico do género Xanthamonas denominado de
xantomonadinas (CANDIDO, 2007). No entanto, diagndsticos mais precisos e
confirmatdrios sdo requisitados na confirmacdo concreta da contaminagdo, como o
cultivo do material contaminado em meios seletivos, sorologia, inoculacdo do vegetal
hospedeiro e sondas de DNA (SOARES, 2006).

O exame de DNA, PCR-RFLP ("Restriction Fragment Length Polymorphism") e
RAPD ("Random Amplified Polymorphic DNA") sdo muito requisitados para confirmar ou
diferenciar a variedade genética da Xanthomonas (NUNES et al., 2009).

A andlise das proteinas secretada pelas Xanthomonas atualmente € um método
explorado no diagnostico e, almejado no desenvolvimento de farmacos que poderao ser

usados no tratamento da infeccao originada pela bactéria (FERREIRA, 2009).
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Os meios de cultivos NSCAA (nutrient starch cycloheximide antibiotic agar),
BSCAA (basal starch cycloheximide antibiotic agar) e SX-agar (starch for
xanthomonads) sdo considerados semi-seletivos, enquanto que o meio NA (Agar
nutriente) € ndo seletivo para Xanthomonas campestris pv. campestris, mas pode ser
usado (GALLI et al., 2001). Para Galli et al., (2001), o melhor meio para o cultivo é
NSCAA, pois as coldnias apresentam-se mais visiveis, com a coloracdo amarelo mais
intensa em trés dias de inoculacdo. Existem também outras variedades de meios de
cultivos, como o meio YM (Yeast Malt) citado por Borges (2004) e MPIl por Cadmus et
al., (1978).

Figura 1 — Xanthomonas campestris pv. campestris - cultivada em meio NSCAA, A2 - mesmo meio com

adicao de lugol

Fonte: GALLI et al., (2001).

1.3.2. Producéo de Goma Xantana

As diferentes espécies de Xantomonas produtores de goma xantana, podem
sintetizar polimeros com caracteristicas diferenciadas, como, viscosidades, texturas,
guantidade e estabilidade. Diante desta afirmativa, quando ha conhecimento sobre o
comportamento da espécie produtora € possivel estabelecer se o material polimérico
sintetizado é eficiente e se este pode ser conduzido para uma determinada
aplicacao, por este motivo, busca-se estudar diferentes processos de aquisicao e
diferentes tipos de microrganismos produtores. Contexto este, aplicado em
pesquisas onde o principal foco € a selecdo de linhagens e aumento da

produtividade (LUVIELMO, VENDRUSCOLO & SCAMPARINI, 2007).
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A sintese da goma xantana envolve algumas rotas metabdlicas, sendo que a
via de Entner — Doudoroff é citada como a principal delas. O catabolismo de glicose
nesta via € cerca de 80% até piruvato, o que da sequencia a via do acido
tricarboxilico e a via da pentose-fosfato responsavel por metabolizar toda glicose
restante como mostra a Figura 2 (LETISSE et al.,, 2001; PORTELA et al., 2008 ).
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Figura 2 — Biosintesis de goma xantana

Fonte: DAWES & SUTHERLAND (1992).

O tempo de producéo da goma pode variar dependendo dos patovares usados.
Alguns deles apresentam rendimentos muitos variaveis, motivos estes anteriormente
citados, atribuidos a composicdo do substrato usado na elaboragdo do meio
fermentativo, como mostra a Figura 3. O tempo de producgéo avaliado geralmente € de
72 horas, tempo encontrado também para cepas de X. axonopodis pv. phaseol
(MAYER et al., 2008).
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Producao de xantana (g.L-1)
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Figura 3 - Producéo de diferentes cepas da bactéria X. axonopodis pv. phaseoli.

Fonte: MAYER et al., (2008).

E importante estabelecer uma concentracdo inicial de microrganismos para o
in6culo para que este seja um parametro mensuravel e padronizado. Se o inéculo
apresenta um ndmero de coldnias superior a 10° UFC/mL a producdo é eficaz (PAN,
MOREIRA & VENDRUSCOLO, 2000). Quando utilizado menor numero de células para
iniciar o inéculo, a multiplicacdo destes aumenta rapidamente e a producdo da goma
final é diminuida de forma antagbnica, quando no inicio do indculo ha bastantes células,

a producédo da goma aumenta consideravelmente.

A multiplicacdo celular do microrganismo € influenciada pela concentracao de
acucar no meio (BAIOCCO, 1997). A composicao inicial do meio é capaz de interferir
diretamente na producdo e qualidade do biopolimero, (PAN, MOREIRA &
VENDRUSCOLO, 2000). Para producéo do in6culo de goma geralmente utiliza-se uma
fonte rica em carbono, por exemplo, a sacarose, acidos organicos, como o acido citrico
e sais inorganicos, NH4;NO3;, KH,PO,4, MgCl, Na,SO,4, H3zBOs, ZnO, FeCl e CaCOs;
(PAGLIARINI & DRUZIAN, 2007). Outra op¢do é utilizar no meio de producdo, a
sacarose ou glicose como fonte de carbono, uréia como fonte de nitrogénio e K;HPO,4
para tamponar (NERY et al.,, 2008)

A biossistese da goma xantana a partir do caldo de cana no Brasil € uma
alternativa viavel e, pode ser realizada em escala industrial (BRANDAO et al., 2008).
Ainda assim, a maior parte da goma utilizada no setor produtivo brasileiro é adquirida
atravées de importacdes, portanto, o pais apresenta subsidios e matérias-primas
suficientes para producdo do polimero em grande escala. A cana de acgucar e o alcool
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sdo considerados insumos essenciais para producdo de xantana, sdo abundantes e
podem ser testados nas mais variadas vias de fermentacdo. Neste contexto, €
importante uma avaliacdo qualitativa dos polimeros produzidos utilizando-se diferentes
patovares bacterianas e diversos processos fermentativos (LUVIELMO,
VENDRUSCOLO & SCAMPARINI, 2007). O rendimento da goma obtido com a adicao
do caldo pode chegar a 10 vezes mais do que com a inser¢cao da sacarose, portanto é
necessario aperfeicoar o estudo das condi¢des usadas na producédo e das propriedades

reoldgicas deste polissacarideo mais minuciosamente (BRANDAO et al., 2008).

Em meio fermentativo com estresse alcalino, estudos concluiram que a X.
campestris pv. manihotis 280-95 apresentou melhor desempenho produtivo,
aumentando 40,76% a producdo em relacdo as cepas X. campestris pv. begoniae
1138-95 e X. campestris pv. dieffenbachiae 1429-00, o aumento da alcalinidade do meio
desequilibrou 0 meio produtivo acarretando ruptura das células, consequentemente
aumentando a producdo direta da goma (LUVIELMO, VENDRUSCOLO &
SCAMPARINI, 2007).

No estudo conduzido com as cepas de Xanthomonas campestris manihotis 1182,
Xanthomonas campestris campestris 1866 e Xanthomonas campestris pv campestris
2149, a associacdo do caldo da cana com outros nutrientes como a uréia e fosfato
fermentado através de shaker (28 °C, 250 rpm, 120 horas) deixou a caracteristica
pseudoplastica e a viscosidade aparente inferior ao da goma fermentada no meio
tradicional que utiliza a sacarose (BRANDAO et al., 2008). Outros substratos podem
melhorar a sintese, como o residuo de suco da macd, considerado um Otimo
suplemento na producdo da goma, onde aumenta 10 vezes o rendimento desta em

relacdo ao meio enriquecido com a sacarose (PAGLIARINI & DRUZIAN, 2007).

O soro de leite proveniente da fabricagdo do queijo mussarela utilizado como
suplemento na producédo da goma xantana, aumenta 3 vezes mais a producao da goma
em relagdo a producgdo convencional utilizando a sacarose como fonte de carbono
(NERY et al., 2008). O soro residual da fabricacdo do queijo é considerado eficiente na
producdo de xantana e relevante por aproveitar residuos da producdo agro-industrial
cujo descarte é abundante. A pesquisa da producdo de xantana a partir do soro de

queijo viabiliza a possibilidade do reaproveitamento do residuo gerado pela industria ser
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reutilizado na propria industria, para fabricacdo de outros alimentos, uma vez que a
goma sintetizada a partir do soro de queijo pode ser empregada como emulsificante,

estabilizantes e agentes de suspensodes (SILVA et al., 2009)

1.3.3. Caracterizacdo da Goma Xantana

A composicdo quimica da goma xantana identificada através de Cromatografia
em camada delgada comparativa (CCDC), tem revelado a presenca de glicose,
manose, acido glicurénico e ramnose, este ultimo monossacarideo ndo € encontrado
em goma comercial produzida por X. campestris pv. Campestris. A ramnose € muito
relevante, por estar presente em todos os polimeros que apresentam capacidade de
formar géis (MAYER et al., 2008). A formacéo de gel do biopolimero é diferente do gel
de polimero sintético, este ultimo envolve ligacbes quimicas cruzadas, em pontos
especificos da cadeia polimérica. O gel de fonte natural faz ligacbes ndo em pontos
especiais, mas em segmentos ordenados das macromoléculas, compondo interacées
quimicas fracas e reversiveis (ANDRADE, GARCIA & LOBAO, 1996).

A funcionalidade da xantana esta diretamente ligada a sua estrutura quimica, a
qual pode ser facilmente modificada. Estas diferenciacdes estruturais dependem do
microrganismo usado na producédo e condicdes utilizadas no processo de fermentacéo
(BORGES & VENDRUSCOLO 2008).

Figura 4 - Estrutura quimica genérica da xantana. (a) unidade de glicose ndo substituida, (b) glicose
substituida, (c) manose interna com substituinte acetil, (d) &cido glucurdnico, (¢) manose externa com

substituicdo pelo piruvato
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Fonte: VENDRUSCOLO (2005).

A goma € classificada como uma molécula anibnica de alto peso molecular
cerca de 1,5-5,0x10* KDa (PORTELA et al., 2008). Onde a cadeia principal é
estruturalmente igual a celulose, apresentando ramificacbes de B-D-glicose ligadas nas
posices 1 e 4 (SANDFORD & BAIRD, 1983).

A molécula da xantana é classificada como regular, obedecendo a uma ordem
de uma molécula de glicose para cada duas ramificacdes, exceto nas cadeias laterais,
pois nem todas se apresentam acetiladas ou piruvatadas. Normalmente as cadeias
sofrem alteracbes na posicdo do piruvato, dependendo da cepa inoculada e das
condicBes de cultivo (LINDEN & LORIENT, 1996).

O alto grau de acetilacdo e o baixo grau de piruvatacdo aumentam a
viscosidade, evento atribuido as agregacdes intermoleculares (MAUGERI, 2001). O
tempo de fermentacéo pode ser considerado um fator influenciador para o aumento ou
diminuicdo destes radicais, bem como o conteddo de glicose e a interacao entre estes
mondmeros influenciam diretamente na viscosidade. A presenca dos
monossacarideos e derivados pode ser determinada através de cromatografia de
camada delgada comparativa (CCDC) utilizados padrbes comparativos de glicose,
ramnose, manose e acido glicurénico (SILVEIRA et al., 2008). A determinac¢éo do grau
de acetilagdo pode ser realizada através de analise colorimétrica, método quantitativo
sugerido por McComb & McCready (1957).

A estrutura secundaria da goma pode apresentar-se em dupla ou alfa hélice e
esta correlacionada com as condicdes em que a molécula é caracterizada. Esta
ainda pode apresenta-se em conformacédo ordenada ou desordenada (BORN,
LANGENDORFF & BOULENGUER, 2002).

1.3.3.1 - REOLOGIA DA GOMA

A ampla procura da goma xantana € justificada pelas propriedades reoldgicas
gue Ihes conferem capacidade Unica de emulsificacdo, espessamento, gelificacdo e
suspensao na presenca da dgua como solvente (MAUGERI, 2001) .
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Propriedades reoldgicas sdo um conjunto de medidas analiticas que facilitam a
compreensao da organizacao estrutural e comportamento de um composto (VITALI &
RAO, 1984). Para compreensdo da reologia, os conceitos da matéria sélida descrito
por Robert Hooke e as propriedades da matéria liquida relatada por Isaac Newton
precisam ser entendidas. Para explicar a teoria da elasticidade Hooke prop6s o modelo
da mola, ou seja, quando a mola sofre uma tensdo dobrada a extensdo dela também
dobra. Em outras palavras, um sélido quando sofre uma tensédo maior que habitual ele
se deforma. Os liquidos segundo Newton, sofrem uma resisténcia ao escoar em uma
superficie, esta resisténcia € proporcional a velocidade de deslizamento. A dificuldade
de escoamento € denominada viscosidade, que também pode ser referenciada como
resisténcia do fluido ao deslizar. O célculo da viscosidade pode ser feito usando o
registro da forca aplicada no deslocamento do fluido, sobre a area que a matéria esta
sendo deslocada, a este calculo dar-se o0 nome de pressédo de cisalhamento (BIRD,
STEWART & LIGHTFOOT, 1960).

Em 1687 Isaac Newton descreveu a viscosidade de um fluido como a resisténcia
ao deslizamento deste fluido causado por um atrito interno da superficie deslizante,
guanto maior o grau do atrito de um fluido, maior € a sua viscosidade (BARNES,
HUTTON & WALTERS, 1989). Para explicar sua teoria Newton demonstrou o0 modelo
de duas placas de areas A separadas por uma distancia h, movimentadas devido a
aplicacado de uma forca F. Diante do modelo proposto, a for¢a exercida por unidade de
area (F/A) para manter uma diferenca de velocidade entre as placas (dv/dx) é
diretamente proporcional ao gradiente de velocidade através do liquido. Portanto, o
coeficiente de proporcionalidade € igual a viscosidade (h). A forgca por unidade de area
€ conhecida como tenséo de cisalhamento (s) e o gradiente de velocidade é conhecido
como taxa de cisalhamento ( 7). Substituindo (F/A) por (s) e (dv/dx) por ( 7), tem-se a

equacao de Newton para determinagao da viscosidade de um fluido (BIRD et al., 1960).
F dv

=1
A dx Equacdo 1

(e
==
4 Equacéo 2
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Figura 5 - Classificagdo do comportamento reolégico de diferentes tipos de suspensdes
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Figura 6 - Modelo de placas paralelas usada por Newton para explicar a viscosidade de liquidos

Fonte: BARNES, HUTTON & WALTERS (1989)

Dentre as medidas usadas na reologia estdo, tensdo de cisalhamento, taxa de
deformacéo, coeficiente de consisténcia e viscosidade (HAMINIUK et al., 2006). Estes
paramentos mensuraveis fornecem dados de como uma determinada substancia se
comporta quando submetida a uma forca externa que causa deformidade, bem como, o
grau de variacdo continuo desta deformacdo em funcdo do tempo, conhecido também
como escoamento (STEFFE, 1996).

O comportamento reologico dos materiais poliméricos em estado liquido pode
ser definido pela Lei das Poténcias: onde 1 e y representam a tensdo e a taxa de
cisalhamento, Kk é a consisténcia do material e n € o indice de poténcia. Para analise,
guando o n é igual a 1, o produto analisado apresenta comportamento Newtoniano, se

este resultado apresenta-se maior que 1 e tratado como material dilatante, porém se o n
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for menor que 1, o comportamento é classificado como pseudoplastico. Geralmente os
polimeros sao rotulados como pseudoplasticos (CRUZ et al., 2008) . A reologia é uma
ciéncia usada para deduzir o nivel qualitativo de um determinado produto (QUEIROZ et
al., 1998), sendo que alguns fatores como a temperatura e 0 tamanho das particulas
podem afetar estas propriedades (VITALI & RAO, 1984).

Elasticidade, taxa de deformacéo e viscosidade séo propriedades detalhadas em
alguns estudos realizados com o objetivo de obter um polimero de boa qualidade. Séo
utilizadas cepas bacterianas diferentes e condigcbes de producdo distintas, o que
dificulta a comparacdo entre pesquisas semelhantes e por mais que as linhagens
bacterianas sejam iguais, as condicdes utilizadas no processo de obtencdo podem ser
diferentes (LUVIELMO, VENDRUSCOLO E SCAMPARINI, 2007).

A viscosidade é um exemplo de parametro muito influenciado pela composicao
quimica da goma xantana e pode apresentar variacdes quantitativas e/ou qualitativas
dependendo da composicao desta (MOREIRA, 2002).

A xantana produzida pela cepa X. campestris mangiferaindicae 2103 a partir do
soro de leite como substrato apresentou resultados entre 10.000 e 15.000 mPa.s
guando utilizado a solucdo de xantana a 3% (NERY et al., 2008). Em outro estudo foi
evidenciado em solucdes aquosas a 1%, viscosidade entre 2030 a 6161 mPa.s
(NITSCHKE, RODRIGUES & SCHINATTO, 2001).

Em um estudo com a solugéo de xantana a 2% sintetizada a partir do caldo de
cana como fonte de carbono, foram apresentados valores de viscosidade aparente de
99,36 mPa.s, resultado este considerado cinco vezes menor para viscosidade aparente
da solucdo de xantana proveniente da fermentacio com a sacarose (BRANDAO et al.,
2008).

Diversas areas de aplicagcbes da xantana necessitam dela com o teor de
viscosidade bastante elevado. Porém, algumas inddstrias exigem uma goma de baixa
viscosidade (MAYER et al., 2008). Exemplo, na indastria alimenticia (GRISEL et at.,
2008), preparo de produtos de panificacdo (ZAMBRANO et al., 2005) e extragdo de
petrdleo (MAYER et al., 2008).
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1.3.3.2 — ANALISE TERMICA.

As técnicas de analise térmica sao utilizadas para definir algumas
propriedades do material analisado, como por exemplo, variagdo da forma fisica em
funcdo da temperatura e a absorcédo ou liberacdo de calor (PIMENTEL & ARBILLA,
1998). Estas analises acontecem através dos métodos da termogravimetria (TG)
onde uma termobalanca registra de forma continua a variacdo de peso de uma
determinada substancia em funcdo da variacdo da temperatura ou, pelo método da
andlise térmica diferencial (ATD), onde h& registro continuo da diferenca de
temperatura entre a amostra analisada e, a comparacdo desta amostra com uma
substancia inerte de referéncia. Por este motivo, o segundo método € tido como
mais preciso (FIGUEIREDO et al., 1989).

A termogravimetria aplicada em um composto pode interpretar os efeitos
térmicos resultantes da libertacdo de componentes volateis, da fusdo ou até mesmo
da mudanca de fase (FIGUEIREDO et al., 1989).

Na analise de polimorfismo a calorimetria diferencial de varredura é
considerada muito Util na obtencdo de informacfes sobre modificagdes estruturais
gue acontecem durante o aquecimento e arrefecimento das substancias estudadas.
A matéria em estudo passa por transicbes durante o processo térmico que é
explicado a partir de conceitos termodinamicos denominados de temperatura de

transicao, variacdo de entalpia ou capacidade calorifica (MARIA et al., 2009).

O método da termomicroscopia consiste em observar através de um
microscopico de luz polarizada, alteragbes ocorridas em uma matéria, € considerado
um bom meétodo para distingdo entre meios anisotropicos e isotropicos, habitos

cristalinos e tipos de transformacéo de fase (MARIA et al., 2009) .

Os resultados obtidos na andlise térmica geralmente sdo expressos pela
fracdo decomposta do solido ou pela conversdo do material em funcdo da
temperatura (PIMENTEL & ARBILLA, 1998).
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Maior parte dos trabalhos utiliza a termogravimétria para elucidar o
comportamento térmico da goma xantana. Como por exemplo, A analise
termogravimétrica discutida no trabalho de Horn (2008) sobre polimeros, onde a
xantana comercial apresentou resultados de decomposicdo da goma analisada em
funcdo do tempo em trés estagios de temperatura, onde o primeiro entre 25 a150 °C
mostra a perda de agua da estrutura polimérica , o segundo entre 150 a 400 °C
visualiza a decomposicdo da matéria e, 400 a 550 °C faixa de aquecimento que

refere-se ao estagio de carbonizacéo.

A analise térmica realizada em temperatura muito alta € necesséaria para
avaliar se o material polimérico depois de liofilizado é capaz de reter gua em sua
estrutura. O estudo termogravimétrico concluido em diferentes razbes de
temperatura pode fornecer a energia de ativacdo do estagio de perda de agua dos
polimeros. Métodos térmicos como espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia de RMN e calorimetria exploratéria diferencial também podem ser

usados para verificar a agua presente em hidrogéis de xantana (HORN 2008).

1.4. Aplicacao da Goma

A goma xantana constitui um produto com diferentes utilidades e sua aplicacéo
foi expandida para industria farmacéutica, quimica e petroquimica (GARCIA-OCHOA et
al., 2000). Em 1969 a FDA (Food and Drug Administration) aprovou seu uso ha
industria de alimentos (FONTANIELLA et al., 2002). Desde a incluséo na produgcéao em
larga escala alimenticia a goma é utilizada como substituto de gordura em bolos, na
condicdo de reduzir o teor gorduroso (de 50% a 60%), sem denegrir 0 aspecto e
caracteristicas organolépticas, manter a estabilidade e atividade de agua, diminuir 20%
o teor de umidade e proporcionar um produto final com maior volume em relagédo ao
convencional (ZAMBRANO et al., 2005).

A goma xantana adicionada ao amido e ao glicerol tem sido aplicada na industria
alimenticia para melhorar as propriedades mecanicas dos filmes de revestimento de
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alimento, na intengdo de substituir os filmes n&o biodegradaveis (MATTA JUNIOR,
2009). Neste ambito, a citada goma incorporada em suspensdes de amido ajuda a
manter a estabilidade, acelera o processo de gelatinizacdo, reduz a umidade e custos
(CHAIZAWANG & SUPHANTHAKIRA, 2005). No caso de filmes para embalagens as
exigéncias para classificacdo de um bom filme dependem de qual tipo de alimento sera
embalado. Para carnes vermelhas, por exemplo, faz-se necessario uma alta
permeabilidade ao oxigénio, pois este quando interage com o alimento permite a
formacdo de um pigmento denominado oximioglobina, responséavel pela cor vermelho
caracteristica. Quando utilizada para alimentos ricos em lipidios, este filme deve ser
impermeavel ao oxigénio, ao contrario, os lipidios oxidam facilmente originando o rango
oxidativo (MATTA JUNIOR, 2009).

A juncdo da goma com amidos e agentes plastificantes tem sido aplicada no
melhoramento da estabilidade, gelatinizagédo e retogradacédo de filmes, propriedades de
grande importancia na obtencdo que interferem diretamente na formacéo da pelicula.
Com a associacdo do amido, xantana e glicerol foram obtidos bons resultados em
relacdo ao aumento da resisténcia a perfuracdo, a rupturas, aos valores de tonalidades,
diferenciado as propriedades mecanicas destes filmes (MATTA JUNIOR, 2009). Os
agentes plastificantes inseridos em filmes tém como papel principal alterar a
flexibilidade. Isso ocorre, devido as interferéncias causadas pelas moléculas que estes
agentes dispdem, reduzindo as pontes de hidrogénio existentes entre as cadeias
poliméricas da estrutura, conseqientemente, provocando modificacdes quimica, fisica e
mecéanica (MALI & GROSSMAN, 2003).

Em alimentos enlatados a goma esta sendo estudada para reduzir o efeito de
geleificacdo e aumentar a estabilidade quando este € submetido a oscilacbes de
temperatura. Em molhos de diferentes tipos, as propriedades viscoelasticas foram
aumentadas sem prejudicar o aspecto fisico e quimico do produto. Sua adi¢cdo ainda
reduziu a retorgradacdo do amido e melhorou a estabilidade significativamente
(AROCAS, SANZ & FISZMAN, 2009).

Em alimentos congelados a goma € utilizada para melhorar um fenédmeno
conhecido como sinérese, que significa a liberacdo de agua durante o processo de

congelamento e descongelamento de géis de amidos de milho usados na industria
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alimenticia para melhorar a consisténcia e a textura de muitos alimentos. A sinérese
muda a caracteristica fisica do produto, ou seja, diminui a massa do gel apds ciclos de
gelo — desgelo. Estudos concluiram que a xantana associada ao amido em
concentracdo de 1% reduz a sinérese dos géis em 15,27%, neste caso, a goma €
considerada muito eficiente na funcdo crioprotetora (WEBER, QUEIROZ & CHANG,
2008).

Adicionada a massa de paes refrigerados, a goma modificou as propriedades
reoldgicas da massa armazenada em baixas temperaturas, diminuindo o
desenvolvimento de um fenédmeno de degradacdo caracterizado pela formag¢do de um
liquido no interior do produto denominado xarope. Este xarope extravasa para
superficie do produto conferindo uma aparéncia de deteriorado, comprometendo a
qualidade (SIMSEK, 2009).

Para a ciéncia experimental a xantana representa uma importante aliada no
desenvolvimento futuro de pesquisas que envolvem a cura de doencas humanas
cronicas. Em estudos envolvendo a administracédo via oral da xantana em ratos com
tumores induzidos de bexiga, a citada goma inibiu significativamente o crescimento do
tumor e melhorou o sistema de defesa linfocitario. O resultado da experimentacéo oral
sustenta ainda mais a tese de que a goma é um produto para aplicacdo em diferentes
tratamentos deste nivel, pois ela se adapta perfeitamente a alteracdes buscas de pH
estomacal e mostra-se totalmente resistente a degradacdo enzimatica (TAKEUCHI et
al., 2009).

Na industria farmacéutica os biopolimeros séo utilizados como sistema matricial
para controlar a liberacdo de farmacos. Eles podem ser associados ou ndo a outros
polimeros dependo da consisténcia da matriz em que se almeja, no caso dos
comprimidos de teofilina a combinacdo da goma xantana com galactomanana
apresentou um perfil de dissolucdo excelente e uma dinadmica de liberacdo in vitro de
aproximadamente 90% do medicamento em 8 horas. Em outro aspecto, as matrizes
testadas com concentracdo superior a 25% dos biopolimeros exibiram resultados
semelhantes ao da xantana isolada, retencdo do farmaco na matriz, ja a galactomanana
isolada mostrou liberagcdo muito rapida (VENDRUSCOLO, 2005).
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A goma xantana tem sido de grande importancia no setor petroquimico e
apresenta como principal finalidade, a redugcdo do fator de atrito no momento do
escoamento do 6leo ou gas e, devido a esta aplicacdo, representa um dos aditivos mais
investigados no entendimento do comportamento das funcdes de perfuracdo e remocéao
de petroleo (LOUREIRO, LARGES & SILVA, 2009). As propriedades quimicas e fisicas
conferidas aos fluidos de perfuragéo sao essenciais no momento da extragao, como por
exemplo, funcdo adjuvante, capacidade de limpeza do cascalho do fundo do poco,
transporte do 6leo até a superficie do poco, desempenho da estabilidade nas paredes
do poco e a manutencao da pressao hidrostatica, evitando assim, o transporte de outros
fluidos que ndo seja de interesse. Além disso, lubrifica a coluna de perfuragdo e a broca
melhorando o processo de extracdo (THOMAS, 2002).

A perfuracdo de pogcos € um processo complexo qual pode atingir regibes de
extrema profundidade. No momento da perfuracao, o fluido de perfuracdo é conduzido
através de uma bomba até o interior do poco por uma coluna de duas regides, uma de
conducéo e a outra de resgate. Entéo, o fluido entra no poco pela parte de conducéo de
um lado da coluna e retorna do poco pelo outro lado da coluna e, neste retorno conduz
0s solidos arrastados do poco até a peneira vibratoria responsavel pela separacdao do
material, por esta razdo o comportamento de escoamento de um fluido deve ser
conhecido (LOUREIRO, LARGES & SILVA, 2009).

Quando h& escoamento de um liquido em uma coluna geralmente tem-se perda
de energia, esta perda € denominada perda de pressdo ou de carga. A perda de
pressdo acontece devido ao atrito na parede da coluna e da viscosidade do fluido
exercida no escoamento. Além das barreiras fisicas que podem diminuir a viscosidade
como a existéncia de rugosidade na superficie de escoamento (LOUREIRO, LARGES &
SILVA, 2009), o processo produtivo destes biopolimeros também pode contribuir na
diminuicdo da viscosidade, incluindo o meio de inoculacdo, agitacdo, aeracao,
temperatura, entre outros (MAYER et al., 2008). Neste contexto, a analise da
viscosidade e das propriedades reoldogicas da goma xantana torna-se indispensavel
(LOUREIRO, LARGES & SILVA, 2009).

Com a crescente versatilidade e aplicabilidade da goma xantana em diferentes

setores, justifica-se a pesquisa que disponibilize mais dados para que estes
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contemplem as &reas industriais, medicamentosas e petroliferas. Assim, favorecer ao
Brasil maior poder competitivo internacionalmente na producdo de uma goma
diferenciada e extracdo de petréleo mais eficaz (LUVIELMO & SCAMPARINI 2009).

O estudo da produtividade, viscosidade aparente e analise térmica da goma
xantana € de grande relevancia para definir as infinidades de aplicacbes em que ela
podera ser inserida, como o desenvolvimento de uma nova tecnologia para remocao
do petréleo, no aperfeicoamento da construcdo de filmes mais resistentes que
contemplem diferentes areas de utilizacdo na industria de alimentos, na producéo de
novos farmacos que apresentem sistemas de liberagcdes mais dinamicos e de maior
controle que detenham de um sistema matricial diferenciada para serem empregados
em doencas cronicas de dificil acesso medicamentoso, além disso, a producédo da
xantana € muito importante para a saude e o0 meio ambiente, uma vez que os residuos
organicos oriundos de varios seguimentos industrias, como quimicos, alimenticios e
aguicolas poderdo ser reaproveitados no processo de sintese, diminuindo

significativamente residuos que seriam descartados no meio ambiente.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DA PRODUCAO DE GOMA
XANTANA A PARTIR DE RESIDUOS DA OSTRA E DO
CARANGUEJO

44



Characterization of xanthan gum obtained using chitin from crabs and oysters as
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Abstract: Chitin waste is a carbon source and can be used as substrate for the
production of xanthan gum by Xanthomonas campestris. The aim of this work was
the evaluation of thermal properties of xanthan gum using chitin waste from crabs
(XCRAB) and oyster (XOYST) shell as substrate. The conventional culture media
were supplemented with powder of crabs or oyster shell. The obtained biopolymers
were characterized using differential scanning calorimetry (DSC) and
thermogravimetric analysis (TGA). The xanthan obtained using chitin wastes
(XCRAB and XOYST) showed a thermodegradation profile with single step, diverse
from the xanthan using sucrose (XSUCR) as substrate that present two steps of
weight loss. The temperature of exothermic event of XCRAB and XOYST was higher
than XSUCR. The thermal weight loss of XCRAB and XOYST occurred with a single
step, while XSUCR presented two steps. The gum obtained with chitin waste
presented higher thermal stability suggesting a higher interaction between the

polysaccharides chains.

Keywords: Thermal analysis, chitin, xanthan gum, biodegradable polymer
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2.1. Introduction

Xanthan gum is an extracellular hetero-polysaccharide, which is produced by
the aerobic fermentation of Xanthomonas sp. This biopolymer is composed of
saccharide repeating units, containing d-glucose, d-mannose, d-glucoronic acid,
acetal-linked pyruvic acid and d-acetyl groups (MARTINEZ-RUVALCABA &
RODRIGUES, 2007; PSOMAS, LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES & KYRIAKIDIS,
2007). The production and the properties of xanthan gum are influenced by bacterial
strain, culture medium (substrate), temperature, pH, time of fermentation, agitation
rate, impeller type and oxygenation (PSOMAS, LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES &
KYRIAKIDIS, 2007; SCHULTHEIS et al., 2009). The carbon sources used for
xanthan production are sugars, such as glucose and sucrose. The high cost of these
substrates has an impact on production costs. The search for less expensive carbon
sources, like industrial wastes or industrial by-product, to decrease the production
costs is important (ROSALAM & ENGLAND, 2006; HILLIOU, OLIVEIRA & REIS,
2007).

Chitin waste is an example of low cost carbon source that can be used for the
production of microbial polysaccharides. Generally, chitin is obtained from a variety
of crustaceans, like crabs and oyster shells, which represent a vast amount of chitin
waste from the aquatic food industry. Chitin is very difficult to biodegrade and this
characteristic creates an environmental problem (SONGSIRIRITTHIGUL et al.,
2010).

The carbon source influences on the final characteristics of obtained
biopolymer (ROSALAM & ENGLAND, 2006; SCHULTHEIS et al., 2009). Then, the
knowledge of the thermal properties of the xanthan produced using different carbon
sources can improves the understanding of chemistry mechanism of xanthan
production and shows the possibility of the use of these polysaccharides. In addition,
the thermal characterization of biopolymer is essential to evidence the industrial use
of the (HONMA, SENDA & INOUE, 2007).
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The goal of this study was investigate the changes of thermal properties of the
xanthan obtained from substrates chitin-rich from crabs (Ucides cordatus) and oyster
shells (Crassotea brasiliana) using differential scanning calorimetry (DSC) and

thermogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG).

2.2. Materials and methods

2.2.1. Materials

The crab and oyster shells collected from a marine food processing industry
were washed thoroughly with tap water and then steamed. The material was dried at

50°C, 12h, milled and sieved, obtaining powder with particles diameters <0.053 mm.

2.2.2.1. Microorganism

Xanthomonas campestris IBSBF 629 from the collection of culture of
phytobacteria (Laboratory of Vegetal Bacteriology — Biologic Institute/ Campinas, SP,
Brazil). The strain was maintained at 4°C, in YM (Yeast Malt) medium containing

(g.L™) yeast extract 3.0, malt extract 3.0, peptone 5.0, glucose 10.0, and agar 20.0.

2.2.2.2. Fermentation

The production of cells was carried out in 14 mL liquid YM medium in 300 mL
erlenmeyers, in two steps. Firstly a pre-inoculum was prepared, inoculating a loopful
of stock culture in 50 mL of YM medium and incubating at 120 rpm, 28°C, for 24 h.
The inoculum was prepared by the addition of 1 mL of pre-inoculum culture to 14 mL
of YM medium incubated in an orbital shaker, at 120 rpm, 28°C, for 24 h, when cell

concentration reached 10** CFU.mL™.
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The medium production contained the following concentrations (g.L™):
NH4H,PO, — 2.5; K;HPO,4 — 5.0; H3BO3 — 0.006; (NH,4)>,SO4— 2.0; FeCl; — 0.0024;
CaCl,.2H,0 — 0.002; ZnSO,4 — 0.002; carbon source — 50.0, pH 7.0. The media were
supplemented with the various carbon sources to be investigated. The carbon
sources being investigated included crab powder (XCRAB), oyster powder (XOYST)
and sucrose (XSUCR).

The production medium was added to the medium containing cells (inocula)
and incubated in an orbital shaker at 28°C, 96 h, 200 rpm. After inoculation, work

volume was 100 mL.

Biopolymer recovery

After fermentation, the broth was centrifuged at 10000 x g for 15 minutes at
4°C, for cell separation. The polysaccharide was precipitated from the supernatant
with the addition of ethanol 95% (1:4). The precipitate was dried at constant weight at
50°C + 5°C, dialyzed for 48 h against sterile Milli-Q® water, lyophilized, and stored in

hermetical flasks until further analyses.

Experimental runs were performed in triplicate, the productivity and apparent
viscosity were used as the response. Results were statistically evaluated using
ANOVA and Tukey’s test. The productivity represents the total yield of the
production, extraction and purification processes of xanthan gum and was calculated

dividing the mass of lyophilized xanthan (g) by the medium volume (L).

2.2.2.3 Rheological measurements

Rheological measurements of the aqueous dispersions (3 % w/v) of the
xanthan gum were carried out using a controlled stress rheometer (MCR 301, Anton
Paar Physica, Austria) calibrated and certificated, with a parallel plate fixture
(diameter 25 mm with gap of 1 mm) at 25 °C £ 0.01°C controlled by means of a
Peltier system. Flow curves were plotted from the corresponding transient tests
(apparent viscosity, h (Pa.s), vs. time at constant shear rate, g (s*) at different shear
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rates in a wide range from 0.01 to 300 s™.
2.2.2.4 Thermal analysis

Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogravimetric Analysis
(TGA) thermograms were recorded on a TA-50WSI Shimadzu. Each sample, under
dynamic nitrogen atmosphere (100 mL.min™), was packed in an aluminum pan and
heated from 25 to 500°C at a rate of 10°C.min™.

2.3. Results and discussion

2.3.1 Xanthan gum production

The table 1 shows the results of the production of xanthan gum using sucrose
(standard medium) and crab and oyster residues as carbon source in the
fermentative medium for Xanthomonas campestris 629. The use of chitin residues
instead sucrose increased significantly the gum production (p>0.05). The residue

from oyster presented the highest productivity.

Table 1. Production of Xanthan Gum with the strain of Xanthomonas campestris 629.

Residues Production (g.L™)* Productivity (g.L ™ .h™H)*
Oyster 4.70+0.072 0.049
Crab 3.15+0.16°" 0.033
Sucrose 1.32+0.04° 0.014

* same letters in the column represent statistically identical values (p < 0.05).

The production of the gum is influenced by the composition of the carbon
source as fermentation substratum, strains of microorganism and conditions of

process (MAYER et al.,, 2008). The high carbon concentration in the fermentation
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medium improves the xanthan gum production (PAGLIARINI & DRUZIAN, 2007).
Moreover, the nitrogen sources as the urea, peptone and extract of leavening and
some micronutrients as potassium, iron and calcium also influence in the polymeric
production (LUVIELMO & SCAMPARINI, 2009). The use of alternative material like
aquacultures residues, carbon-rich and micronutrients as calcium, magnesium, iron
and potassium presented in oysters shells (AGRIPINO, 2009), as well as, the Zn, Fe
and Cu in the crab residues (PEDROSA et al., 2001) can influenced positively in the

xanthan production.

The influence of the concentration and the source of the carbon in the yield and
quality of obtained polymer can be observed in works that had used alternatives
substratum. BRANDAO et al., (2008), using the Xanthomonas campestris manihotis,
had studied the addition of the broth of sugar cane for bioproduction of the gum and
obtained 33.54 g.L™*. Pagliarini & Druzian (2007), using the Xanthomonas maniothis
strain 280 used as substratum apple juice residues supplemented with 0.05% of urea
and 0.5% of KH,PO, and reached vyield around 45 g.L™. These findings showed that
the broth of sugar cane and the apple juice residues increased over than ten times
the gum production compared to the use of sucrose as substratum (PAGLIARINI &
DRUZIAN, 2007, BRANDAO et al., 2008). The xanthan synthesis from residues of
oyster shells was of 3.5 times higher than the production using sucrose. These
results were similar to the Nery et al., (2008), that used the Xanthomonas campestris
1866 and 2103 Xanthomonas mangiferaindicae and milk serum as carbon source to

fermentation process.

The amount of gum production is also associated the strain of Xanthomonas used
in the fermentation process (LUVIELMO et al., 2007). CANUTO (2006) observed that
the xanthan biosynthesis using cassava residues presented for strain CCT5677 1.19
g/L™* of production and for LPBO1 5.77 g/L™. The citric pulps as carbon source
presented for strain CCT5677 presented yield of 0.98 g/L™* and for strain LPBO1 of

4.65 g/L™. These results were similar to finds in the present work.

The results obtained for chitin rich-residues for production of gum using
Xanthomonas campestris IBSBF 629, mainly with residues from oyster shells

presented a great potential for biosynthesis of high productivity. There is no evidence
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in the literature about the use of aquaculture residues for the xanthan production and
these results show this possibility. It was evident that it is possible and the residues
from oyster and crab seem to be convenient. Therefore, Brazil, in special the
Brazilian Northeast, presents enough subsidies and raw materials for large-scale

xanthan bioconversion.
2.3.2 Rheological properties

The rheological properties influence in the processing and application of the
xanthan gum. The analysis of this parameter is very important to define the use of
this biopolymer. The data of rheology were show in Figure 1. The gum obtained with
strain Xanthomonas campestris 629 from crab and oyster waste presented initial
apparent viscosity higher than that obtained with sucrose. The gums showed
pseudoplastic behavior, that it is characteristic of these polymers, where the viscosity

decreases with increasing shear rate. Similar result was observed by Padilha, 2003.

The apparent viscosity of the aqueous solutions 3% of gums of the XCRAB
(about 480 mPas.s™?) and of the XOYST (about 410 mPas.s™) showed better

rheological characteristic as for example food thickener than XSUCR.

According to Brandao et al., (2008), the apparent viscosity of xanthan gum
from sugar cane residue was 99.36 mPa.s™ (2.0% solution and 25 s™). It was higher
than that the XOYST viscosity, which showed a value of 50.6 mPa.s™ (3.0% solution
and 29 s%).
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Figure 1 - Apparent viscosity of xanthan gum obtained from aquaculture waste and
sucrose

Viscosity parameter is very influenced by the chemical composition of the
xanthan gum and can present quantitative and/or qualitative variations depending on
the composition of this polymer (MOREIRA, 2002). Viscosity is influenced by pH,
temperature and presence of ions. Generally, pH between 3.0 and 7.0 decreases the
apparent viscosity polymer solution. However, when pH is kept around 5.0, no
alterations are observed. The addition of CaCO3 in the xanthan solution can change
the pH, and consequently modifies the viscosity values. The presence of KCl 1%
(w/V) in polymer solution decreases the viscosity, independently of the pH of xanthan
solution.

The composition of the crab and oyster residues had increased the viscosity of
the xanthan solutions 3%. These chitin residues contains high concentration of
calcium (approximately 95% of the total of minerals) and other minerals like Mg, Fe
and K in oysters shells (AGRIPINO, 2009), and Zn, Fe and Cu in the crab residues
(PEDROSA et al., 2001). The high concentration of minerals probably can contribute
for the increase of the apparent viscosity.

Therefore, for a specific polymer application, the study of the interference of
the electrolyte addition and its influence are important. The process conditions and
the substratum for polysaccharide biosynthesis can modify the rheological behavior
of gum solution (DIAZ et al., 2004). This interaction is different depending on the ion

valence. The selectivity of xanthan will be higher for bivalent than for monovalent
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cation (LOPEZ et al., 2004). Fernandes-Silva et al., (2009) added calcium chloride
(1.0%) in xanthan solutions 3% and observed the significant increase of apparent
viscosity. However, for sodium chloride addition (1.0%) in xanthan solution 3% the
effect was reversed. The discussion an knowledge about the effect of ionic strength
on the polymer viscosity is very important and the characterization of qualitative and
guantitative influence of polyelectrolytes composition must be studied.

Tako and Nakamura (1984) showed that the rheological characteristics of
xanthan gum are also dependent of the molecular weight and the acetate group
content in the polymer structure. Therefore, the production conditions, strain and
substratum can modify the ramifications of biopolymer and the molecular weight. The
low available acetyl group in the xanthan molecule influence directly the viscosity of
gum solution, producing a more viscous, firm and flexible solution (SLONEKER &
JEANES, 1962 APUD: BORGES & VENDRUSCOLO 2008).

Garcia-Ochoa et al., (2000) showed that, at reduced shear rate, the increase
of viscosity is evident. The high viscosity found in this study for the xanthan solutions,
can is associated with low shear rate used during the analysis. The results of
viscosity in the present work were different that one found by Nery et al. (2008). They
used gum solution 2% obtained from milk serum and obtained apparent viscosity of
57.30 mPa.s™ with shear rate from 25 to 1000 s™.

2.3.3 Thermal analysis of xanthan gum

The thermal curves (DSC and TGA) of samples obtained from chitin media
showed similar profile (Figure 2 and 3). These samples did not present an
endothermic peak around 200°C, like XSUCR, produced using sucrose as carbon
source (Figure 2). The exothermic event of XCRAB and XOYST showed a
displacement to higher temperature when compared with XSUCR. The first
endothermic curve refers to dehydratation step and appears for all polymers. The
XSUCR presented an endothermic double peak around 200°C, absent in DSC of
XCRAB and XOYST. This thermal event observed on DSC curve is reflected on TGA

curve, with weight loss at 200°C. This polymer, obtained from sucrose as carbon
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source, presented a lower initial temperature of degradation than XCRAB and
XOYST (Figure 3).
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Figure 2. Differential Scanning Calorimetry of samples of xanthan gum obtained from
(A) sucrose, (B) oyster and (C) crab as carbon source.
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Figure 3. Thermal gravimetric analysis of xanthan gum samples obtained from (A)
sucrose, (B) oyster and (C) crab as carbon source.

The figure 3 showed the steps of thermal degradation of obtained polymers. It
is possible observed that the XSUCR present three steps of weight loss. The first
one, is quite similar for the three polymers and represent the lost of volatile
compounds, included water. The second event of weight loss for XSUCR occurs
around 200°C absent in XCRAB and XOYST. The third one occurs for all polymers
around 300°C.

The results suggest that the polymer obtained from chitin residues presents
more thermal stability than XSUCR.

2.4. Conclusion

It was possible to obtained xanthan gum with high productivity, suitable apparent

viscosity and superior thermal stability from aquiculture residues as substrate for
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xanthan gum production by X. campestris IBSBF 629. The results allow to affirm that

it is possible to produce xanthan gum from crab and oyster residues.
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CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO DE GOMA XANTANA
PRODUZIDA COM GLICEROL
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ABSTRACT

The use of the glycerol, by-product formed by the biodiesel production, is a challenge
of the biofuel industry, since each ton of biodiesel produced 100 Kg of glycerol. This
by-product can be used in other areas as “ecofriend stuff” and substitute material for
expensive raw material. The glycerol alternative use have been investigated as
substrates in the fermentation process or the production of biosurfactants, fatty acids,
biopolymers, and others products. This aim of this work was the characterization of
xanthan gum produced using fermentative medium with glycerol carbon source. The
medium were prepared with sucrose (XS) and with sucrose: glycerol 1:1 (XG). The
obtained biopolymers were characterized using analysis (DTA/TGA), infrared
spectroscopy and rheology. The thermal profile of the obtained polymers was
different, showing changes of the enthalpy value at 311°C in the DTA curve. The
thermal decomposition of the XS gum presented four steps of degradation and the
XS only three. The xanthan gum productivity for XGS was lower than XS. The
viscosity of both the polysaccharides (XS and XGS) was similar. The use of glycerol
as carbon source in order to xanthan gum production can alter some characteristic of
polymer.

Keywords: glycerol, xanthan gum, thermal analysis
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3.1. Introduction

Xanthan gum is hetero-polysaccharide, produced by fermentation process using
Xanthomonas sp (PSOMAS, LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES & KYRIAKIDIS, 2007;
MIKA [IJIMA et al., 2007). The structure of the polysaccharide is composed of a
cellulose backbone, with trisaccharide side chains on alternating anhydroglucose
units (SERENO, HILL & MITCHELL, 2007).

This biopolymer is used in a wide variety of food and pharmaceutical formulations
as thickener, dispersing agent and stabilizer of emulsions and suspensions (Rosalam
and England, 2006). However, this product is relatively expensive due to carbon
source used for production (sucrose or glucose). The cost of these substrates has
an impact on production costs. The search for less expensive carbon sources, like
industrial wastes or industrial by-product, to decrease the production costs is
important (KURBANOGLU & KURBANOGLU, 2007; ROSALAM & ENGLAND, 2006).

The incentive for the utilization of residues is objective of a model of sustainable
development, for this reason, is stimulated the reduction of the amount of generated
residues, the valuation of these and the to lessen of the risks proceeding from its
discarding. In this context, the study of as to make possible the reduction of them in

the generating source an essential alternative became (NUNESMAIA, 2002).

The productive process of the xanthan gum has benefited the industries mainly in
the exploitation of residues, as in the use of the serum proceeding from the
manufacture of the cheese as substratum for synthesis of xantana gum (MESOMO,
2007). The juice residue of the apple is considered an excellent supplement in the
production of gum (PAGLIARINI & DRUZIAN, 2007). The use of the juice of the palm
Date, another generated by-product of the industrial use of the Date (dactylifera
Phoenix L.), has been considered promising in the production of the xanthan gum.
The date is a known palm popularly as palm, is used in the manufacture of vinegar
and its by-product generally is discarded or depending on the viability it is
transformed into pie to feed cattle (SALAH et al., 2010).

61


http://www.websters-online-dictionary.org/dictionary.asp?dictionary=non-english&reference=english&education=utilization&information=Brazilian+Portuguese

Glycerol is a by-product of industrial process, mainly from biodiesel production
and has been generated in large quantities. The production of microbial
polysaccharide using glycerol as carbon source has been studied recently (HILLIOU
et al., 2009; GILS, RAY & SAHOO, 2009). The carbon source can influence on the
final characteristics of obtained biopolymer (PSOMAS, LIAKOPOULOU-
KYRIAKIDES & KYRIAKIDIS, 2007). Then, the knowledge of the characterization of
the xanthan produced with different carbon source can shows the possibility of the
use of a by-product as stuff to decrease a cost production. In addition, the thermal
characterization and the viscosity of biopolymer are essential to evidence the
industrial use of the polymer. The goal of this study was characterize the xanthan
gum obtained from substrate containing glycerol using thermal analysis (DTA and

TGA), rheology and infrared spectroscopy.

3.2. Materials and Methods

3.2.1. Microorganism, Fermentation and Biopolymer recovery

Xanthomonas campestris IBSBF 356 from the collection of culture of
phytobacteria (Laboratory of Vegetal Bacteriology — Biologic Institute/ Campinas, SP,
Brazil). The strain was maintained at 4°C, in YM (Yeast Malt) medium containing
(g.L™) yeast extract 3.0, malt extract 3.0, peptone 5.0, glucose 10.0, and agar 20.0.
The production of cells was carried out in liquid YM medium in two steps. Firstly a
pre-inoculum was prepared, inoculating a loopful of stock culture (YM medium/120
rpm/28°C/24 h). The inoculum was prepared by the addition of pre-inoculum culture
to 14 mL of YM medium incubated in an orbital shaker (120 rpm/28°C/24 h), when
cell concentration reached 10** CFU.mL™.

The medium production contained the following concentrations (g.L™): NHsH,PO,
— 2.5; KzHPO,4 — 5.0; H3BO3 — 0.006; (NH4)2SO4— 2.0; FeCl; — 0.0024; CaCl,.2H,0 -
0.002; ZnSO, — 0.002; carbon source — 50.0, pH 7.0. The carbon sources

investigated were glycerol:sucrose 1:1 (XGS) and sucrose (XS). The production
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medium was added to the medium containing cells (inocula) and incubated in an
orbital shaker (28°C/96 h/200 rpm/100 mL). After fermentation, the broth was
centrifuged at 10000 x g for 15 min at 4°C, for cell separation. The polysaccharide
was precipitated from the supernatant with the addition of ethanol 95% (1:4). The
precipitate was dried at 50°C + 5°C, dialyzed for 48 h against sterile Milli-Q® water,
lyophilized, and stored until further analyses.

Experimental runs were performed in triplicate, the productivity were determined.
The results were statistically evaluated using ANOVA and Tukey's test. The
productivity represents the total yield of the production, extraction and purification
processes of xanthan gum and was calculated dividing the mass of lyophilized

xanthan (g) by the medium volume (L).

3.2.2. Rheological measurements

Rheological measurements of the aqueous dispersions (3% wi/v) of the xanthan
gum (XS and XGS) were carried out using a controlled stress rheometer (MCR 301,
Anton Paar Physica, Austria) calibrated and certificated, with a parallel plate fixture
(diameter 25 mm with gap of 1 mm) at 25 °C + 0.01°C controlled by means of a
Peltier system. Flow curves were plotted from the corresponding transient tests
(apparent viscosity, 1 Pa.s), vs. time at constant shear rate, y (s*) at different shear

rates in a wide range from 0.01 to 300 s™.

3.2.3. Thermal analysis

The obtained polymers (XS and XGS) was submitted to the thermal analysis
(TG/DTA) using a TA instruments model SDT 2960 Simultaneous using Pt crucibles
with about 5 mg of samples. The curves were obtained under N, atmosphere (100
mL.min™) and the heating rate was 10°C.min™ in the temperature range from 25 to
500°C. The DTA cell was calibrated with In (m.p. 156.6°C; AHfus. = 28.54 J.g™") and
Zn (m.p.419.6°C). TG/DTG was calibrated using a CaC,04.H,O standard in
conformity to ASTM.
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3.2.4. FTIR analysis

The infrared absorption spectra of the XS and XGS were obtained in the range
4,000-400 cm™ in KBr pellets using a FTIR-Bomen spectrophotometer model MB-
120 at room temperature.

3.3. Results and discussion

3.3.1. Xanthan gum production

The extraction yield was measured for the polysaccharides production using
glycerol:sucrose and only sucrose as carbon source for fermentation medium. The
table 1 showed the mean of productivity of three fermentation process. The
productivity obtained with XGS (0.05 g.L".h™) was significantly lower than that
obtained with XS (0.16 g.L™.h™) (p<0.05). It can be verified that the production was
higher using only sucrose (15.0 g.L™) as carbon source and the addition of glycerol
decreased the production rate.

Rottava et al., (2009) have used different strains of Xanthomonas sp. and showed
productivities values between 0.06 and 0.1 g.L™.h™ using sucrose as carbon source.
These results demonstrated that although the strain (Xanthomonas campestris
IBSBF 356) presented high productivity using sucrose as carbon source, the
alternative medium with glycerol presented productivity near the other strains using
sucrose medium. The productivity is one of the most economically important aspects
of  polysaccharide extraction and  purification  (PONGJANYAKUL &
PUTTIPIPATKHACHORN, 2007).

Table 1 — Productivity of xanthan gum in conventional (XS) and alternative medium

XGS %

(XGS) Carbon Source gLt g.Lth
XS 15.0+0.92 0.16%
XGS 4.3+2.4° 0.05°

*Values in a column with the same letter were not significantly different at p < 0.05.
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The productivity is influenced by the microbial strain, the process time and the
fermentation medium. In the xanthan synthesis, the productivity must be considered.
The composition of fermentation medium can change the production of the
polysaccharide (MAYER et al., 2008). Silva-Fernandes et al., (2009) used cheese
whey as carbon source in fermentation medium. The production of gum was
approximately 25 g L™ after 72 h. Salah et al., (2010), using palm juice by-products
and two strains Xanthomonas campestris NRRL B-1459 reached the maximum value

obtained will be biomass production was 3.35 g L™.

3.3.2. Viscosity Measurements

The apparent viscosity of XGS presents similar profile when compared to XS,
however the initial viscosity was lower (Fig. 1).
In this sense and considering the low cost and high amounts of glycerol produced

in biodiesel industry, this by-product can be used as supplement carbon source.
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Fig 1. Apparent viscosity of the aqueous dispersion at 3% of the xanthan gum.

Apparent viscosities of the gums obtained from the fermentation of XGS and
XS by Xanthomonas campestris IBSBF 356 strain were lower than the one found by
Reis et al. (2009), where the aqueous solutions of xantana gum (3%) obtained from

sucrose, glycerol: sucrose and glycerol mediums were 941, 143 and 140 mPa.s™,
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respectively, when used Xanthomonas sp C1 for xanthan gum production. Apparent
viscosity of xanthan gum is modified depending on the chemical composition,
arrangement, intermolecular forces and molecular weight that it presents
(SUTHERLAND, 1992).

According to Mayer et al. (2008), a low viscosity xanthan gum presents
advantages in the fermentative process mainly by decreasing the energy cost of an
aeration process, since the oxygen diffuses faster. In this way it can be used in the
food industry for retention of flavors (GRISEL et at., 2008), as well as in bakery since
viscosity is not a property that interferes in the quality of breads (ZAMBRANO et al.,
2005).

Inorganic salts directly influence the viscosity of the xanthan gum. In this
context, calcium, potassium, magnesium and sodium, common salts in the glycerin
from biodiesel production (THOMPSON & HE, 2005) have not been enough to
increase viscosity, since the viscosity found using glycerol+sucrose was lower than

the one using sucrose.

3.3.3. Thermal analysis

The XS and XGS gums do not show any melting transition detectable by DTA.
The DTA curve of XS (Fig. 2a) by itself had two endothermic transitions occurring at
311 and 476°C that was assigned to thermal decomposition. Similar profile was
observed to XGS material. DTA curve of XGS showed an exothermic broad band
between 200-350°C, corresponding to the first step of thermal degradation, and a
broad band between 386-600°C, corresponding to the second step of thermal
degradation (Fig. 2a). However, the band at 311°C was reduced when to compare
with XGS sample. The changes in the AH are probably due to the formation of
intermolecular hydrogen bonds (HONMA, SENDA & INOUE, 2003).

According to TG curve of XGS, three events of thermal decomposition of the
drug can be evidenced. These events occur in the following temperature ranges and
weight loss percentages: 25-160°C (Am= 8.59%), 160-370°C (Am= 40.66%) and
370-600°C (Am= 23.05%). From TG/DTG curves four steps of weight loss can be
observed to XS: dehydration (Am; = 9.19% and 25-1610°C), thermal decomposition
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(Am, = 16.12% and 161-232°C and Amz = 22.69% and 232-333°C), and
carbonization initiating at about 333°C (Amy4 = 37.55%) (Fig. 2b).

The inset Fig. 2b shows the TG curves of the XGS and XS. It is noted that the
XS (inset Fig. 2b) exhibits three events characteristics of the water molecules
releasing and thermal decomposition. The TG curve of the XGS (inset Fig. 2b)
showed a reduction of the event (161-232°C) and has a different thermal
decomposition profile as compared to XS suggesting a different species. According
to Rosalam & England (2006), different substrate do not influence the primary
backbone structure, but do affect the structure of side-chains, the molecular mass,
and the yield of xanthan gum (ROSALAM & ENGLAND, 2006).
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Fig. 2. DTA (a) and TG (b) curves of XS and XGS in dynamic nitrogen (50 mL.min™) and
rate heat 10°'C.min™.

3.3.4. Infrared Analysis

The FTIR spectra of XS and XGS are shown in Fig. 3. The characteristic IR
absorption peaks of xanthan were observed at 3442 (O—-H symmetrical stretching),
1617 (COO- asymmetrical stretching), 1407 (COO- symmetrical stretching), 1053
(C-O-C- symmetrical stretching) and 1024 cm™ (COO- symmetrical stretching) in the
both samples. However, the band around 1407 cm™' was more intense in XGS than

1

in XS spectrum. Around 3442 cm ', we can observe a broad band in the both

samples, corresponding to the axial deformation of hydroxyl groups with
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intramolecular a d intermolecular hydrogen bounds. This band was more intense for

XS suggesting higher hydration.
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Fig. 3. Infrared spectroscopy (FTIR) of XGS and XS

3.4. Conclusions

This work investigated the possibility of using glycerol, obtained of biodiesel
industry as substrate for xanthan gum production by Xanthomonas IBSBF 356. The
results showed that the glycerol unique carbon source not is measured it adequate
will be xanthan gum, therefore it presented minor production that sucrose.

The analyses of thermal viscosities apparent and of the gums had been similar
between itself, however, the infra-red ray specters of the samples of XS and XGS,
cm—1 showed around of 3442 bands wider, corresponding to the axial deformation of

groups hidroxila in hydrogen linkings intermoleculares.
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4. CONCLUSAO

Apo6s o desenvolvimento do presente trabalho, conclui-se que a producédo da
goma xantana utilizando residuos de ostra, de caranguejo e glicerol como fonte de
carbono é possivel. A produtividade com residuos de ostra foi maior que os demais
substratos, incluindo a sacarose. A producdo da goma com o glicerol foi inferior a
sacarose.

As viscosidades das solucdes aquosas da goma a 3% oriundas dos residuos
aquicolas foram superiores a solucao a 3% proveniente da sacarose.

As analises térmicas das gomas apresentaram perfis muito semelhantes,
entre resisudos aquicolas e sacarose, bem como, glicerol e sacarose.

Diante dos resultados observados, torna-se viavel do ponto de vista produtivo
e econdmico o remanejamento de residuos de ostra e de caranguejo para biosintese

de xantana.
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