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RESUMO

A goma xantana é um exopolissacarideo sintetizado por bactérias Xanthomonas e de extrema
importancia no aspecto comercial devido as suas propriedades, principalmente por formar
solugdes viscosas em baixas concentragdes com ampla faixa de estabilidade de pH e
temperatura, sendo aplicado na industria de alimentos, farmacéutica e petroquimica. O
objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de gomas xantana em diferentes escalas
fermentativas (shaker e bioreator) a partir da fermentacdo de substrato alternativo (glicerina
bruta residual do biodiesel) usando cepas nativas de Xanthomonas, visando a caracterizacao
do polimero obtido e o potencial de aplicagdo em fluido de perfuracdo de pocos de petrdleo.
As xantanas obtidas foram avaliadas quanto a producdo, viscosidade aparente, peso molecular
médio (PM), termogravimetria (TGA), composicdo de agucares e acidos, e nos fluidos de
perfuracdo base agua. As 12 cepas de Xanthomonas foram mantidas em YM-Agar, repicadas
periodicamente e 20% do inéculo preparado em meio YM foi transferido para o meio
fermentativo. Inicialmente os meios fermentativos, controle e alternativo (2,0%, m/v),
suplementado com KH,PO, (0,1% m/v) e uréia (0,01% m/v) foram testados em shaker. As
cepas X. campestris mangiferaeindicae 2103 e X. axonopodis pv manihotis 356 foram
selecionadas em funcéo da producéo de xantana (5,59.L™ e 1,24g.L™) e viscosidade aparente
(69,50mPa.s e 67,16mPa.s), respectivamente. Para aumentar a producdo de goma da cepa 356,
foram testadas: variagdo da concentracdo de glicerina bruta e de in6culo em shaker e em
bioreator de 4,5L com variacdo de agitacdo. Os resultados maximos obtidos de producao
foram de 1,38 g.L™ (shaker) e 2,13 g.L™ (bioreator). Com base nesses resultados, foi realizada
a otimizacdo da producdo de goma xantana por fermentacdo da glicerina bruta com a cepa
2103, através de um planejamento estatistico em estrela DCCR (Delineamento Composto
Central Rotacional) fracionado 2° com 4 pontos axiais e triplicata no ponto central,
totalizando 11 ensaios. Duas variaveis independentes (agitacdo e aeracdo) foram avaliadas
durante a fermentacdo em bioreator por 120 horas, sobre as respostas (producdo de xantana,
massa celular e viscosidade aparente). A agitacdo e aeracdo apresentaram efeitos
estatisticamente significativos (p<0,05) na producdo de massa celular e na viscosidade, e para
a producdo de xantana, apenas a agitacdo foi significativa. O ensaio 9 (1,0vvm de aeracéo e
500 rpm de agitacdo) resultou em maior producdo de goma (6,34 g.L™) aliada a maior
viscosidade aparente de 252,38mPa.s (0,5%, 25°C e 25s™), e massa celular de 3,13 g.L™. As
condicdes melhores controladas em bioreator resultaram no aumento de 253,65% na
viscosidade apesar de ndo ter aumentando a producdo. A viscosidade aparente da goma
produzida em bioreator foi maior que a produzida em shaker e as gomas obtidas apresentaram
propriedades pseudoplasticas com pesos moleculares proximos ao da goma xantana comercial
e altamente piruvatada (18,6%), um importante indicador na qualidade reoldgica nas
xantanas. O comportamento de TGA também foi similar ao da goma comercial. A aplicagédo
de baixa concentracdo da goma xantana e da glicerina bruta, como lubrificante, em nova
formulacdo de fluido de perfuracdo base agua apresentou resultados de leituras reologicas,
forca gel, volume de filtrado, viscosidade aparente, viscosidade plastica e coeficiente de
lubricidade bastante promissores e evidenciaram propriedades proximas aos parametros
estabelecidos na exploracéo de pocos de petroleo.

Palavras-chave: Goma xantana, Xanthomonas, glicerina bruta, fluido de perfuracéo.
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ABSTRACT

Xanthan gum is an exopolysaccharide synthesized by Xanthomonas bacteria and extremely
important aspect in commercial properties due mainly to form viscous solutions at low
concentrations with a wide range of pH and temperature stability, being applied in the food
industry, pharmaceutical and petrochemical. The aim of this work was to study the production
of xanthan gum fermentation at different scales (shaker and bioreactor) using alternative
substrate (residual crude glycerin from biodiesel) in fermentation from native strains of
Xanthomonas, to characterize the polymer obtained and potential application of drilling fluid
in oil wells. The xanthan obtained were evaluated for yield, viscosity, average molecular
weight (MW), thermogravimetry (TGA), sugar composition and acids, and water based
drilling fluids. The 12 strains of Xanthomonas were maintained in YM-agar, maintained
periodically and 20% of the inoculum prepared in YM medium was transferred to the
fermentation medium. Initially the fermentation media, control and alternative (2.0%, w/v),
supplemented with KH,PO,4 (0.1% wi/v) and urea (0.01% wi/v) were tested in shake. The
strains X. mangiferaeindicae 2103 and X. campestris axonopodis pv manihotis 356 were
selected based on the production of xanthan (5.5g.L™ and 1.24g.L™) and apparent viscosity
(69.50mPa.s and 67.16mPa.s), respectively. To increase gum production of the strain 356
were tested: variation in the concentration of crude glycerin and inoculum in a shaker and 4.5
L bioreactor with varying agitation. The results were obtained maximum production of 1.38
g.L" (shaker) and 2.13 g.L™" (bioreactor). Based on these results, it was performed the
optimization of the production of xanthan gum obtained by fermentation of crude glycerin
with strain 2103, through a statistical planning in star DCCR (Delineation central composite
rotational) design 2% with 4 axial points and center point in triplicate, totaling 11 tests. The
influence of two independent variables (agitation and aeration) were evaluated during
fermenting in reactor for 120 hours and the responses variables were xanthan production, cell
mass and viscosity. The agitation and aeration showed statistically significant effects (p<0.05)
in the production of cell mass and viscosity, and for the production of xanthan, only stirring
was significant. The test 9 (1.0 vvm aeration and 500 rpm agitation) resulted in increased
production of gum (6.34 g.L™) with higher apparent viscosity of 252.38 mPa.s (0.5%, 25°C
and 25s™), and cell mass of 3.13 g.L ™. The best conditions in controlled bioreactor resulted in
an increase in viscosity of 253.65% despite not having increased production. The apparent
viscosity of the gum produced in the bioreactor was greater than that produced in shaker and
gums obtained showed pseudoplastic properties with molecular weights close to xanthan gum
commercial and highly pyruvic acid (18.6%), an important indicator in rheological behavior
in xanthans. The TGA behavior was similar to that of commercial gum. The application of
low concentration of xanthan gum and crude glycerin, as a lubricant, in a new formulation of
water-based drilling fluid has presented results of rheological readings, gel strength, filtrate
volume, viscosity, plastic viscosity and lubricity coefficient and showed promising properties
close to the parameters established in exploration of wells oil.

Keywords: Xanthan gum, Xanthomonas, crude glycerin, drilling fluid.
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1 INTRODUCAO

Biopolimeros microbianos sdo polissacarideos sintetizados por bactérias, fungos e
leveduras. Xantanas sdo exopolissacarideos (EPS) produzidas por Xanthomonas, e possuem a
capacidade de formar géis e solucBes viscosas em meio aquoso. Apresentam-se como uma
alternativa as gomas tradicionais devido as suas propriedades reoldgicas, sendo amplamente
utilizadas como espessantes, geleificantes, agentes de suspensdo, colGides protetores e
estabilizantes, nas industrias de alimentos, farmacéutica, quimica e petroquimica
(SUTHERLAND, 1993; MEDEIROS et al., 2000; LIMA et al., 2001; FARIA, 2005;
BRANDAO et al., 2008).

Do ponto de vista comercial, a goma xantana é o polissacarideo microbiano mais
importante, com uma producdo mundial de cerca de 40.000 toneladas por ano, movimentando
um mercado atual de aproximadamente US$ 270 milhGes, estimado para 2015 atingir US$
400 milhdes e 80.000 t/ano (RAMOS, 2011). As principais industrias produtoras de xantana
sdo Kelco (EUA), Rhone-Poulenc (Franca), Pfizer (EUA) e Mero-Rousselot-Santia (Franca)
(PRADELLA, 2006).

As matérias-primas utilizadas para a producdo de goma xantana sdo glicose e etanol.
O Brasil por ser o maior produtor dos insumos basicos para producdo de xantana, como a
sacarose (fonte de carbono do meio fermentativo) e o etanol (solvente utilizado para a
precipitacdo da goma xantana), apresenta alto potencial competitivo para a producdo do
biopolimero a nivel mundial com estimativa de 40% a 60% de reducdo dos custos
(BRANDAO et al., 2008). Além disso, um pais agroindustrial como o Brasil dispde ainda de
inimeras fontes de biomassas fermentaveis além da sacarose, como a glicerina bruta residual
do Biodiesel, que pode impactar ainda mais na reducdo do custo de producdo, além de
viabilizar um destino do co-produto (glicerina bruta).

Na producédo do biodiesel, a glicerina € o principal co-produto e possui baixo custo
por ser de dificil descarte e para maior aplicabilidade do produto (cosmético, emulsificantes,
plastificantes e outros) é necessaria a sua purificacdo, que por ter um custo elevado torna-se
inviavel economicamente. Segundo Borges et al. (2005), em média para cada 100 litros de
biodiesel produzido, resulta em 10 quilos de glicerina. Por ser gerada em grande quantidade
tanto no Brasil e no Mundo, resulta em problemas de consumo no mercado, que nao tem

condicdes de absorver tal oferta.
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Portanto, 0o emprego da glicerina bruta constitui, quando convenientemente
suplementada com sais e nutrientes (geralmente uma fonte de nitrogénio e fosforo), um
substrato alternativo para a producédo de biopolimeros por fermentacdo, o que abre uma nova
alternativa de uso desse co-produto e uma nova fonte de renda para o setor (BRANDAO et
al., 2008; PADILHA et al., 2010).

A producdo de goma xantana obtida via fermentagdo da glicerina bruta, co-produto
do biodiesel, ndo é grau alimenticia nem farmacéutico e cosmético, entretanto poderia ser
utilizada como aditivo em fluido de perfuracdo e na EOR (Recuperacdo Avancada de
Petroleo), uma vez que grandes quantidades sdo necessarias e 0 aumento do custo limita
maiores aplicacOes apesar das 6timas propriedades reolégicas e quimicas (KULICKE et al.,
1990; XIE, 1992; GALLINO et al., 2001; BORGES, 2007; BORGES et al., 2009).

A formulacdo de um fluido de perfuracéo é de fundamental importancia para que este
possa auxiliar durante o processo de perfuracdo. Diversos produtos séo adicionados ao fluido
em concentracBes adequadas, dentre eles, argilas e polimeros utilizados para controlar a
viscosidade, o limite de escoamento, a forca gel e o controle de filtrado, para conferir ao
fluido uma taxa adequada de remocéo dos sélidos perfurados e de capacidade de estabilizacdo
das paredes do poco (THOMAS, 2001).

A perfuracdo de um poc¢o é uma tecnologia-chave para exploragcdo e producdo de
petroleo, uma vez que os envolvidos neste processo tais como equipamentos gerais, mao de
obra especializada, e qualidade/eficiéncia dos fluidos de perfuracdo, podem representar de 40
a 80% dos custos totais de exploracdo (ALMEIDA; ARAUJO, 2002). Os fragmentos da rocha
gerados, durante a perfuracdo através de acdo rotacional da broca, sdo removidos
continuamente pelo fluido de perfuracdo (THOMAS, 2001).

Os fluidos de perfuracdo a base de agua apresentam baixo custo em relacdo aos
fluidos a base de Gleo e sintéticos, mas apresentam a desvantagem de causar danos a
formagdes rochosas sensiveis ou simplesmente ndo serem adequados em funcdo da elevada
afinidade hidrofilica das formacdes (AMORIM et al., 2005). A utilizacdo de um ou outro tipo
de fluido depende da profundidade do pogo e do tipo de formacdo a ser perfurada (BORGES,
2007).

Segundo Thomas (2001), os fluidos a base de agua sdo os mais utilizados nas
perfuragcdes em todo mundo, por serem biodegradaveis, apresentarem baixa toxicidade e baixa
bioacumulacéo, e ecologicamente seguros. A principal funcdo da agua neste tipo de fluido é

prover o meio de dispersdo para os materiais coloidais, principalmente argilas e polimeros.
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Para isto, os biopolimeros devem apresentar alta viscosidade em baixas concentragdes,
comportamento pseudoplastico e estabilidade da viscosidade a salinidade, temperatura e
condicdes alcalinas (SHAH; ASHTAPUTRE, 1999); de modo que apresente facil injecéo,
mantenha os cascalhos em suspensdo, facilitando a remocéo destes e estabilize as paredes do
poco. Por apresentar tais caracteristicas, a goma xantana passou a ser amplamente utilizada,
comparadas com outros polimeros comumente utilizadas nesse tipo de fluido, como CMC
(Carboximetilcelulose), PAC (Celulose Polianidnica) e PHPA (Poliacrilamida parcialmente
hidrolisada), por ser menos sensivel a condi¢des de alta salinidade e temperatura (BORGES et
al., 2009; SHAH; ASHTAPUTRE, 1999).

Entretanto, o elevado custo de produgdo de goma xantana tem limitado uma maior
aplicacdo, principalmente da recuperacdo terciaria de petréleo (EOR), ndo existindo ainda
outro substituto em escala comercial que supere as qualidades da xantana nesse setor na
industria petrolifera (SCAMPARINI; LUVIELMO, 2009).

Visando a diminuicdo do custo da producdo de goma xantana, precisamente com
relagdo as matérias-primas fermentesciveis, devido ao alto custo que limitam o potencial de
mercado petroquimico desse polimero, busca-se substratos alternativos (PADILHA et al.,
2010). A utilizacdo da glicerina bruta residual do biodiesel tanto como matéria-prima para
producdo de xantana grau ndo alimenticio e também como substituto do lubrificante em fluido
de perfuracdo de pocos sdo inovadores, uma vez que elimina os problemas ambientais com o

descarte do efluente com maior competitividade no preco final.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producdo de goma xantana em diferentes escalas fermentativas (shaker e
bioreator) a partir da fermentacdo de glicerina bruta residual do biodiesel e avaliar o potencial

de aplicacdo em fluido de perfuracdo de pocos de petroleo.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

= Selecionar variedades de Xanthomonas nativas que resultem na biossintese da goma
xantana com méaximas producdo e viscosidade, e propriedades reoldgicas adequadas

para aplicacdo em fluidos de perfuracdo de pogos de petréleo.

= Avaliar o efeito das melhores condi¢cdes em bioreator sobre a producéo e viscosidade

aparente de goma xantana.

= Otimizar a producdo de xantana em bioreator variando a aeracdo e agitacdo do meio
fermentativo aplicando a metodologia de superficie de resposta, bem como
caracterizar e avaliar a viscosidade aparente e as propriedades reoldgicas do

biopolimero.

= Avaliar o potencial de utilizacdo da goma xantana obtida por fermentacdo da glicerina
bruta residual do biodiesel para aplicacdo na Recuperagdo Avancada de Petroleo

(EOR) e como viscosificante polimérico de fluido de perfuracdo de pocos de petroleo.

= Formular e caracterizar um novo fluido de perfuragdo contendo menores

concentragdes de goma xantana e glicerina bruta como lubrificante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GOMA XANTANA

Goma xantana € um biopolimero microbiano natural, considerado como
exopolissacarideo (EPS), produzido por cepas de Xanthomonas, descoberta em meados de
1950, pela Northem Regional Research Laboratories (NRRL) do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos. A descoberta tornou-se invencdo, inovagdo e provocou
grande interesse no mundo cientifico e industrial com aplicagdo nos segmentos de alimentos,
farmacos, cosméticos, quimico e de petréleo (BORN et al., 2002; LUPORINI; BRETAS,
2008; RAMOS, 2011).

As gomas xantana apresentam propriedades Unicas, incluindo a capacidade de
produzir géis ao combinar-se com o solvente apropriado, dispersante em agua fria ou quente,
produzindo solucdes ou misturas viscosas; formar géis de alta viscosidade em baixas
concentragOes, estabilidade em meios &cidos, estabilidade a congelamento e descongelamento
diferenciando-a das demais gomas sol(veis em agua (PASQUEL, 1999; GARCIA-OCHOA et
al., 2000; NERY, 2007).

A goma Xxantana apresenta uma estrutura primaria que normalmente consiste em
unidades repetidas de pentassacarideos formados por duas unidades de glicose, duas unidades
de manose e uma unidade de &cido glucurénico na propor¢do molar de 2,0:2,0:1,0, além de
grupos piruvato e acetil (Figura 1). A sua estrutura, em geral, consiste em uma cadeia
celuldsica principal de D-glucopiranosil, unidas por ligacdes  nas posigdes 1 e 4, substituida
em O-3 a cada unidade alternada de glicose, por uma cadeia lateral composta de um
trissacarideo. A cadeia lateral consiste de uma molécula de acido glucurdnico entre as duas
unidades D-manopiranosil (VENDRUSCOLO, 2005). A unidade de manose terminal pode ser
substituida em O-4 e/ou O-6 por um grupo piruvato, onde aproximadamente metade dos
residuos D-manose terminais podem conter um acido piravico ligado, com distribuicdo
indeterminada. A unidade D-manose ligada a cadeia principal pode conter grupo acetil na
posicdo O-6. A presenca dos &cidos glucurdnico, acético e piravico produz um polissacarideo
do tipo aniénico (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Este biopolimero é um exopolissacarideo

hidrossoluvel, anibnico, ramificado, extracelular, com unidades repetidoras de
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pentassacarideos e com massa molecular aproximada de 2.10°Da, podendo atingir até 13 a
50.10°Da (ROSALAM; ENGLAND, 2006).
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Figura 1. Estrutura do mondmero polimérico de goma xantana (PALANIRAJ;
JAYARAMAN, 2011).

Em solugdes aquosas, a xantana tem sido largamente estudada ndo apenas pela
importancia e aplicagdo comercial, mas também por sua caracteristica de sofrer transigdo
conformacional, ordenada (hélice) para desordenada (espiral), devido a alteragdes de
temperatura, forga iénica, pH e concentra¢des poliméricas (GULREZ et al., 2012; RINAUDO
2001).

As moléculas da goma xantana que adotam uma conformacéo helicoidal (simples ou
dupla-hélice) podem ser descritas como hastes rigidas sem tendéncia para associar-se

resultando num comportamento de um espessante. Como as mais importantes propriedades
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sdo devido ao estado ordenado da macromolécula, a goma xantana pode sempre ser usada na
presenca de eletrdlitos (ASSAF-AL et al., 2012; HAMED; BELHADRI, 2009; LUPORINI;
BRETAS, 2008; NERY, 2007; PRADELLA, 2006).

A molécula de xantana é perfeitamente regular quanto a presenca de ramificacGes a
cada duas unidades de glicose, no entanto, pode haver certa irregularidade, onde nem todas as
cadeias laterais podem estar acetiladas ou piruvatadas. Frequentemente, a unidade repetidora
de pentassacarideo ndo esté piruvatada mais que um monémero, mas esta propor¢ao varia em
funcdo da cepa utilizada e das condicGes de cultivo (LINDEN; LORIENT, 1996).

A xantana é um polissacarideo de elevado interesse industrial, principalmente para a
indastria de alimentos, farmacéutica e petroquimica. Nesses setores ha uma continua
substituicdo dos polissacarideos convencionais por produtos de origem microbiana, por
inimeras razdes, como a possibilidade de modificacdo de suas caracteristicas reoldgicas
através do controle de parametros de fermentacdo, da independéncia climatica, entre outras
(VENDRUSCOLO, 1995).

A busca de cepas que produzam xantana com alta viscosidade tem sido muito
pesquisada, porque quanto menor o percentual utilizado para atingir a textura, viscosidade ou
estabilidade desejada, menor serd o custo e a interferéncia na cor do produto final. Da mesma
forma para atingir as especificacdes para a area de exploracdo de petréleo necessita-se obter
xantanas com alta viscosidade e parametros reoldgicos adequados para a utilizacdo em fluidos
de perfuracdo (MAYER et al., 2008). Porém, em algumas aplicacGes especificas, como por
exemplo, na retencdo de aromas e em agentes suspensivos, a alta viscosidade ndo é desejada,
buscando-se, para estes casos, cepas que produzam xantana com baixa viscosidade
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A principal caracteristica da xantana é sua capacidade de modificar a reologia ou
comportamento de fluxo das solu¢cdes (MARGARITIS; PACE, 1985). Suas propriedades séo
determinadas por sua composicdo quimica, dependente principalmente da quantidade de
substituintes acetil e piruvil, do peso molecular do polimero, arranjos e das ligacoes
moleculares (PACE, 1991). As cepas de Xanthomonas, 0 meio fermentativo e as condig0es
operacionais na fermentacdo influenciam no rendimento e na composicdo quimica da goma
xantana resultante (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

As propriedades desejaveis para utilizacdo da goma xantana nos segmentos
industriais sdo: comportamento pseudoplastico, elevada viscosidade em baixas concentragdes

(0,05-1%), devido a sua estrutura ramificada e seu alto peso molecular, bem como
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estabilidade em ampla faixa de temperatura e pH (VENDRUSCOLO, 1995; GARCIA-
OCHOA et al., 2000). Essas sdo propriedades fisico-quimicas que superam todos 0s outros
polissacarideos disponiveis no mercado. A xantana apresenta uma compatibilidade plena com
uma grande diversidade de insumos usados industrialmente, como metais, acidos, sais,
agentes redutores, outros texturizantes, solventes, enzimas, surfactantes, conservantes e em
blendas com outros tipos de gomas, por exemplo, com galactomananas (gomas guar € goma
de algaroba), a xantana apresenta um aumento sinérgico de viscosidade e formam géis
termorreversiveis (KALOGIANNIS et al., 2003).

Apesar de amplas possibilidades do uso de polimeros microbianos em alimentos, os
mercados de consumo mundiais mais importantes de polissacarideos sdo as industrias de
petroleo, mineracdo, téxtil, termoquimica, tintas de impressdo, papel, cosméticos,
farmacéutica e de produtos agropecuarios onde, além de serem utilizados como formadores de
gel, espessantes e agentes de suspensdo, sdo utilizados também por suas propriedades
floculantes, adesivas, formadoras de filme, lubrificantes e redutoras de fricgéo
(STREDANSKY; CONTI, 1999; DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007).

A aplicacdo da goma xantana tem despertado interesse principalmente na area
petrolifera em projetos de recuperacdo avancada de petrdleo (EOR) e em fluidos de
perfuracdo de pocos de petréleo, devido a suas desejaveis propriedades fisico-quimicas que
nenhum outro substituto em escala comercial superou suas qualidades (SCAMPARINI;
LUVIELMO, 2009).

3.1.1 Mercado de goma xantana

Considerando que aproximadamente 80% da tecnologia disponivel atualmente é
protegida na forma de patente, uma prospeccdo do nimero destes registros fornece uma
tendéncia tecnologica do mercado do biopolimero. Um universo de dados composto por 9.224
registros de documentos de patente referente ao biopolimero goma xantana foi levantado por
Machado et al. (2012), que n&o representa o total de invencdes protegidas nesta area, uma vez
o direito da patententeamento ¢ territorial, e portanto, uma mesma patente pode ser depositada
em diferentes paises, para garantir o direito de exclusividade aos seus inventores nos
mercados considerados como mais relevantes. A partir de 1960, pesquisas foram realizadas
em alguns laboratdrios industriais, culminando na producéo semi-comercial da goma Kelzan

pela empresa Kelco (Estados Unidos) e, em 1964, a producdo comercial do polimero para
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proposito industrial tornou-se vidvel para a aplicagdo em produtos ndo alimenticios
(HARDING et al., 1994). Em 1969, a goma xantana foi aprovada pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso como estabilizante, emulsificante e espessante em alimentos
(ROCKS, 1971).

Os paises detentores de tecnologia de protecdo dos bens intangiveis relativos ao

mercado de xantana por fermentacdo de glicose séo os Estados Unidos, seguido do Japdo e

Reino Unido (Figura 2).
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Figura 2. Evolucdo anual de depdsitos, por unidade, de patentes 1970 a 2010 (A), depositos,
por unidade, de patentes por pais de origem/organizacdo (B), depdsitos, por percentual, de
patentes por empresa (C) e depdsitos, por percentual, de patentes por setor industrial (D)
(MACHADO et al., 2012).

O mercado de inovacao é atualmente dominado pela Merck, Cargil e Danisco. Entre
0s anos de 1970 e 1985 constata-se um numero de depésitos de pedidos relacionados a
tecnologia bésica de obtencdo da goma xantana. Apds esse periodo, comeca a surgir as
patentes relacionadas a aplicaces da goma xantana, bem como a técnicas mais modernas de

obtencdo do biopolimero, destacando-se 0 uso de fontes alternativas de carbono, como por
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exemplo, a sacarose. Nos anos de 2009 e 2010 foi identificando um pequeno ndmero de
documentos, devido provavelmente ao periodo de sigilo, que é de 18 meses ap06s o deposito,
para que o documento seja publicado (Figura 2).

Do volume total de patentes depositadas relacionadas a goma xantana, 35% esta
relacionada com o processo de producdo, 30% utilizado na industria de alimentos, 15% na
indUstria de petroleo, 8% na indlstria farmacéutica, 3% na mineracdo e 9% em outras
aplicacBes, como por exemplo, industria téxtil, termoquimica, tintas, papel e de produtos
agropecuarios, apresentados na Figura 2 (ROSALAM; ENGLAND, 2006; MACHADO et al.,
2012).

A andlise dos documentos de patentes depositados realizada por Machado et al.
(2012) mostra que a tecnologia esta concentrada nos paises mais desenvolvidos. Os Estados
Unidos é responsavel pelo maior nimero de depositos de patentes na area de producdo,
caracterizacdo e aplicacGes da goma xantana. 1sso ja era esperado, pelo fato da tecnologia de
producdo da goma xantana ter sido inventada principalmente nos Estados Unidos, e o pais
continua sendo 0 maior produtor mundial.

Segundo Machado et al. (2012), o Brasil tem apenas nove patentes depositadas
relativa a producdo da goma xantana, sendo que destas, trés sdo de titularidade da
Universidade Federal da Bahia, duas da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, uma do Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial da Bahia (SENAI — BA) e as trés
restantes de inventores independentes. Esse cenario de poucas patentes depositadas na area
pode ser explicado pelo fato do Brasil ser importador deste biopolimero, aliado ao feito de
ainda ndo o produzir em escala industrial. Entretanto, ha expectativa que num futuro préximo,
esse quadro possa mudar ja que a producdo e a aplicacdo de xantana tém sido extensamente
estudadas por diversos grupos de pesquisadores de universidades brasileiras.

Vale ressaltar também, que a imaturidade do sistema de inovacgdo no Brasil também
contribui para esse cenario de poucas patentes depositadas, isso porque ndo existe uma
articulacdo eficiente entre governo, empresas e universidades, capaz de promover um sistema
de P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) eficaz, a ponto de permitir o avango da inovagéo no
Brasil. E notdrio que existem alguns esforcos para mudar esse cenéario, como por exemplo, a
promulgacdo no Governo Lula da Lei de Inovacdo (10.973/2004). Essa lei mantém e amplia o
apoio as parcerias entre universidade e empresa, promove a participacdo das universidades e
dos centros de pesquisa no processo de inovagdo, e permite também a transferéncia do
conhecimento da universidade para as empresas, através principalmente da obrigatoriedade de
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criacdo dos Ndcleos de Inovagdo Tecnoldgica (NITs) nas universidades. Ainda como
estratégia para mudar o quadro inovativo no pais, foi promulgada, em 2005, a Lei 11.196
(substituida em 2007 pela Lei 11.487) que € conhecida como a Lei do Bem, que autoriza a
utilizacdo de beneficios fiscais para as empresas que invistam em P&D, sem necessidade de
pedido formal. Esta facilidade agiliza e amplia o estimulo aos investimentos em atividades
inovativas.

A goma xantana tem um mercado mundial de cerca de US$ 270 milhdes e 40.000
t/ano com taxa de crescimento continua de 5 a 10% ao ano, perfazendo, em 2015, mercado de
US$ 400 milhdes e 80.000 t/ano (PRADELLA, 2006; MAYER et al., 2008). O Brasil segue a
tendéncia mundial de incremento no consumo de xantana, mesmo sendo esta totalmente
importada, demonstrando a relevancia de se investir em uma producgdo nacional competitiva,
ja que no @mbito nacional se dispde de matéria-prima basica para a produc¢do: sacarose como
substrato para fermentacdo e alcool para recuperacdo do polimero (MOREIRA, 2002;
BORGES; VENDRUSCOLO, 2008). O substrato, no Brasil pode representar um baixo custo
de producdo, diferente do cenério de outros paises, onde o custo do meio fermentativo € um
fator critico sob o aspecto comercial na producdo comercial do biopolimero. Diante disso, a
continuacdo de politicas puablicas que visem a articulacdo e incentivo entre parcerias
universidade-empresa se tornam essenciais para 0 avangco inovativo no pais na area de
producdo e utilizacdo da goma xantana. Além disso, estudos de selecdo de cepas e de
condicdes operacionais de producdo sdo necessarios na busca de produtos que possam
competir com os atualmente comercializados (MESOMO, 2007; ROTTAVA, 2005).

A glicose e a sacarose séo citadas na literatura como fontes preferenciais de carbono
para a producdo de xantana, entretanto diversos estudos tém avaliado fontes alternativas tais
como glicerina ou glicerol, residuos de frutas, mandioca e demais residuos. Na pesquisa em
bases de patentes no escritorio europeu de Machado et al. (2012), diversos documentos
descrevem o0 processo de producdo da goma xantana utilizando meios fermentativos
alternativos, como por exemplo, glicerol ou glicerina, residuos de frutas, mandioca, batata e
residuos do café, melaco, soro de leite, bagaco e caldo de cana, entre outros. Utilizando meios
alternativos em processos fermentativos, como o0s residuos agroindustriais, é possivel reduzir
0s custos da producgdo, além de minimizar os problemas ambientais, pois auxilia na
eliminacdo destes residuos. Como exemplo, é citado o documento de patente brasileiro
P10705950-7 (BRANDAO et al., 2009) resultante da atual Tese (Anexo) que utiliza a
glicerina ou glicerol, que é subproduto do biodiesel, como fonte de substrato utilizado na



12
Capitulo 3 — Reviséo bibliogréafica

fermentagdo por Xanhomonas para a obtencdo da goma xantana. O glicerol é um subproduto
da cadeia do biodiesel, que surgiu mundialmente como uma alternativa promissora aos
combustiveis minerais, derivados do petréleo e sua producdo se encontra em constante
aumento em todo o mundo, inclusive no Brasil. A utilizacdo desse subproduto como substrato
para a producdo da goma xantana tem uma repercussdo bastante promissora, contribuindo
para a diminuicdo dos custos de producdo do biopolimero, que possui grande aplicagdo
industrial e também com a destinacdo dos residuos gerados. Visando uma maior aplica¢do do
biopolimero, foi desenvolvida e depositada a patente junto ao INPI (Protocolo 011120000069,
2012) que visa a aplicacdo dessa goma xantana e da glicerina bruta do biodiesel na area de
fluido de perfuracéo de pogos de petréleo em parceria entre a Universidade Federal da Bahia
(UFBA) e empresa especializada da area de fluido de perfuracdo (Empresa Carboflex).

3.2 PRODUCAO DE GOMA XANTANA

A producdo industrial de goma xantana é feita, geralmente, com o uso de glicose de
milho como fonte de carbono além de fonte de nitrogénio e sais minerais como componentes
do substrato fermentescivel. Contudo, o aumento da demanda comercial do produto indica
que a glicose ndo é a fonte natural mais econdmica. Isto faz com que sejam investigadas
novas alternativas para a producdo da goma xantana (LUPORINI; BRETAS, 2008).

Na escala de bancada, a otimizacdo das condi¢des operacionais de producdo de goma
xantana, tendo em vista sua maior flexibilidade e menor custo de operacdo, sendo que 0s
dados basicos sobre o processo devem ser levantados dentro do maior nivel de detalhamento
possivel. Nesta escala devem ser realizadas as tarefas bésicas, como a selecdo do
microrganismo e o estudo das condicdes operacionais (BANDINO; SCHMIDELL, 2001).

No processo geral de producdo da goma xantana (Figura 3), primeiramente, a cepa
microbiana selecionada é preservada para estocagem por longo prazo através de métodos que
mantenham as propriedades desejadas. Para produzir a goma xantana, culturas de
Xanthomonas sdo cultivadas usando fermentacdo aerdbica, através da técnica de repicagem de
microrganismos (NERY, 2007; BRANDAO, 2008). O meio esterilizado, composto de
carboidratos, uma fonte de nitrogénio e sais minerais, é inoculado com cultura selecionada, na
etapa de fermentacdo, que ocorre por incubacdo a 28 até 30°C sob agitacdo por dias. A goma
xantana é precipitada em solvente, (isopropanol, etanol ou acetona), separada, seca, moida e
entdo embalada (DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007; NERY, 2007; BRANDAO, 2008). O
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crescimento dos microrganismos e a producdo de goma xantana séo influenciados por fatores
tais como o tipo de bioreator usado, 0 modo de operacdo (batelada ou continuo), a
composicdo do meio, as condi¢gdes da cultura (temperatura, pH, concentracdo de oxigénio
dissolvido) (SCAMPARINI; LUVIELMO, 2009; GARCIA-OCHOA et al., 2000; CHI;
ZHAO, 2003).

Manutencao das cepas

Xanthomonas campestris

A4

Repicagem
In6culo
/__" )
Shaker Condigbes Bioreator

(Erlenmeyeres agitados)

operacionais

— Fermentagdo ——
Separacgdo das células Células

Recuperagdo da goma xantana

Secagem
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Moagem e armazenamento

v

Goma xantana

Figura 3. Etapas de processo para produgéo de goma xantana em escala laboratorial.

A xantana é produzida como metabdlito secundério e através da dissociagdo do
processo em duas fases distintas: a fase de crescimento, onde maior concentragdo de
nitrogénio do meio fermentativo é requerida para o crescimento celular e a fase de producao,
onde maior concentracdo de carbono no meio fermentativo € necesséria, visando o acimulo
do produto (LO et al., 1997 apud NITSCHKE et al., 2001). Um problema importante
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relacionado com a producdo da goma xantana deve-se a instabilidade das linhagens de
Xanthomonas, resultando numa variagdo de peso molecular do polissacarideo, assim como no
grau de piruvilacdo e acetilacdo (LUPORINI; BRETAS, 2008; NERY, 2007).

Estudando-se e controlando-se as variaveis do processo e seus efeitos na sintese do
polimero, pode-se desenvolver um econdmico processo produtivo. A estrutura basica da
maioria dos exopolissacarideos ndo muda com as condi¢bes de producdo, mas o teor dos
grupos ligados a estrutura béasica do polimero, como o acil e outros, podem variar. Essa
variacdo pode provocar efeitos drasticos nas propriedades dos polimeros e, portanto, definir
ou limitar a variedade de aplicacdes (PAPAGIANNI et al, 2001).

3.2.1 Bactérias Xanthomonas

A bactéria do género Xanthomonas foi isolada por Vers em 1940 e é capaz de elevar
a viscosidade do meio onde se desenvolve, devido a secrecdo no meio do exopolissacarideo
anibnico, a goma xantana (MESOMO, 2007). A espécie Xanthomonas campestris, a mais
numerosa e abundante do género, divide-se em aproximadamente em 125 patovares e
infectam plantas (Figura 4), algumas de interesse agricola, causando imenso prejuizo as
lavouras como lesdes nos frutos, folhas e ramos, e pode atingir as raizes, resultando
escurecimento dos vasos condutores devido a presenca do polimero (BRADBURY, 1984;
THEODORO; MARINGONI, 2002; CANUTO, 2006).

O isolamento e triagem de cepas de Xanthomonas do habitat natural é uma
importante ferramenta para melhorar a producdo e as propriedades reoldgicas da xantana

(NITSCHKE; THOMAS, 1995; GUPTE; KAMAT, 1997; ANTUNES et al., 2000).
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Figura 4. llustracdo da bactéria Xanthomonas campestris (A) e folha infectada pela bactéria
(B) (Garcia-Ochoa et al., 2000).
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As cepas de Xanthomonas utilizadas para a producdo de goma xantana Sao
selecionadas e cultivadas por métodos convencionais (ROSALAM; ENGLAND, 2006). Um
método tradicional de manutencdo de culturas bacterianas é a repicagem tubo-a-tubo, que
consiste basicamente em repicar o microrganismo de um tubo de cultura para outro a
intervalos de tempo, e geralmente é utilizado em tubo com meio inclinado, sendo que o
armazenamento da cultura apds crescimento € realizado a temperaturas de refrigeracdo (em
torno de 4°C) (BAIOCCO, 1997).

A modificacdo genética das linhagens pode levar a melhorias nas propriedades
requeridas para aplicacdes de recuperacdo da cepa ou suplementacdo do meio, ou ainda
aumentar a producdo, reduzindo o tempo de fermentacdo e simplificando a recuperacéo e
purificacdo do produto no processo (ROSALAM; ENGLAND, 2006; MESOMO, 2007).

3.2.2 Inbculo

O objetivo da producdo do indculo é aumentar a concentracao celular na etapa inicial
do processo fermentativo, limitando a producdo da goma xantana, pois o biopolimero liberado
no meio envolve as células dificultando o transporte de nutrientes e estendendo a fase log de
crescimento (PONS et al., 1989; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A fase de crescimento exponencial ou log ocorre quando as células se dividem
firmemente, em ritmo constante. Nesta etapa ocorre o crescimento celular maximo, a
populacdo é praticamente uniforme em tempos de composicdo quimica, atividade metabdlica
e outras caracteristicas. A fase estacionaria ocorre quando a fase log comeca a diminuir, a
populacdo permanece constante, talvez pela exaustdo de alguns nutrientes que reflete no
namero de divisdes celulares. As células bacterianas nessa fase sdo morfologicamente e
bioquimicamente diferentes das células na fase de crescimento (log) exponencial, sendo
tipicamente mais resistentes a variacoes fisicas e quimicas submetidas. Durante o acimulo de
indculo, com o intuito de aumentar a concentracgdo celular, ha uma diminuicao da producéo de
goma, pois a formac&o do exopolissacarideo em torno das células impede o transporte macico
dos nutrientes e estende a fase de retardacdo do crescimento (PONS et al., 1989; NERY,
2007).

A concentracgéo de células no inéculo (densidade ou tamanho), o estado fisiologico, a
idade das células e ainda, a morfologia do microrganismo séo fatores importantes nas etapas

de preparo do indculo em um processo fermentativo. As caracteristicas do indculo dependem
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do processo fermentativo que serd utilizado e do produto de interesse na fermentacéo
(CANUTO, 2006).

Na producdo de goma xantana, as células da Xanthomonas sdo inoculadas no meio
de producdo contendo os nutrientes necessarios. A preparacdo do inoculo ocorre através da
transferéncia do microrganismo viaveis por meio de uma alca metélica retiradas do meio
solido de manutencdo da cepa para um pequeno volume de um meio liquido complexo. A
incubacdo do indculo deve ser limitada em um periodo curto de tempo (horas) a fim de se
evitar uma significante producédo de goma (CANUTO, 2006).

Os meios empregados para o crescimento das Xanthomonas sdo complexos. O mais
comumente usado € o meio YM, composto por D-glicose, peptona bacteriol6gica, extrato de
levedura, extrato de malte, e necessitando utilizar o meio YM-agar, e uma forma
semissintética do YM designada como YM-T, composto pelo meio YM mais POsH(NHy,),,
PO4HK; e MgSQ,, e o pH é ajustado para 7,0 com adi¢do de HCI. O crescimento € bastante
parecido nos dois meios e a biomassa maxima produzida também s&o similares (GARCIA-
OCHOA et al, 2000).

3.2.3 Producao e biossintese de goma xantana

O custo do meio de fermentagdo representa um fator critico na producdo comercial
de xantana e 0 uso de substratos alternativos mais baratos pode resultar em menor custo do
produto final (NERY, 2007; LUPORINI; BRETAS, 2008).

O processo fermentativo pode ser efetuado por fermentacdo submersa de maneira
descontinua ou continua. Na fermentacdo descontinua ou em batelada, o cultivo das bactérias
¢ adicionado ao meio contendo o0s substratos necessarios ao desenvolvimento do
microrganismo e sdo fornecidas as condigdes ideais para que a biossintese ocorra. No
momento que a concentracdo do produto atingir o valor maximo, o processo fermentativo é
finalizado. Em escala laboratorial, este método pode ser realizado em agitadores orbitais ou
em reatores. Nos agitadores orbitais (shaker), apenas pode-se controlar a temperatura, o tempo
e agitacdo do processo, enquanto que em reatores o controle € mais rigoroso sendo possivel
monitorar outros pardmetros como pH, concentracdo de oxigénio dissolvido e velocidade de
agitacdo (rpm) do meio fermentativo. No processo continuo, a operagdo é realizada

adicionando-se continuamente o meio esterilizado que contém o substrato, enquanto 0s
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produtos de reaco sio removidos sem a interrupcao do processo (BRANDAO, 2008; TAIT et
al., 1986).

Para produzir a goma xantana, a bactéria de Xanthomonas precisa de Vvarios
nutrientes, macronutrientes, tais como fontes de carbono e de nitrogénio além de
micronutrientes como potassio, ferro, e calcio. Entretanto, a natureza e concentracéo da fonte
de carbono afeta o rendimento de goma xantana, sendo a glicose e a sacarose as fontes de
carbono mais frequentemente utilizadas (SCAMPARINI; LUVIELMO, 2009). Diversos
trabalhos mostram a relacdo entre o meio de cultivo (definido, complexo e meio adicionado
de matérias-primas naturais) e condi¢Ges operacionais (erlenmeyers agitados ou shaker e
reatores; velocidade de agitagédo, temperatura, aeracéo, tipo de cepas de Xanthomonas) com a
producdo de xantana. Dentre eles, alguns devem ser destacados como mostrado na Tabela 1.

A producdo de xantana é influenciada por fatores como tipo de escala fermentativa
(shaker ou reator), das condicdes operacionais de fermentacdo (agitacdo, aeracao,
temperatura), composi¢cdo do meio dos nutrientes utilizados com ou suplementacdo, bem
como o tipo de cepa de Xanthomonas utilizada (Tabela 1). A utilizacdo de fonte de carbono,
glicose ou sacarose, requer uma maior suplementacdo para obter um bom rendimento de
xantana, diferentemente quando sdo utilizados substratos alternativos, onde a menor
suplementacédo de nutrientes é necessaria resultando em menor custo de processo.

A concentragdo da fonte de carbono também pode afetar a eficiéncia da converséo
em polissacarideos. E relatado na literatura que concentracdes de glicose entre 1-5% resultam
em melhor rendimento, enquanto que com concentracdes mais altas de glicose, o rendimento
do produto é reduzido (PAPAGIANNI et al., 2001).

A composicdo de nutrientes do meio fermentativo para a producdo de xantana tais
como fontes de nitrogénio, de carbono, ions fosfato e magnésio e alguns elementos tracos é
necessaria, sendo atribuido o custo de 20 a 30% do processo total (BORN et al., 2002).

O nitrogénio é um nutriente essencial, como componente organico ou como molécula
inorganica. A razdo C/N normalmente utilizada para a producdo de goma xantana é menor
que aquela usada durante o crescimento da bactéria (GARCIA- OCHOA et al., 2000).
Geralmente, baixas concentragdes de ambos sdo Uteis para a produgdo da goma xantana.
Segundo Souw e Demain (1979), o carbono e o fosforo séo nutrientes limitantes e a producao
de goma xantana é melhorada, sendo os agucares (sacarose ou glicose) as melhores fontes de

carbono, e o glutamato em uma concentracdo de 15 mM a melhor fonte de nitrogénio.
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Tabela 1. Producdo de goma xantana por fermentacdo de diferentes meios de cultura formulados e de substratos alternativos em diferentes

escalas.

Escala de processo

Cepas de Xanthomonas

Nutrientes testados

Condicao de
fermentacao

Producéo de xantana

Referéncia

Shaker

X. campestris NRRL B-
1459

Fonte de carbono: glicose.

Suplementacéo: fosfato de
potéassio, sulfato de magnésio,
sulfato de amoénia, acido citrico,
acido bérico, o6xido de zinco,
cloreto férrico, carbonato de
calcio e acido cloridrico.

250rpm/96h/25°C

30,0 g/kg

DEMAIN E SOUW
(1979)

X. campestris pv
campestris 1078

Fonte de carbono: sacarose.
Suplementacéo: Fosfato  de
amodnio, fosfato de potassio,
sulfato de amonia, cloreto férrico,
cloreto de calcio e sulfato de
zinco.

180rpm/96h/28°C

9,6 g/L

ROTTAVA (2005)

X. campestris T646

Substrato: Residuo de azeitona.

200rpm/120h/30°C

7,79/l

LOPEZ et al. (2001)

X. campestris pv manihotis
1182

Substrato: soro de queijo.
Suplementacéo: sulfato de
magnésio e fosfato de potassio.

180rpm/72h/28°C

26,4 g/L

FORNARI (2006)

X. pv maniothis 280

Substrato: residuo de suco de
maca.

Suplementacdo I: fosfato de
potassio, cloreto de magnésio,
nitrato de amonia, 4cido citrico,
sulfato de sddio, acido borico,
oxido de zinco, cloreto férrico e
carbonato de célcio.
Suplementacdo |1 uréia e fosfato
de potassio.

150rpm/96h/28°C

15,0 g/L (suplementado I)
45,0 g/L (suplementado

D)

DRUZIAN E
PAGLIARINI (2007)

X. campestris
mangiferaeindicae 2103

Substrato: casca de coco, de
maracuja e soro de
leite.Suplementagdo:  uréia e
fosfato de potassio.

250rpm/120h/28°C

6,7 g/L (casca de coco)
5,6 g/L (casca de
maracuja)

21,9 g/L (soro de leite)

NERY (2007)
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X. campestris manihotis Substrato: casca de cacau. 250rpm/120h/28°C 5,0¢g/L DINIZ et al. (2012)
1182 Suplementacao: uréia e fosfato de
potassio.
X. campestris manihotis Substrato: caldo de cana e soro de  250rpm/120h/28°C 33,5 g/L (caldo de cana) BRANDAO (2008)
1182 mandioca. 13,8 g/L (soro de
X. campestris Suplementacdo: uréia e fosfato de mandioca)
mangiferaeindicae 2103 potassio.
X.spC1 Substrato e fonte de carbono: 180rpm/96h/28°C 0,3 g/L (sacarose); 0,16 g PADILHA et al. (2010)
X.sp C2 sacarose, glicerina bruta e (glicerina) e 0,4 (sacarose
sacarose+glicerina. + glicerina)
Suplementacéo: fosfato  de 0,3 g/L (sacarose); 0,19 ¢
amdnia, fosfato de potassio, acido (glicerina) e 0,4 (sacarose
borico, sulfato de amonia, cloreto + glicerina)
férrico, cloreto de célcio
hidratado e sulfato de zinco.
X. campestris XC02 Substrato: Agua da indUstria de 180rpm/72h/30°C 4,9 g/lL RAMOS (2011)
petréleo e glicerina bruta.
X. campestris NRRL B- Fonte de carbono: glicose. 800rpm/3,0L.min* 39,7 g/L LO et al. (1997)
1459 Suplementagéo: extrato de malte, /30°C/120h
fosfato de potassio, sulfato de
magnésio e antiespumante.
X. campetris pv pruni 101 Fonte de carbono: sacarose. 300rpm/3,0vvm/66h/28°C 8,15 g/L BORGES (2004)
Suplementacéo: fosfato de
Reator amodnia, fosfato de potassio,
sulfato de magnésio.
X. campestris C;L Substrato: soro de leite. 1vvm/70h/30°C 28,0 g/L NITSCHKE et al.
Suplementacéo: sulfato de Velocidade de agitacdo (2001)
magnésio e fosfato de potéssio. foi programada para que
DO>50%
X. campestris manihotis Substrato: caldo de cana. 400rpm/1,0vvm/ 60h/ 46,5 g/L BRANDAO (2008)
1182 Suplementacéo: uréia e fosfato de  28°C
potassio.
X. campestris manihotis Substrato: casca de camaréo. 500rpm/1,0vvm/ 72h/ 4,59 g/L COSTA (2010)
1182 Suplementagéo: uréia e fosfato de  28°C

potassio.
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Outros trabalhos de producdo de xantana a partir de residuos agroindustriais podem
ser citados, como exemplo, a utilizacdo de soro de leite (KONICEK et al., 1992; ANTUNES
et al., 2000), residuos citricos (GREEN et al., 1994), residuo de polpa de beterraba (YOO,;
HARCUM, 1999), melaco de acucar de beterraba (KALOGIANNIS et al., 2003), residuos
agricolas (MORENO et al. 1998) e extrato de leveduras (GOMES, 2008).

A biossintese da goma xantana é semelhante a sintese de exopolissacarideo de outras
bactérias Gram-negativas, onde a via sintética pode ser dividida em trés partes:
primeiramente, ocorre a absorcdo de acgUcares simples e a conversdo de derivados de
nucleotideos; em seguida, hd uma montagem das subunidades de pentassacarideos ligadas a
um transportador de isopentil-pirofostato; e finalmente, a polimerizagdo das unidades
repetidoras de pentassacarideos e suas secre¢des, sendo o polimero liberado para o meio de
crescimento (ROSALAM; ENGLAND, 2006).

A Figura 5 mostra o caminho Entner-Doudoroff, uma via conjugada com o caminho
do &cido tricarboxilico que ocorre em células de Xanthomonas campestris, pelo mecanismo

predominante do catabolismo da glicose.

Glicose
ATP
K ADP
Glicose 6-fosfato
NADP*
NADPH
6-fosfogliconato

H;0

2-ceto-3desoxi-6-fosfogliconato

Piruvato Gliceraldeido 3-fosfato
K NAD*
NADH
ADP
| ol
i ADP
K ATP

Piruvato

Figura 5. Biossintese dos monossacarideos e substituintes que compdem a goma xantana via
caminho Entner-Doudoroff (ROSALAM; ENGLAND, 2006; PALANIRAJ; JAYARAMAN,
2011).
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Para cada molécula de glicose a via de Entner-Doudoroff produz duas moléculas de
NADPH e uma molécula de ATP para ser utilizada nas reacdes de biossintese. A sintese de
Xantana requer uma proporcao significativa de cofatores, nicotinamida e de ATP (LETISSE et
al., 2001; ROTTAVA, 2005; ROSALAM; ENGLAND, 2006).

Os exopolissacarideos (EPS) microbianos consistem em unidades repetidoras de
oligossacarideo polimerizadas. Sua biossintese envolve glicosiltransferases que ligam 0s
acucares de glicose do nucledtideo a um transportador lipidico, e é semelhante a biossintese
de antigeno O (geralmente de bactérias Gram-negativas) e de varios tipos de polissacarideos
capsulares. A sintese de xantana que tem sido extensivamente estudada e serve como um
paradigma para a biossintese de outros de outros EPSs, é retratada na Figura 6. Os
mecanismos de polimerizagcdo, comprimento de cadeia e exportacdo do polissacarideo para a
superficie celular sdo ainda pouco compreendidos (KRANENBURG et al., 1999).

Xantana

. Glicose O Manose Acido glucorénico
O Acetil < Piruvil 6 Undecaprenil fosfato

Figura 6. Caminho proposto para a biosintese e excrecdo do exopolissacarideo de goma
xantana (KRANENBURG et al., 1999).
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A sintese de xantana € iniciada pela ligacdo de um glicosefosfato do agtcar UDP-
glicose do nucleotideo por um transportador lipidico, undecaprenil fosfato, pela atividade da
glicosiltransferase GumD (Figura 6). Glicosiltransferases especificas, tais como GumM,
GumH, GumK e Guml, transferem os acucares do nucleotideo para a molécula receptora
(com o lipideo ligado), depois que o GumF e GumG incorporar os residuos de acetil nas
porges de manose e GumL piruvil na manose externa, resultando na completa unidade de
repeticdo. As unidades repetidoras sdo exportadas e polimerizadas na extremidade redutora
para formar a xantana e GumB, Gum C e Gum E sdo previstos para serem envolvidos nesses
processos (BECKER et al., 1998; KRANENBURG et al., 1999).

A otimizacdo das varidveis na etapa de fermentacdo, tais como a composicdo de
nutrientes, técnicas de alimentacdo, temperatura, pH e agitacdo, sdo de suma importancia e
diversas estratégicas sdo testadas em busca de melhorias na producédo e qualidade da xantana
(ROSALAM; ENGLAND, 2006; RAMOS, 2011).

O alcance das condicOes de fermentacdo otimizados, particularmente associado aos
pardmetros fisicos e quimicos, € de fundamental importancia para o desenvolvimento de
qualquer processo, devido ao seu impacto sobre a economia e praticidade. A diversidade de
interacdes combinatorias entre os componentes do meio fermentativo, metabolismo das
células e o grande nimero de requisitos quimicos para processos de produtos metabélicos,
ndo permitem uma modelagem detalhada satisfatoria. A busca unidimensional com mudancas
sucessivas em condi¢des variaveis € ainda empregado, embora seja aceito que é praticamente
impossivel buscar uma Gnica dimensdo para uma adequada combinacdo de um namero finito
de experimentos. Métodos simples de otimizacdo de varidveis ndo sdo apenas tedioso, mas
pode levar a erros de interpretacdo nos resultados, especialmente levando em conta que a
interecdo entre diferentes fatores é negligenciado (ABDEL-FATTAH et al., 2005).

Projetos estatisticos experimentais tem sido usado por muitas décadas e podem ser
adotados em varias etapas como uma estratégia de otimizagdo, como 0s experimentos de
triagem ou de busca de condicgdes ideais para uma resposta especifica (LEE; GILMORE,
2005; NAWANI; KAPADNIS, 2005). Recentemente, os resultados analisados através de
planejamentos experimentais estatisticos sao melhores reconhecidos do que os realizadas pelo
método tradicional “one-variable-at-a-time”.

Algumas das escolhas para aplicacdo de modelos estatisticos para bioprocessamento
incluem o modelo de Plackett-Burman (LIU et al., 2003) e a metodologia de superficie de
resposta com varios modelos (ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002; TANYILDIZI b., 2005). A
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metodologia de superficie de resposta € um sistema de modelagem empirica que avalia a
relacdo entre um grupo de variaveis, que podem ser controlados experimentalmente, e a
resposta observada. Esta metodologia estd sendo muita usada na otimizacdo de processos
fermentativos para selecdo de variaveis. E um modelo fatorial, onde gréficos de contorno s&o
gerados por efeitos linear ou quadratico de variaveis chaves, e a equacdo modelo € derivada
com o0 ajuste dos dados experimentais e a resposta 6tima do sistema é calculada (CAZETTA
et al., 2005).

O meio de cultura consiste geralmente de 2-4% de glicose ou sacarose como fonte de
carbono, 0,05-0,1% de fonte de nitrogénio (extrato de levedura, peptona bacterioldgica,
nitrato de amonio ou uréia), fésforo e tracos de outros minerais. O polimero é sintetizado,
principalmente ao cessar o crescimento microbiano. Geralmente, a concentragéo final atinge
entre 20 a 30 g.L™, com rendimento de 50 a 70% e produtividade tipica de 0,5 g.L™*.h™
(LIMA et al.,2001; PORTILHO, 2002).

3.2.3.1 Condigdes operacionais e escalas fermentativas

As condicdes Otimas para a sintese de goma xantana sdo variaveis e a fim de
conseguir alta taxa produtiva da xantana é necessario regular tanto o crescimento celular
como a producdo de xantana através da fermentacdo. E recomendavel que o processo de
fermentacdo ocorra em dois estagios que tenha suas condi¢cdes operacionais, um para
aperfeicoar o crescimento das células e o outro para a producdo do biopolimero (OLIVEIRA,
2009). A Figura 7 apresenta um fluxo de producdo de goma xantana em reator convencional
em escala industrial.

A producdo de goma em escala laboratorial pode ser realizada em agitadores orbitais
(shaker) ou em reatores. Nos agitadores orbitais apenas pode-se controlar a temperatura, 0
tempo e a agitacdo do processo fermentativo, enquanto que em reatores o controle é mais
rigoroso sendo possivel monitorar outros parametros como pH, a concentracdo de oxigénio
dissolvido, adi¢do de substrato e antiespumante como mostrado na Figura 7 (PINTO, 2005;
PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011).
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Figura 7. Fluxo de producdo de goma xantana em reator convencional em escala industrial
(ROSALAM; ENGLAND, 2006).

As condicBGes operacionais, como a configuracdo do reator, modo de operagédo
(batelada ou continuo), composi¢cdo do meio, temperatura, pH, velocidade de agitacdo, taxa de
aeracdo e o tempo de fermentacgéo influenciam ndo apenas o crescimento do microrganismo e
a producdo de xantana, mas também a estrutura e caracteristicas reoldgicas do polimero
(BAIG; AHMAD, 1995; CASAS et al., 2000; MOREIRA et al., 2001; ANTUNES et al.,
2003; PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011). Desta forma, a otimizacdo das condigcOes de
fermentacao na escala de bancada é extremamente necessaria antes da ampliacdo da escala de
producdo industrial.

As temperaturas empregadas para a producdo de xantana variam de 25-34°C. A
temperatura 6tima para a producgdo de xantana depende do meio de producdo utilizado, sendo
a temperatura de 28°C, a mais utilizada para os meios otimizados (CASAS et al., 2000;

GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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O estudo de Shu e Yang (1990) relatam que os maiores rendimentos de goma
xantana podem ser obtidos com fermentacdes realizadas em temperaturas mais altas, e que o
conteudo de piruvato no polimero varia com a temperatura da fermentacéo, isto €, variando de
27°C e 30°C, o contetdo de piruvato na goma variou de 1,9% a 4,5%. O mecanismo que
explica esse comportamento ainda néo foi esclarecido.

O pH ¢é outro fator operacional importante na producdo de xantana. A maioria dos
pesquisadores aponta o pH neutro como 6timo para o crescimento da Xanthomonas
campestris, sendo que este decresce para 5,0 durante a producdo de xantana, devido aos
grupos acidos presentes no polimero. Um estudo do efeito do pH mostrou que seu controle em
reatores continuos melhora o crescimento celular, mas ndo tem efeito sobre a producdo do
biopolimero (BRANDAO, 2008; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Alguns autores sugerem que ndo € necessario fazer o controle do pH durante o
processo, enquanto outros recomendam manter o pH neutro com KOH, NaOH e NH,OH.
Quando o pH é controlado, a producdo da goma cessa uma vez que a fase de crescimento
estaciondria seja atingida, e este efeito é independente do alcali usado para controlar o pH.
Quando o pH ndo é controlado, a producdo da goma continua durante a fase estacionaria de
crescimento (SCAMPATINI; LUVIELMO, 2009; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Segundo Scamparini e Luvielmo (2009), o efeito da interacdo entre o pH e a
temperatura exerce pouca importancia para o crescimento celular, entretanto parece ter uma
influéncia negativa tanto na producdo de goma xantana quanto na viscosidade do caldo.

A temperatura e 0 pH 6timos para o crescimento celular e producdo de xantana
foram determinados por Esgalhado et al. (1995). A faixa 6tima para o crescimento de
Xanthomonas campestris em cultivo de batelada foi pH entre 6,0 — 7,5 e temperatura entre 25
- 27 °C. Para maior producéo de xantana e viscosidade do polimero, valores de pH entre 7,0 -
8,0 e temperatura entre 25 - 30 °C foram determinados. Esta diferenca entre faixa 6tima de
pH, temperatura para crescimento celular e produgdo de xantana pode ser uma importante
informagdo para ser incluida na estratégia de fermentacéo.

A agitacdo e a aeracdo sd80 parametros necessarios para evitar condicbes de
anaerobiose decorrentes da alta viscosidade do meio pela formacdo do polissacarideo, visto
que a bactéria é estritamente aerdbia. Logo, a combinacdo adequada, para os niveis destes
parametros, deve ser estudada para evitar a limitacdo na transferéncia de oxigénio ou
condigdes de estresse hidrodinamico (SUTHERLAND, 1993; CASAS et al., 2000). Em

sistemas ndo-newtonianos como na etapa fermentativa para biossintese de xantana, a agitagdo
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é mais significativa para a transferéncia de oxigénio do que a aeracdo (CASAS et al., 2000;
RICHARD; MARGARITIS, 2002).

Para se obter producao de goma em processos fermentativos, aumentos dos niveis de
agitacdo resultam em niveis de producdo mais altos, 0 que ocorre também para o crescimento
celular. Em baixas velocidades de agitacdo ocorrem limitacfes de oxigénio resultando em
menores producdes de gomas com baixo peso molecular. Os efeitos benéficos do aumento da
agitacdo sdo atribuidos a transferéncia de nutrientes e oxigénio necessarios para a formacao de
goma xantana (BRANDAO, 2008; PAPAGIANNI et al., 2001).

Diversos trabalhos mostram a relagéo entre velocidade de agitacdo e taxa de aeracédo
com o crescimento celular, producdo, composicdo quimica e caracteristicas reoldgicas da
xantana. A influéncia da taxa de aeracdo na viscosidade e no contetdo de &cido piravico da
xantana foi estudada por Cadmus et al. (1978). Para estes autores as maiores viscosidades e 0
conteddo maximo de piruvato foram alcancados pela utilizacdo de 0,75 vvm e 1,5 vwvm
(aeragédo). A producdo e viscosidade da xantana sintetizada utilizando duas combinagdes de
velocidade de agitacdo e taxa de aeragdo (250 rpm - 1,5 vwm e 350 rpm - 2 vvm) foram
avaliadas por Moreira (2002). A maior producdo foi alcangada na condicdo de maior aeracéo,
diferentemente da viscosidade, que foi mais elevada com taxas mais baixas de aeracao.

Casas et al. (2000) observaram dois efeitos com o aumento da velocidade de
agitacdo: aumento na taxa de transferéncia de massa de oxigénio associada a um dano celular.
Em velocidades mais altas (800 rpm) o crescimento celular e a producdo de goma xantana sao
menores, provavelmente devido ao dano celular por “stress” hidrodindmico; e em velocidades
muito baixas (100 rpm) também se observou menor crescimento de biomassa e produgdo de
goma xantana, devido a limitacdo na transferéncia de oxigénio. Para esse estudo foi utilizado
um bioreator com volume de trabalho de 1,5 L, e ambos, o crescimento de biomassa e
producdo de goma xantana, alcangou um maximo quando a velocidade de agitacdo foi fixada
em 500 rpm. Em velocidades de agitacdo mais baixas ocorre limitacdo de oxigénio, e em
velocidades de agitacdo mais altas ocorre “stress” hidrodindmico, resultando em um
decréscimo do peso molecular médio, e também em um decréscimo nos parametros
reoldgicos.

Papagianni et al. (2001) testaram diferentes velocidades de agitacdo (100, 200, 300,
400 e 600 rpm), utilizando aeracdo de 1 vvm, onde o0 aumento da velocidade de agitacédo
resultou no aumento da producéo e no conteddo de piruvato das xantanas. O efeito benéfico
do aumento da agitacdo foi atribuido & redugdo da viscosidade do meio, aumentando a
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transferéncia de nutrientes e oxigénio necessarios para formacdo de xantana, sendo que o
estresse hidrodinamico foi dependente da agitacdo/aeracdo e do microrganismo utilizado.

Peters et al. (1989) demonstram que existe uma forte relacdo entre a demanda
microbioldgica de oxigénio e o grau de piruvatacdo. A limitacdo de oxigénio do sistema em
batelada ou continuo resultou na reducdo do conteldo de piruvato. A dependéncia da
piruvatacdo com relacdo ao fornecimento de oxigénio ndo é inesperada. Por ser um
componente altamente oxidado do polimero, 0 aumento do nivel de oxigénio dissolvido em
velocidades de agitacdo mais altas, pode explicar o aumento da quantidade de piruvato
(PAPAGIANNI et al., 2001).

Uma qualidade importante na producédo industrial de goma xantana € a versatilidade
nutricional da Xanthomonas campestris, a qual pode utilizar diferentes substratos para
biossintese do biopolimeo, porém com o inconveniente da variacdo da composicdo do
polimero e do peso molecular, interferindo na qualidade reologica e na qualidade dos
produtos de aplicacdo (SUTHERLAND, 1993).

O meio padrdo para producdo de xantana deve conter fontes de nitrogénio, de
carbono, ions fosfato e magnésio e alguns elementos tracos, sendo atribuido o custo de 20 a
30% do processo total (BORN et al., 2002). Com relacdo aos meios que utilizam substratos, e
menos onerosos, pode-se mencionar o uso de matérias-primas naturais, tais como caldo de
cana-de-acucar, farinhas diversas (trigo, milho, soja, cevada), agua de maceracdo de milho,
entre outros. Como a composicdo quimica dependera de uma série de fatores, tais como solo,
variedade do vegetal, safra, clima, processamento e estocagem, frequentemente é necessaria a
adicdo de alguns sais, particularmente contendo nitrogénio e fosforo. Estes fatos indicam que
podem ocorrer oscilagbes no processo fermentativo que emprega essas matérias primas,
obrigando as empresas produtoras a manterem instalagdes piloto para o ajuste da composicao

do meio a cada novo lote de matéria-prima que a empresa recebe (SCHMIDELL, 2001).

3.2.4 Glicerina como substrato alternativo

O biodiesel e a glicerina sdo obtidos atraves da reacdo de 6leos vegetais novos ou
usados, gorduras animais, processo conhecido como transesterificacdo desses 0leos com

alcoois (metanol ou etanol) usando catalise basica (Figura 8).
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Figura 8. Reacéo de transesterificacdo para producdo do biodiesel (CASTELLANELLI et al.,
2007; GONCALVES, 2006)

A reacdo de transesterificacdo proporciona uma melhoria significativa das seguintes
propriedades fisico-quimicas: reducdo da viscosidade, um pequeno acréscimo no nimero de
cetano e poder calorifico proximo ao do 6leo diesel convencional, com isso conseguem-se
uma boa qualidade da combustdo nos motores a diesel (LAFORGIA; ARDITO, 1994). A
reacdo de transesterificacdo com o uso do metanol é tecnicamente mais viavel do que com
etanol. A separacdo da glicerina obtida como co-produto, no caso da sintese dos ésteres
metilicos, é obtida mediante simples decantacdo. Esta etapa de separacdo para ésteres etilicos
requer um maior numero de etapas (CASTELLANELLI et al., 2007; GONCALVES, 2006).

O termo glicerol aplica-se geralmente ao composto puro, ou seja, ao 1,2,3-
propanotriol, enquanto o termo glicerina aplica-se aos produtos comerciais que contenham
95%, ou mais, de glicerol na sua composic¢éo. Portanto, a glicerina € um co-produto resultante
da hidrolise de triglicérideos de éleos ou gorduras e é considerado um residuo gerado em
grandes volumes na producdo de biocombustiveis, mas também de sabdo, &cidos graxos,
alcoois de acidos graxos, entre outros (FELIZARDO, 2003). A glicerina bruta difere da
glicerina purificada que é comercialmente utilizada na industria, pois possui impurezas e
coloragdes diferentes, o que dificulta seu uso em processos industriais.

Na producdo do biodiesel, a glicerina € o co-produto principal e segundo Borges
(2005), em media para cada 100 litros de biodiesel produzido, gera-se 10 quilos de glicerina.
Devido a alta producdo de biodiesel, 0 mercado nédo tera condicBGes de absorver tal oferta,

mesmo porque, para maior aplicabilidade do produto (cosmético,emulsificantes, plastificantes
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e outros) é necessaria a sua purificacdo, sendo um processo com custo elevado, impactando a
viabilidade econémica. Por isso, é importante desenvolver novas aplicagdes para a glicerina
residual (bruta ou loira) e/ou purificada para atenuar o impacto causado pela crescente
producdo de biodiesel (LIMA, 2001).

Dentre estas, existem varias utilizacBes de glicerina para producdo de compostos
organicos ou outros derivados na industria quimica ou petroguimica, como a patente
depositada no Brasil P10413519-9 (TROY et al.,, 2005), e de patentes de outros paises
W02006111810 (SIANO et al. 2006), W02006045584 (HARICHIAN et al., 2006) e
W02006136336 (BUB et al., 2006) As patentes US2005095336 (MALETTO PETE, 2005) e
JP2005179255 (MATSUDA et al.,, 2005) sdo algumas das que citam a utilizacdo de
formulacdes de glicerina com goma xantana para aplicacdo em processos alimenticios,
farmacéutico e afins, no entanto, apresentam desvantagens quanto ao custo por utilizarem um
complexo de gomas e reagentes organicos ou inorganicos. Nenhuma delas propde o uso da
glicerina como substrato alternativo no meio fermentescivel para a producdo de biopolimero
tipo goma xantana, exceto a patente brasileira P10705950-7 de BRANDAO et al. (2008)
resultante da atual Tese (Anexo) que visa obter substratos alternativos de baixo custo para o
processo fermentativo na producdo de goma xantana quando comparado ao processo
industrial de bioconversédo de sacarose ou glicose.

A producéo brasileira do biodiesel era incipiente em 2006, com 1.075 mil litros
(ANP, 2006). Em 2008, o diesel comercializado em todo territério nacional passou a conter,
obrigatoriamente, 3% de biodiesel (B3); e em 2013-2014 esta previsto o aumento percentual
para 5% (B5). As diretrizes governamentais ja consideram a possibilidade de antecipacdo
desta meta, condicionadas a necessidade de se encontrar utilizacbes comerciais para 0s co-
produtos, principalmente a glicerina (MOTA et al., 2009). O Brasil ao produzir biodiesel para
adicdo de 5% no oleo diesel (aproximadamente 2,6 milhdes de toneladas do biocombustivel
por ano) resulta quase 300 mil toneladas de glicerina por ano em média. No entanto, esta
quantidade ndo € totalmente absorvida e o excedente de glicerina vem saturando o mercado,
sendo sua oferta maior que a procura, levando assim a queda do preco desse coproduto e a
estocagem do mesmo sem um destino certo (MILLI et al., 2011). Devido aos inimeros
incentivos governamentais que impulsionam a producdo de biodiesel no Brasil, tal
combustivel esta sendo produzido em larga escala, e um fator preocupante frente a este
exacerbado crescimento, é o destino da glicerina excedente gerando problemas sérios de

descarte, contribuindo para um grande problema ambiental.
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A glicerina residual ndo pode ser depositada em aterros, pois se cria um problema
ambiental, devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Assim, a questdo
central é como utilizar adequadamente essa matéria-prima gerada tanto sob o ponto de vista
econbémico como ambiental, dado que alguns estudos indicam que o mercado, no médio
prazo, s6 conseguiria absorver 50% dessa producdo, mesmo com as novas aplicacdes de
glicerina (ROBRA, 2006). Portanto, destinos viaveis de utilizacdo devem ser buscados pela

comunidade académica e empresarial.

3.2.5 Recuperagdo da Goma Xantana

Ao término do processo fermentativo para a separacdo da xantana, o biopolimero é
recuperado e purificado. Os métodos usados para a recuperacdo de um biopolimero do meio
fermentativo dependem, sobretudo, das caracteristicas do microrganismo utilizado, do tipo de
polissacarideo e do grau de pureza desejado (SANDFORD, 1979). O processo de recuperacdo
da xantana tem um importante papel na economia do processo, geralmente € um passo dificil
e de alto custo (SCAMPARINI; LUVIELMO, 2009).

As etapas de extracdo do biopolimero envolvem a remocéo de células microbianas,
precipitacdo do biopolimero, secagem e moagem (GALINDO, 1994). A precipitacdo do
biopolimero ocorre ao diminuir a solubilidade do coldide dissolvido utilizando métodos de
recuperacdo com solventes, adicdo de sais e concentracdo por evaporacdo (GARCIA-OCHOA
et al., 2000).

O caldo resultante da fermentacdo contém o biopolimero, células, residuos de
nutrientes e outros metab6litos (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Em funcdo da alta
concentracdo de goma xantana, o caldo é altamente viscoso e dificil de manusear. A alta
viscosidade dificulta a remocdo da biomassa do caldo. Para o processamento, o caldo é
normalmente diluido em algum estagio do processo (SCAMPARINI; LUVIELMO, 2009).

As células podem ser eliminadas fisicamente através de centrifugagdo ou ultra-
centrifugacdo (ASHTAPUTRE; SHAH, 1995a, 1995b, 1995c; GIAVASIS et al., 2000;
MOREIRA et al., 2003; BOZA et al., 2004) ou filtracdo (KANG et al., 1982; GIAVASIS et
al., 2000). Metodos quimicos ou enzimaticos podem ser usados como alternativa,
complementados com operagOes posteriores de purificagdo/concentracdo (PACE, 1991,
GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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A recuperacgdo do biopolimero do caldo fermentativo, apds a separagdo das células,
pode ser feita atraves da precipitacdo, pela adicdo de um solvente adequado (MARGARITIS;
PACE, 1985). Normalmente, o método utilizado é a de precipitacio com alcool,
principalmente etanol e isopropanol, sendo que 0s custos para a recuperacdo do alcool e as
perdas inevitaveis contribuem significativamente para o custo total de producédo
(SCAMPARINI; LUVIELMO, 2009; BRANDAO, 2008). Demais solventes como metanol e
a acetona, podem ser adicionados ao caldo fermentado né&o s6 para diminuir a solubilidade do
exopolissacarideo, mas também para lavar impurezas tais como componentes coloridos, sais e
células. A quantidade necesséaria de alcool depende da natureza do reagente (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

A quantidade de solvente necessario para a completa precipitacdo depende da forca
ibnica e da composicdo do polimero apesar de ndo depender de sua concentracdo. A
precipitacdo com solventes resulta também em purificacdo parcial do polimero por eliminacao
dos componentes soluveis no solvente (PACE, 1991).

Normalmente, a goma xantana € recuperada por precipitacdo com etanol 99,5° GL
(trés volumes) e retirada por filtracdo e seguida de secagem, a baixas temperaturas (40°C), e
entdo, preparados para as analises subseqlientes de caracterizacdo da estrutura e reologia
(DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007; NERY et al., 2008; BRANDAO et al., 2010).

Garcia-Ochoa et al. (2000) apresentaram uma técnica de recuperacao de xantana que
envolve etapas de: mecanicos ou térmicos; remocao das células por filtracdo (se necessario,
fazer a diluicdo antes da filtracdo); recuperacdo do polimero por precipitagdo com solventes
organicos (etanol, isopropanol, misturas de sais e &lcool); separacdo precipitado/solvente,
sendo o precipitado lavado véarias vezes com o solvente que € evaporado posteriormente;
secagem do biopolimero em secadores continuos ou em batelada, a vacuo ou com circulacdo
forcada de gés inerte.

A secagem rapida do precipitado a altas temperaturas pode resultar em um produto
com baixa solubilidade ou com baixo desempenho reoldgico. Porém, o aquecimento
controlado da xantana pode resultar em um produto com melhor reologia em solucéo (PACE,
1991).

O produto final moido ndo deve conter células de Xanthomonas campestris, pois
afeta diretamente a performance do produto para uma determinada aplicacéo, sendo, portanto,
a sua remogao essencial (BRANDAO, 2008; MARGARITIS; PACE, 1985).
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3.3 CARACTERIZACAO DA GOMA XANTANA
3.3.1 Reologia

A reologia é o estudo da deformacdo e do escoamento da matéria, sendo que a
deformacéo aplica-se no caso da matéria sélida e o escoamento quando a matéria € liquida.
No caso mais simples, a propriedade reologica de interesse para solidos € a sua elasticidade, e
nos liquidos é a viscosidade, que pode ser interpretada como a resisténcia que um fluido
oferece para escoar ou também como a medida da friccdo interna de um fluido (PASQUEL,
1999).

A viscosidade € a resisténcia de um liquido ao fluxo causado por atrito interno entre
as moléculas. Além de ser uma medida direta da qualidade do fluido, a viscosidade pode
fornecer importantes informagdes sobre mudangas fundamentais em sua estrutura durante
determinado processo (NAVARRO, 1997). A viscosidade de fluido Newtoniano, como, por
exemplo, a agua ou o Oleo, depende somente da temperatura (e para alguns a pressao),
enquanto fluidos ndo-Newtonianos mostram um comportamento dependente do tempo e/ou
taxa de deformacéo. As solucdes aquosas de goma xantana sdo ndo-Newtonianos e altamente
pseudoplasticos, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da taxa de deformacdo do
fluido, portanto essas solucBes exibem um comportamento shear-thinning (OLIVEIRA,
2009).

A viscosidade (n) pode ser definida, matematicamente, como a derivada da forca de
cisalhamento por unidade de area entre dois planos paralelos de liquido em movimento

relativo (tensdo de cisalhamento, t) versus o gradiente de velocidade dv/dx (taxa de

cisalhamento, y) entre os planos, isto €, n = dt/dy (OLIVEIRA, 2009). Onde:

v = dv = (velocidade diferencial) (Equacéo 1)
dx  (espessura diferencial)

t=F= (forca) (Equacéo 2)
A (area)
n=dt=F/A (Equacéo 3)
dy dv/dx

As equacOes 1, 2 e 3 representam a taxa de cisalhamento, a tensdo de cisalhamento e

a viscosidade aparente, respectivamente. Utilizam-se diferentes sistemas de unidades para
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expressar a viscosidade, como o Sistema Internacional (N.s.m?, Pa.s, Kg.m™.s?), o Sistema
Britanico (Ib-s/ft?, slug/ft-s), o Sistema Imperial (Ibf.ft%) e o Sistema CGS (P, dyn.s.cm™)
(LEWIS, 1993; MOTT, 1996).

As propriedades reologicas dos polissacarideos em solugdes aquosas dependem de
suas caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas, isto é, composicdo monomerica, peso
molecular, polidispersividade e grau de substituicdo. No caso dos polissacarideos
microbianos, essas propriedades fisico-quimicas, bem como, a eficiéncia de producdo estdo
relacionadas ao processo fermentativo, linhagem bacteriana, composi¢cdo do meio, pH,
temperatura e outros parametros ambientais da fermentacdo. Fendmenos de transporte e
mistura dos nutrientes no fermentador sdo os fatores que mais influenciam a biossintese do
biopolimero (BANIK et al., 2000; CASAS et al., 2000; DILTZ; ZELLER, 2001;
NAVARRETE et al., 2001).

O peso molecular, a estrutura molecular, e a presenca dos grupos acetil e piruvil tém
a capacidade de alterar as propriedades reoldgicas das solucdes, ou seja, dependem da
natureza do polimero (CASAS et al., 2000; NAVARRETE et al., 2001).

A viscosidade é a propriedade funcional determinante para a selecdo de cepas
produtoras de gomas xantana, embora seja importante também a quantidade de biopolimero
produzida devido ao fator econdmico requerido na produgdo em grandes escalas. O maior
interesse industrial € por gomas, que em baixas concentracfes (0,01 a 3%) sejam capazes de
promover altas viscosidades (PASQUEL, 1999; OLIVEIRA, 2009).

Solucdes de goma xantana obtidas por dissolu¢do em temperatura moderada tendem
a ser altamente viscosas. A temperatura de dissolucdo afeta grandemente a viscosidade por
controlar a conformacdo molecular. A molécula de goma xantana parece ter duas
conformagcdes, helicoidal e randdémica, dependendo da temperatura de dissolucio (GARCIA-
OCHOA et al., 2000). A viscosidade da goma é uma funcdo de sua concentra¢do na dispersao
(PETTITT, 1982). A viscoelasticidade é uma das propriedades reoldgicas mais simples de
substancias de comportamento reoldgico complexo, como sdo os biopolimeros microbianos,
uma vez que solucbes de biopolimeros com interesse para aplicagdo comercial exibem
propriedades viscoelasticas, isto €, a capacidade de formar géis verdadeiros em baixas
concentragfes e, portanto, com caracteristicas intermediarias entre solidos e fluidos
(SZCESNIAK, 1983).

Uma baixa concentracdo de xantana (< 1% m/v) pode aumentar a viscosidade da

4gua em um fator de 10° em baixas taxas de cisalhamento, e em fator de 10 em altas taxas de
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cisalhamento. Esta notdvel pseudoplasticidade é privilégio de poucos polimeros. Outros
aspectos da reologia da goma xantana séo sua estabilidade em ampla faixa de temperaturas,
pH, e salinidade como a presenca de NaCl (LUPORINI; BRETAS, 2008; WHITCOMB;
MACOSKO, 1978).

A caracteristica de pseudoplasticidade da goma xantana é muito desejada em
diversas situacGes. Efetivamente, polissacarideos que possuem comportamento pseudoplastico
provocam menos sensacdo de gomosidade (flavour, “mouth feel”) na boca do que aqueles
com comportamento newtoniano (a viscosidade se mantém inalterada com o aumento da taxa
de deformacdo) (NAVARRO, 1997; MORRIS, 1984). Sua associacdo com hidrocoldides,
como proteinas e outros biopolimeros, pode potencializar o efeito pseudopléstico (GARCIA-
OCHOA et al., 2000). Além disso, em taxas de cisalhamento entre 50 e 200s™, a taxa da
mastigacdo, a goma xantana exibe baixa viscosidade, fazendo com que o produto pareca
menos Vviscoso ao paladar e o sabor seja mais bem percebido (CHALLEN, 1994,
KATZBAUER, 1998).

A magnitude do parametro reoldgico K (indice de consisténcia) e da viscosidade
aparente para misturas sdo fortemente influenciadas pela temperatura e pela concentracédo da
goma xantana. Segundo Moreira et al. (2001), a alta viscosidade aparente para solucdes em
baixas concentracfes é um parametro simples para avaliar o potencial de utilizacdo industrial
de um biopolimero.

As solucdes de xantana apresentam uma pequena tixotropia, que é um tipo de fluido
ndo-Newtoniano dependente do tempo onde a viscosidade diminui com o tempo a uma taxa
de cisalhamento constante. Esta diminuicdo na viscosidade é quase que totalmente reversivel
desde que ndo haja imediata destruicdo da estrutura interna, causada pela aplicacéo de taxa de
deformagdo muito alta (NAVARRO, 1997). Fatores como baixo grau de acetilagcdo e
especialmente alto grau de piruvatacdo, aumentam a viscosidade de suas solugbes porque
associagdes intermoleculares sdo favorecidas (NERY, 2007).

A estrutura ramificada e o alto peso molecular conferem a goma xantana uma alta
viscosidade, mesmo em baixas concentragdes. A rede tridimensional formada por associagdes
de cadeias de goma xantana tem eficiente estabilidade para suspenstes e emulsdes
(KATZBAUER, 1998). Muitas das propriedades reoldgicas da goma xantana derivam de sua
conformacdo em dupla-hélice adotada em solugdo. A cadeia lateral trissacaridica alinha-se
com a cadeia celuldsica principal, estabilizando a conformacao por intera¢cdes ndo covalentes

(SUTHERLAND, 1996). A Figura 9 podem-se observar as longas moléculas de goma xantana
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formando agregados através de ligacGes de hidrogénio e o entrelagamento dos segmentos
flexiveis das cadeias, resultando em alta viscosidade (OLIVEIRA, 2009). Quando uma tensdo

de cisalhamento é aplicada, os agregados sdo desfeitos e a viscosidade diminui drasticamente.
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Figura 9. Esquema do efeito da taxa de cisalhamento na rede do biopolimero goma xantana
(KI-WON et al., 2006).

Em altas taxas de cisalhnamento, a viscosidade aparente de solu¢es de goma xantana
diminui devido a desarticulacdo da rede de biopolimero e ao alinhamento parcial das
macromoléculas individuais na dire¢do do fluxo de cisalhamento, resultando em baixa
viscosidade (KI-WON et al., 2006; OLIVEIRA, 2009).

Os sais influenciam a viscosidade das solugdes aquosas de goma xantana, e algumas
formulacBes comerciais contendo o polimero contem sais, tais como sais de potassio, sais de
calcio e sodio na forma de cloretos, para facilitar a solubilizacdo, aumentar a viscosidade e
estabilidade (MORRIS, 1984). Isto € resultado da estabilizacdo da estrutura ordenada da
xantana pelo aumento da associacao intermolecular (XUEWU et al., 1996).

A goma xantana também é frequentemente usada em combinacdo com outros
hidrocoldides a fim de se obter o comportamento desejado para o fluido. O sinergismo entre
hidrocoloides é de especial interesse comercial, por possibilitarem uma nova funcionalidade,
além de possibilitar reduzir as quantidades utilizadas, reduzindo custos (KATZBAUER,
1998).

3.3.2 Anadlise Termogravimétrica (TG)

A termogravimetria € a técnica na qual a perda de massa de uma substancia é medida

em funcdo da temperatura ou tempo, quando submetida a uma programacdo controlada de
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temperatura. As técnicas mais difundidas de analise térmica s&o a andlise térmica diferencial
(DTA) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) (CARVALHO FILHO, 2000;
ZARONI, 2006).

As curvas de TG podem ser classificadas em: isotérmica, quase-isotérmica e
dindmica. Na TG isotérmica, a variacdo de massa € registrada em funcdo do tempo a
temperatura constante. Na TG quase isotérmica, o aquecimento é interrompido no inicio do
evento de perda de massa permanecendo isotérmico até obtencao de massa constante, e na TG
dindmica, hd um acompanhamento das variacdes de massa sofrida pela amostra em funcdo da
temperatura quando esta € submetida a um resfriamento ou aquecimento linear. Essas curvas
permitem obter informacgOes importante sobre a estabilidade térmica da amostra e dos
compostos intermedidrios no processo de termodecomposicdo, sobre a composicdo dos
produtos intermediarios e do residuo de massa b(PINHO, 1999; CARVALHO FILHO, 2000).

Segundo Pinho (1999), nas curvas de TG observam-se degraus correspondentes as
variacdes de massa em fungdo do tempo e/ou temperatura e na curva da sua derivada, DTG,
0s degraus equivalem a picos que delimitam &reas proporcionais as alteracbes de massa com
aquecimento da amostra. Os resultados de variacdo de massa a partir da DTG aparecem de
uma forma mais visualmente acessivel, uma vez que as inflexdes da TG sdo enfatizadas e
possibilitam a separacdo de reacOes sobrepostas e a determinacdo com maior exatiddao das
temperaturas correspondentes ao inicio e quando os processos de decomposi¢do atingem
velocidade maxima (CARVALHO FILHO, 2000).

Existem diversos fatores que podem afetar as curvas TG, sendo os mais frequentes: a
razdo de aquecimento, atmosfera gasosa do forno, caracteristicas da amostra (tamanho das
particulas, cristalinidade), geometria e composicao do cadinho (aluminio, platina, quartzo),
peso da amostra, calor de reacdo e defasagens de até + 10% na temperatura programada pode
provocar erros consideraveis (PINHO, 1999).

O principal interesse pelo método de TG é a possibilidade de eliminar o tratamento da
amostra para retirada de interferentes e também diminuir o tempo de analise, aléem das
informagdes complementares que cada técnica pode fornecer. Nos diversos dominios da sua
aplicacdo, a termogravimetria € usada de um modo geral para: obter os pardmetros cinéticos
das reacbes de decomposicao, identificar uma oxidacdo ou uma reducdo, isolar fases
intermediarias que possam surgir durante a historia térmica de uma amostra, determinar a
estabilidade térmica de compostos organicos e minerais, controlar e conhecer o estado de
hidratacdo dos sais (CANOTILHO et al., 1992).
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3.3.3 Massa Molar

Para caracterizar o biopolimero xantana, diferentes par@metros podem ser levados em
consideracdo, como a estrutura quimica, 0 comportamento reoldgico, o conteido de grupos
acetil e piruvato e a massa molar (BORN et al., 2002).

A estrutura ramificada e a alta massa molar conferem a goma xantana uma alta
viscosidade, mesmo em baixas concentracdes. A rede tridimensional formada por associa¢des
de cadeias de goma xantana tem eficiente estabilidade para suspensfes e emulsdes
(KATZBAUER, 1998). Muitas das propriedades reolégicas da goma xantana derivam de sua
conformacéo dupla-hélice adotada em solucdo. A cadeia lateral trissacaridica alinha-se com a
cadeia celulésica principal, estabilizando a conformacdo por interacbes ndo covalentes
(SUTHERLAND, 1996).

Estudos preliminares preconizam que a introducdo de ramificagdes reduz o grau de
enrolamento de uma cadeia linear, sendo a viscosidade de um polimero ramificado menor que
a de um linear de mesma composicdo quimica e massa molar. A queda da viscosidade com o
aumento de ramificagdo sempre ocorre quando a ramificagdo ndo excede a um dado
comprimento, estando relacionado com a alteragdo no movimento cooperativo dos segmentos
da cadeia (DIAZ et al., 2004). Alguns pesquisadores, porém, relatam que o aumento das
ramificacGes aumenta a viscosidade e que isto pode ocorrer quando as ramificacbes sdo
longas e enrolam-se entre as cadeias, com comprimento maior que 0 comprimento critico da
cadeia (NAVARRO, 1997; RAO, 1999).

A cadeia de um biopolimero € sintetizada através de uma reacdo enzimatica em que
0s mondmeros sdo adicionados, ocorrendo polimerizacdo de adicdo com cadeias de diferentes
comprimentos. Em decorréncia, havera uma distribuicdo de massas molares, ndo sendo
possivel obter um valor unico e definido do peso molecular ou massa molar do polimero; dai,
que o céalculo do peso molecular médio ou massa molar média (PM) seja efetuado com base
na média da distribuicdo das massas molares (DPM) (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Garcia-Ochoa et al., 2000 relatam que as propriedades fisicas, reoldgicas, mecanicas,
térmicas e o comportamento de um dado biopolimero durante o processamento dependem do
tamanho médio e da distribuicdo de comprimentos das cadeias do polimero. Se a estrutura
guimica do biopolimero € igual, PM e/ou DPM diferentes podem alterar as propriedades do

biopolimero. Por isto, um dos fatores de caracterizacdo dos polimeros é sua massa molear.



38
Capitulo 3 — Reviséo bibliogréafica

As condigdes operacionais do processo fermentativo, a composicdo do meio de
cultura e do substrato e as caracteristicas genéticas da bactéria de Xanthomonas, influenciam
o0 PM da goma xantana, sendo produzidos biopolimeros com massas molares médias e
distribuicdes diferentes (ROSALAM; ENGLAND, 2006).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é um dos métodos mais
utilizados para separar e analisar polimeros acoplado ao sistema a um detector de indice de
Refracdo (IR). Especificamente, a técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC - Gel
Permeation Chromatography) ou cromatografia de exclusdo molecular permite fornecer
informacdes referentes ao peso molecular (massa molar) médio e a distribuicdo do mesmo
mediante programas estatisticos especificos incorporados aos cromatdgrafos (CIOLA, 1998).

O mecanismo de separa¢do da cromatografia por exclusdo estd baseado na diferenca
de volume hidrodindmico das cadeias de diferentes tamanhos e estrutura. Utiliza-se uma
resina empacotada na coluna, que sdo macromoléculas com liga¢bes cruzadas e afinidade
pelos solventes, mas que sdo insollveis nos mesmos. A resina da fase estacionaria € um gel
ndo carregado equilibrado no mesmo eluente que separa as moléculas em analise (COLLINS
et al., 1995). Na fase estacionaria, 0 espaco intersticial entre as particulas da resina é ocupado
pelo liquido que ao fluir, elue as moléculas a serem separadas. A porosidade da fase
estaciondria controla a eluicdo, de maneira que a variagdo no fluxo imprime uma velocidade
que promove a separagdo (MANO, 1985).

A separacdo das moléculas acontece quando o fluxo da fase movel passa através dos
poros da fase estacionaria. A escolha desta malha permite a exclusdo das moléculas, de forma
que as menores sdo retidas nesses poros e as maiores sao eluidas primeiro, havendo a
separagdo continua de substancias por tamanho molecular. O mecanismo de separacdo
depende principalmente do tamanho (massa molar), da estrutura e da conformagdo quimica
das macromoléculas (DRUZIAN, 2000).

Diversos estudos tém mostrado a influéncia da linhagem de Xanthomonas, da
agitacdo, da temperatura, sendo observadas variagdes na massa molar média. Os resultados de
Shatwell et al. (1990) indicaram variagdes entre 0,9 x 10° a 1,27 x 10° Da, quando utilizadas
as linhagem campestris 646, a 1,27 x 10° e phaseoli 1128, pela técnica de espalhamento de
luz, enquanto o PM, viscosimétrico médio, determinado pela técnica de viscosidade oscilou
entre 2,4 x 10° a 6,3 x 10° Da para essas cepas, respectivamente. Com o aumento da
velocidade de agitacdo durante a fermentacdo, o PM médio atingiu valores de 6,9 x 10° Da e
8,6 x 10° Da, a 200 e 800 rpm, respectivamente (PETERS et al., 1989). Entretanto,



39
Capitulo 3 — Reviséo bibliogréafica

Papagianni et al. (2001), ndo obtiveram essa correlagdo entre 0 PM médio da xantana com a
velocidade de agitacdo (5 x 10° rpm). Em termos de temperatura, 0 aumento de 25 para 34°C
reduziu a massa molar média do polimero (CASAS et al., 2000). Normalmente, a goma
xantana apresenta peso molecular médio aproximado de 2.10°Da, mas podendo chegar a 13 —
50.10°Da (ROSALAM; ENGLAND, 2006).

Quanto a composi¢do quimica, ha uma relagéo entre o teor de piruvil e acetil e 0 PM
da xantana (CALLET et al., 1987). Variagcbes de PM foram observados ao se comparar
valores entre xantana livre de piruvato (2,3x10° Da), xantana livre de acetil e piruvato
(2,3x10° Da) em relacdo a xantana nativa (5,2 x 10° Da). A desacetilagdo ndo afetou o

contetido de acido pirtdvico nem a massa molar da xantana.

3.3.4 Composi¢cdo monomérica da goma xantana

As espécies e linhagem da bactéria Xanthomonas utilizados no processo de
fermentacdo podem ser fatores que influenciam a composic¢do do biopolimero formado. O
polissacarideo xantana produzido por diferentes espécies de Xanthomonas contém
normalmente glicose, manose e acido glucurdénico (GARCIA-OCHOA et al.,, 2000). A
presenca de ramnose e xilose foram encontradas nos polissacarideos produzidos pelos
patovares juglandis e phaseoli, respectivamente (SLONEKER; JEANES, 1962; LOWSON;
SYMES, 1977 apud SOUZA; VENDRUSCULDO, 1999). A xantana sintetizada pelo patovar
pruni apresenta 0 monossacarideo ramnose em sua composi¢do (SOUZA; VENDRUSCOLO,
1999).

A literatura tem mostrado que varia¢des quantitativas entre polimeros produzidos por
diferentes microrganismos do género Xanthomonas, sdo mais comuns que as diferengas
qualitativas, e as principais variagdes estdo relacionadas com o contetido dos substituintes
piruvato e acetato. O contetido de acido piravico no polissacarideo de diferentes espécies e
cepas de Xanthomonas foi avaliado, inicialmente, por Orentas et al. (1963) com variacdes de
1,05% a 7,64% (p/v). Varios trabalhos sucederam-se, mostrando a influéncia da espécie,
patovar e cepa na composic¢ao quimica qualitativa e quantitativa do polimero. Alguns estudos
de composicdo monomérica de gomas Xxantana produzidas por diferentes cepas de

Xanthomonas estdo relacionados na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicao quimica (%) de biopolimero produzido por diferentes cepas de Xanthomonas.

Microrganismo Glc (%) Man (%) Aglc (%) Ac (%) Ap (%) Referéncia

X. campestris pv campestris 646 40,2 36,0 23,8 4,5 4,4 SHATWELL et al. (1990)
X. campestris pv oryzae PXOg; 40,6 37,7 21,7 14,3 0,3

X. campestris pv phaseoli 556 40,5 38,7 20,8 1,6 6,0

X. campestris pv campestris 10 - - - 10,0 0,24

X. campestris pv campestris 11 - - - 8,1 0,50 SANCHEZ et al. (1997)
X. campestris pv manihotis 16 - - - 4,6 6,82

X. campestris pv campestris E2 - - - 7,3 2,56

X. campestris 30,1 27,3 14,9 6,5 7,1

X. fragaria 1822 24,6 26,1 14,0 5,5 4,9 KENNEDY; BRADSHAW
X. gummisudans 2182 34,8 30,7 16,5 10,0 4,7 (1984) apud GARCIA-
X. juglandis 411 33,2 30,2 16,8 6,4 6,9 OCHOA et al. (2000)
X. phaseoli 1128 30,9 28,6 15,3 6,4 1,8

X. vasculorum 702 34,9 30,2 17,9 6,3 6,6

X. arboricola pv pruni 115 - - - 2,8 0,8 BORGES (2007)

Glc = Glicose/Glucose; Man = Manose; Aglc = Acido glucurdnico; Ac = Acido acético e Ap = Acido pirdvico.
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A composi¢do monomérica da unidade repetitiva da xantana tem sido amplamente
estudada por se tratar de uma estrutura passivel de mudancas ocasionadas também pelas
diferentes condi¢cdes operacionais aplicadas durante a fermentacdo. Diferentes métodos tém
sido utilizados para a determinacdo da composicédo deste biopolimero, incluem desde técnicas
simples, como cromatografia de camada delgada e métodos colorimétricos, até a utilizacdo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa e também técnicas
espectrométricas, como a de infravermelho e de ressonancia magnética (CHAPLIN, 1994;
CANEVAROLDO, 2004).

Os polissacarideos extracelulares produzidos por bactérias Xanthomonas tém sido
amplamente caracterizados. Primeiramente, o polimero produzido pela bactéria Xanthomonas
phaseoli foi analisado, sendo composto de D-glucose, D-manose e D-acido glucurbnico na
proporcdo de 1:1:1 (LESLEY; HOCHSTER, 1959). Apos este trabalho, Sloneker e Jeanes
(1962) estudaram o polissacarideo produzido pela bactéria Xanthomonas campestris cepa
NRRL B-1459, e verificaram que este é composto de D-glucose, D-manose e D-&cido
glucurénico na proporc¢édo 2,8:3,0:2,0; além de &cido acético e acido pirdvico, na proporcao
1,73:0,627.

Polimeros que apresentam um alto conteldo de piruvato sdo interessantes para
aplicacdo nos processos de recuperacao terciaria de petroleo, pois apresentam menor adsorcao
ao solo e consequentemente, melhora a injetabilidade em pogos (KLEINITZ et al., 1989). O
conteddo de acetato e piruvato apresentam um grande efeito no comportamento reoldgico,
adsorcéo e injetabilidade de solucdes de xantana (TAYLOR; NASR-EL-DIN, 1998).

A composicdo quimica ndo influencia apenas a viscosidade, mas também as
propriedades viscoelasticas. O efeito da presenca de piruvato na interacdo macromolecular
aumentou a capacidade gelificante da xantana, quando combinada com outros polimeros,
caracteristica importante para aplicacdo em fluido de perfuracdo em pocos de petroleo.
Xantanas com alto grau de piruvatagdo formam um gel altamente termoresistente, enquanto
xantanas depiruvatadas ou naturalmente livres de piruvato reduzem a interacdo depreciando a
formagéo do gel (LECHNER et al., 1996).

3.4 APLICACAO DE GOMA XANTANA NA AREA PETROQUIMICA

A industria de petréleo no Brasil foi instalada em 1953, com a criagdo da empresa

Petroleo Brasileira S/A — Petrobras. Inicialmente, com uma produ¢cdo média de 2.700 barris
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por dia, em 50 anos, esta aumentou para 2,2 milhdes de barris por dia em 2011. A expectativa
€ que continue a trajetdria de expansdo e alcance o patamar de 5,7 milhdes de barris em 2035
(AIE, 2012).

Devido as suas propriedades reoldgicas e quimicas, a goma xantana tem sido
utilizada na area de exploracéo de petroleo, principalmente em fluido de perfuracdo de pocos
e na recuperacdo terciaria de petroleo. As propriedades desejaveis para polimeros utilizados
nestas aplicagbes sdo: alta viscosidade em baixas concentragdes, comportamento
pseudoplastico e estabilidade da viscosidade as variagbes de salinidade, temperatura e
condicdes alcalinas (SHAH; ASHTAPUTRE, 1999). No Brasil, a empresa Petrobras adota
normas técnicas para ensaios de viscosificantes e fixa condigdes especificas para a
qualificacdo e aplicacdo destes em fluidos de perfuracdo e na recuperagdo avancada de
petréleo (EOR) (PETROBRAS, 2003; PETROBRAS, 2009).

3.4.1 Recuperacdo Avancada de Petroleo (EOR)

Na industria petrolifera, a goma xantana € o polimero mais adequado para
Recuperagdo Avangada de Petroleo (EOR), ndo tendo até 0 momento nenhum outro substituto
em escala comercial que supere suas qualidades. A goma xantana tem sido usada junto com
hidroxido de sédio e surfactantes na técnica conhecida como APS (alcali-polimero-
surfactante) (NAVARRETE et al., 2001).

A aplicabilidade de solucdes de xantana na EOR consiste num processo que utiliza
energia quimica e térmica para recuperar 0 6leo cru que fica armazenado nos poros dos
reservatorios rochosos apés o término da producdo primaria e secundaria. O residual de 6leo
cru nos reservatorios pode atingir até 70% do total das reservas de petroleo, indicando a
relativa ineficiéncia da producdo primaria e secundaria (BRYANT, 1987).

O polimero é dissolvido na 4gua para aumentar a viscosidade da solucdo, antes de ser
aplicada nos pocos de injecdo (FLEW; SELLIN, 1993). As propriedades reoldgicas das
solucBes de xantana séo altamente dependentes da concentracdo de polimero e de qualquer
eletrolito adicionado (DIAZ et al., 2004). O processo de inje¢do de polimeros utiliza aditivos
poliméricos na concentracdo de 500 a 1500 ppm na agua de injecdo (MEZZOMO; VITAL,
1981 apud AGUIAR et al., 2010).

Segundo Thomas (2001), quando o 6leo do reservatério apresenta viscosidade um

pouco elevada, pode-se adicionar polimeros a agua de injecdo para transforma-la em um
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fluido que se desloque dentro do meio poroso com a mesma mobilidade que o dleo. Devido a
essa semelhanca, o fluido injetado n&o percorre caminhos preferenciais e se dirige
rapidamente para o poco de producdo, aumentando a eficiéncia e eficacia de varrido. As
caracteristicas quimicas da xantana exercem grande influéncia nesta aplicacdo. A presenca de
agregados, biomassa e microgeéis no polimero pode provocar obstrucdo dos poros da formacao
rochosa (SMITH; PACE, 1982; KULICKE et al., 1990). O contetdo de piruvato e acetato
apresentam um grande efeito no comportamento reoldgico, adsorcdo e injetabilidade das
solucdes de xantana (TAYLOR; NASR-EL-DIN, 1998).

3.4.2 Fluido de perfuracéo para pocos de petréleo

A perfuracdo de um poco é uma tecnologia-chave para exploracdo e producdo de
petréleo, uma vez que os custos envolvidos neste processo podem representar de 40 a 80%
dos custos totais de exploracdo (ALMEIDA; ARAUJO, 2002). A perfuracdo é realizada
através de uma sonda, onde as rochas sdo rompidas pela acdo da rotacdo e peso aplicado a
uma broca existente na extremidade de uma coluna de perfuracdo. Os fragmentos da rocha
gerados sdo removidos continuamente através de um fluido de perfuracdo ou lama. O fluido é
injetado por bombas pelo interior da coluna de perfuracdo através da cabeca de injecdo ou
swivel e retorna a superficie pelo espaco anular formado entre as paredes do poco e da coluna.
Ao atingir determinada profundidade, a coluna de perfuracéo é retirada do poco e uma coluna
de revestimento de aco, de diametro inferior ao da broca, € colocada no poco. O espaco anular
entre os tubos do revestimento e as paredes do poco € cimentado com a finalidade de isolar as
rochas perfuradas permitindo entdo o avango seguro da perfuracdo (THOMAS, 2001).

Esses fluidos s&o indispensaveis durante as atividades de perfuracdo de um poco,
pois desempenham uma série de funcdes essenciais (FERRAZ, 1977, THOMAS, 2001;
AMORIM et al., 2005), tais como: resfriar e lubrificar a broca e o tubo de perfuracdo para
evitar a corrosdo; auxiliar a suspensdo do cascalho gerado durante a perfuracdo; controlar as
pressOes das formacdes perfuradas; exercer pressao sobre as paredes do pogo para estabiliza-
lo, evitando o desmoronamento e formacdo da torta de filtracdo que sele poros e em outras
aberturas nas formacOes penetradas pela lama. Para satisfazer essas exigéncias, o fluido de
perfuracdo deve possuir propriedades fisico-quimicas que possam ser cuidadosamente
controladas, para se ajustarem a uma grande variedade de condi¢des em subsuperficie.
Portanto, o desempenho destas fungdes ¢ diretamente dependente das propriedades reologicas,
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de filtracdo e lubricidade que depende da composi¢édo dos fluidos de perfuracdo (MEDEIROS
et al., 2008).

3.4.2.1 Classificacédo dos fluidos de perfuracao

Os fluidos de perfuracdo sdo comumente classificados de acordo com o componente
principal que constitui a fase continua. Esses componentes podem ser: agua, 6leo ou gas.
Quando o componente principal da fase continua é agua, é dito que ele é a base de agua, e
qguando € dleo, o fluido é a base de dleo. Os fluidos a base de gas incluem aqueles em que o
gés é a fase continua (gas seco), e aqueles onde o gés é a fase descontinua, como em espumas
e espumas compactas. A presenca de ambos os liquidos (6leo e &gua) juntos resulta em uma
emulsdo, formada através de agitacdo e da presenca de um emulsificante adequado. A
natureza quimica do agente emulsificante determina se o 6leo esta emulsionado na agua
(emulsdo direta) ou se a &gua estd emulsionada no Oleo (emulsdo inversa),
(DEHGHANPOUR; KURU, 2011; MEDEIROS et al., 2008).

Os fluidos a base de dgua apresentam baixo custo em relacdo aos fluidos a base de
6leo e sintéticos, mas apresentam a desvantagem de causar danos as formacGes rochosas
sensiveis ou simplesmente ndo serem adequados em funcdo da elevada afinidade hidrofilica
das formacGes. Os fluidos de alta performance, utilizados comercialmente, tem caracteristicas
excelentes no combate aos fatores negativos que fluidos base dgua exercem na formacédo e nas
propriedades comumente necessarias para uma boa operacéo de perfuracdo (AMORIM et al.,
2005). A utilizagdo de um ou outro tipo de fluido depende da profundidade do pogo e do tipo
de formacdo a ser perfurada (BORGES, 2007).

Os fluidos sédo formulados com o objetivo de garantir uma perfuracdo rapida e
segura. Para este fim, é necesséario que o fluido de perfuragcdo seja estavel quimicamente,
facilite a separacdo dos cascalhos na superficie, estabilize as paredes do poco, seja inerte em
relacdo a danos as rochas produtoras, mantenha os sélidos em suspensdo quando estiver em
repouso, tenha um fluxo bombedavel, aceite qualquer tratamento fisico e quimico, apresente
baixo grau de corrosdo e abrasdo em relagdo a coluna de perfuracdo e demais equipamentos
do sistema de circulacdo e operadores, ndo interfiram nas interpretacfes geoldgicas do
material retirado do pogo, e apresente custo compativel com a operacdo (FERRAZ, 1977,
AMORIM et al., 2005; DARLEY; GRAY, 1988; LUMMUS; AZAR, 1986).
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3.4.2.2 Composicao dos fluidos de perfuracdo base dgua

Os fluidos de perfuragdo, de uma maneira geral, sdo sistemas multifasicos, que
podem conter agua, material organico, sais dissolvidos e solidos em suspensdo nas mais
diversas propor¢des. A proporcdo entre 0s componentes basicos e as interaces entre eles
provocam  sensiveis  modificacbes nas propriedades  fisico-quimicas do  fluido.
Consequentemente, a composicdo é o principal fator a considerar no controle de suas
propriedades (CAENN; CHILLINGAR, 1996; MEDEIROS et al., 2008).

O que determina as caracteristicas de um fluido aquoso é a natureza da agua e 0s
aditivos quimicos empregados no preparo deste. Segundo Thomas (2001), a principal fungéo
da agua neste tipo de fluido é prover o meio de dispersdo para os materiais coloidais,
principalmente argilas e polimeros. A agua utilizada para aplicacdo industrial em fluidos de
perfuracdo pode ser doce, dura ou salgada. A agua doce ndo precisa de pré-tratamento
quimico, pois praticamente ndo afeta 0 desempenho dos aditivos empregados no preparo do
fluido. J& a &gua dura tem como caracteristica principal a presenca de sais de célcio e de
magnésio dissolvidos, em concentracdo suficiente para alterar o desempenho dos aditivos
quimicos. E considerada agua salgada aquela que apresenta salinidade superior a 1000 ppm de
NaCl equivalente e pode ser natural, como a agua do mar, ou pode ser salgada com a adi¢do
de sais como os cloretos de sddio, de célcio e de potassio (CAENN; CHILLINGAR, 1996;
MEDEIROS et al., 2008).

Os aditivos sdo substancias quimicas que, quando adicionadas ao fluido, conferem a
ele propriedades especiais, requeridas durante as atividades de perfuragdo. Esses aditivos
podem desempenhar uma série de funcées no fluido de perfuracdo. Atualmente, encontram-se
disponiveis no mercado uma variedade de aditivos, que possuem diferentes funcGes, em
decorréncia da variedade de situa¢Bes encontradas durante a perfuracdo de pogos (TAYLOR,;
NASR-EL-DIN, 1998; AMORIM et al., 2005). Os principais aditivos de fluido de perfuracéo

a base de agua estéo relacionados na Tabela 3.
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Tabela 3. Principais aditivos de fluido de perfuracédo a base de agua e respectivas fungoes.

Aditivo Funcéo Componente
Agua Meio de disperséo Doce ou Salgada
Tensoativos Diminuir a tensdo interfacial entre
a fase continua e os demais
aditivos
Floculantes Promover o agrupamento das Soda céustica, cal e cloreto de

Dispersantes

Lubrificantes

Inibidores de argila

Redutores de filtrado

Controladores de pH

Bactericidas

Viscosificantes

(s6lidos ativos)

Adensantes
(s6lidos inertes)

Alcalinizantes

particulas suspensas, aumentando a

viscosidade do fluido

Evitar a incorporacéo de particulas

de argila da formacao no fluido
Facilitar a penetracéo da broca e
coluna na formagéo
Evitar que as argilas sejam
hidratadas e provogquem prisdo de
ferramentas
Evitar que o fluido invada a
formagé&o e venha a danificar
a jazida
Controlar o grau de acidez ou

alcalinidade do fluido

Evitar a rdpida degradacéo do
fluido, permitindo, assim, que o
mesmo seja reutilizado em outras
perfuragdes
Aumentar a viscosidade para
proporcionar melhor limpeza do
poco e suspensédo dos cascalhos
Dar peso ao fluido e controlar a
presséo no interior do pogo

Controlar o volume de filtrado

sodio

Lignossulfonato, tanino, lignito
e fosfatos
Glicerina, Ester graxo de
polietileno glicol
Cloreto de potassio e cloreto de

sédio

Carboximetilcelulose (CMC),

amido

Oxido de magnésio para fluido
polimérico e soda caustica para
fluido com argila ativada
Triazina, glutaraldeido,
organoclorados, soda caustica e

cal

Goma xantana, goma guar,

argila ativada, bentonita

Calcita, baritina e hematita

Soda caustica, potassa caustica

e cal hidratada

Fonte: TAYLOR;NASR-EL-DIN, 1998, CAENN;CHILLINGAR, 1996; AMORIM et al., 2005.
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Os fluidos de perfuragdo contem aditivos classificados em viscosificantes, agentes
densificantes, redutores de viscosidade (defloculantes), redutores de filtrado e aditivos
especiais. Os viscosificantes tém a funcdo de aumentar a viscosidade do fluido, como a
bentonita, atapulgita e polimeros naturais e sintéticos. Os agentes densificantes aumentam a
densidade do fluido, sendo a barita (BaSO,) 0 mais utilizado. Os redutores de viscosidade
(defloculantes ou dispersantes) e de perda de fluido s&o adicionados aos fluidos com a funcéo
de reduzir a viscosidade e o volume de filtrado, respectivamente. Como aditivos especiais,
estdo incluidos floculantes, controladores de pH, antiespumantes, lubrificantes, anticorrosivos,
dentre outros (LUMMUS; AZAR, 1986).

Segundo Thomas (2001), os polimeros como aditivos de fluidos de perfuracéo
devem apresentar alta viscosidade em baixas concentragdes, comportamento pseudoplastico e
estabilidade da viscosidade a salinidade, temperatura e condicdes alcalinas, de modo que
apresente facil injecdo, mantenha os cascalhos em suspensdo, facilitando a remocéo destes e
estabilize as paredes do poco. Por apresentar tais caracteristicas, a goma xantana passou a ser
amplamente utilizada, comparadas com outros polimeros comumente utilizadas nesse tipo de
fluido, como CMC (Carboximetilcelulose), PAC (Celulose Polianidonica) e PHPA
(Poliacrilamida parcialmente hidrolisada), que sdo mais sensiveis a condi¢bes de alta
salinidade (BORGES et al., 2009; SHAH; ASHTAPUTRE, 1999).

A pseudoplasticidade dos fluidos é imprescindivel para a limpeza dos pogos, uma
vez que a baixas taxas de cisalhamento, a viscosidade deve ser alta para que os cascalhos
possam permanecer em suspensdo durante o fluxo, j& que a velocidade de bombeamento é
baixa. Por outro lado, a altas taxas de cisalhamento, a propria velocidade de circulagdo é
responsavel pelo carreamento dos cascalhos. Entretanto, o0 bombeamento de um fluido de alta
viscosidade € dificultado fazendo com que o fluido deva apresentar uma baixa viscosidade a
altas taxas de cisalhamento. A goma xantana é um viscosificante polimérico para fluidos
usados na exploracdo e producdo de pocos de petrdleo e gas (PETROBRAS, 2009), entretanto
a determinacdo dos parametros reologicos, indice de consisténcia (K), indice de fluxo (n) e a
forca gel, sdo de grande importancia na qualificacdo da xantana para a area de exploracdo de
petréleo (SHAH; ASHTAPUTRE, 1999; BORGES, 2007; PETROBRAS, 2009).

Especialistas em fluidos de perfuracdo enfrentam um dilema em selecionar aditivos
que possa aumentar o desempenho da perfuracdo de um poco de petréleo e minimizar as
preocupacg0Oes sobre os efeitos prejudiciais de aditivos dos fluidos de perfuracdo em zonas de
producdo do petréleo. O custo, o desempenho, a qualidade, efeitos ambientais,
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compatibilidade da avaliacdo da producdo e da exploragéo, utilizacdo das perfuragdes e
logistica sdo os principais pardmetros que caracterizam o uso de aditivos em fluidos de
perfuracdo (ENGLAND, 1988).

3.4.2.3 Propriedades dos fluidos de perfuracéo

As propriedades de controle dos fluidos podem ser fisicas ou quimicas. As
propriedades quimicas sdo mais genéricas e podem ser medidas em qualquer tipo de fluido. Ja
as propriedades fisicas sdo mais especificas e sdo determinadas para distinguir certos tipos de
fluidos. As propriedades fisicas mais importantes e frequentemente medidas nas sondas séo a
densidade, os parametros reoldgicos, as forcas géis e o teor de sélidos. Outras propriedades
fisicas de menor uso séo a resistividade elétrica, o indice de lubricidade e a estabilidade
elétrica. As propriedades quimicas determinadas com maior frequéncia nos laboratérios das
sondas sdo o pH, teor de cloreto e a alcalinidade. Outras propriedades quimicas que podem ser
avaliadas sdo o excesso de cal, o teor de calcio e de magnésio e a concentracdo de potassio
(TAYLOR; NASR-EL-DIN, 1998; FERRAZ, 1977).

As propriedades fisicas mais importantes dos fluidos de perfuracdo e frequentemente

medidos nas sondas onshore (perfuracdo em terra) e offshore (perfuracdo em mar) séo:

1. Parametros Reoldgicos

O comportamento de fluxo de um fluido é definido pelos pardmetros reolégicos, que
vao influenciar diretamente no célculo de perdas de carga na tubulacdo e velocidade de
transporte dos cascalhos. A reologia é a ciéncia da deformacdo e fluxo da matéria. Fazendo
certas medidas reoldgicas do fluido, é possivel determinar como o fluido escoara sob variadas
condicbes de temperatura, pressdao e taxa de cisalhamento. Em termos reoldgicos, a
viscosidade € o parametro mais conhecido, sendo definida como a resisténcia que uma
substancia apresenta ao fluxo. No campo, as principais propriedades reoldgicas de interesse,
gue se encontram vinculadas ao desempenho do fluido séo: indice de comportamento; indice
de consisténcia; viscosidade aparente; viscosidade plastica; limite de escoamento e forca gel
(HAMED; MANSOUR, 2009).

E importante controlar as propriedades reoldgicas do fluido visando aperfeicoar a
operacdo de perfuragdo, através da maximizagdo da limpeza do poc¢o, minimizacao da pressao
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de bombas, evitando o influxo da formacéo e prevenindo perda de circulagdo para a formagao
perfurada. Nos liquidos, a transferéncia de quantidade de movimento devido a atividade
molecular é pequena em comparacao com a forca de coesdo entre as moléculas, e, por isso, a
tensdo de cisalhamento e a viscosidade dependem principalmente da ordem de grandeza
destas forcas de coesdo que tendem a manter as moléculas adjacentes em uma posicao fixa e a
resistir ao movimento. Como estas forcas diminuem rapidamente com o aumento da
temperatura, a viscosidade dos liquidos diminui com o aumento da temperatura (HAMED;
MANSOUR, 2009). A viscosidade aparente é a viscosidade do fluido quando medida a uma
determinada taxa de cisalhamento, que, no caso dos fluidos de perfuracdo, é fixada pelo
American Petroleum Institute (API). No modelo reoldgico plastico de Bingham, pode-se
calcular a viscosidade aparente a partir do valor medido em um viscosimetro rotacional a 600
rpm (rotagdes por minutos). A viscosidade plastica é a medida da resisténcia interna
exercida por um fluido para fluir, resultando da interacdo dos sélidos presentes em um fluido
de perfuracdo. Ela tem um efeito mecanico, indicativo de nimero, tipo e tamanho das
particulas sélidas. Quando o teor de solidos aumenta, a friccdo entre as particulas aumenta
(DEHGHANPOUR; KURU, 2011).

2. Forca Gel

Alguns fluidos de perfuracdo sdo tixotropicos, isto é, adquirem um estado
semirrigido quando estdo em repouso e voltam a adquirir um estado de fluidez quando estdo
novamente em movimento. A forca gel é um parametro também de natureza reoldgica, que
indica o grau de gelificacdo devido a interacdo elétrica entre as particulas dispersas. A forca
gel inicial (Go) mede a resisténcia para colocar o fluido em fluxo, enquanto a forca gel final
(G10) mede a resisténcia do fluido para reiniciar o fluxo, quando este fica certo tempo em
repouso. A diferenca entre elas indica o grau de tixotropia do fluido. Os valores de forgas geis
determinados em testes de campo s@o usualmente denominados como forca gel inicial, que
seria uma medida de reologia feita no momento exato da parada de circulagdo e a forga gel
final, que é a medida feita apés um tempo da parada de circulagdo (HAN et al., 1999;
MEDEIROS et al., 2008).

O interessante € que a medida do angulo de deformacdo da mola seja menor para o
gel inicial, pois a leitura é feita no momento que houve a parada de circulacdo e o fluido ainda

ndo se agregou suficientemente para formar um gel rigido, e a forga para quebrar esse gel ao
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submeté-lo novamente ao cisalhamento ndo é tdo grande, enquanto que para o gel final, do
tempo da parada de circulagdo até submeter o fluido novamente a circulagcdo, é um pouco
maior, 0 que possibilita a agregacdo das particulas possibilitando a formacao de um gel mais
rigido, ou seja, mas dificil de quebrar. Valor ideal pré-determinado na literatura de forgas geis
varia de acordo com a necessidade na perfuracdo, mas os valores esperados no campo variam
entre 7 e 12, esse valor é dado em angulo (FERRAZ, 1977).

3. Parametros de filtracao

A capacidade do fluido de perfuracdo em formar uma camada de particulas sélidas
Umidas, denominada reboco, sobre as rochas permeéveis expostas pela broca € de
fundamental importancia para o sucesso da perfuracdo e da completa acdo do pogo. Para
formar o reboco, deve haver o influxo da fase liquida do fluido do pogo para a formacao. Este
processo € conhecido como filtragdo. E essencial que o fluido tenha uma fragdo razoavel de
particulas com dimensdes ligeiramente menores que as dimensbes dos poros das rochas
expostas. Quando existem particulas sélidas com dimens@es adequadas, a obstrucao dos poros
é rapida e somente a fase liquida do fluido, o filtrado, invade a rocha. O filtrado e a espessura
do reboco sdo dois parametros medidos rotineiramente para definir o comportamento do
fluido quanto a filtracdo (DEHGHANPOUR; KURU, 2011; MEDEIROS et al., 2008). O
ideal seria que ndo houvesse filtrado, mas na préatica € observado que valores até 10 mL

(valores de laboratério), podem ser esperados sem que haja muita preocupacao.

4. Densidade

E através da medida de densidade que se conhece o peso do fluido e quanto de
pressdo esse fluido pode suportar. E 0 peso do fluido, ou seja, a pressdo que ele exerce na
formagéo, que impedira que fluidos indesejados migrem para o interior do poco, fator esse de
suma importancia na seguranca da formac&o. O diferencial de pressdo entre o interior do po¢o
e a formacéo deve ser pequeno, sendo que, a pressdo exercida pelo fluido (interior do pogo)
seja maior que a pressdo exercida pela formacéo (fluidos no interior da formacéo), pois é esse
diferencial de pressdo que garante que fluidos indesejados ndo migrem do interior da
formacdo para a superficie (FERRAZ, 1977; CAENN; CHILLINGAR, 1996).
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5. Estabilidade térmica

A medida que aumenta a profundidade vertical de um poco de petrdleo, varios
fatores sdo alterados. Um deles € a temperatura. Por isso, ha grande necessidade de se
desenvolver fluidos de perfuragdo com boa estabilidade térmica, ou seja, que quando
submetido a um amplo intervalo de variacdo de temperatura, 0 mesmo ndo venha a ser
degradado. Com o0 aumento da temperatura, muitos fluidos apresentam uma diminuicdo na
sua viscosidade, consequentemente, um aumento no volume de filtrado (CAENN;
CHILLINGAR, 1996).

6. Teor de solidos

O teor de sdlidos, cujo valor deve ser mantido no minimo possivel, € uma
propriedade que deve ser controlada com rigor, porque 0 seu aumento implica em aumento de
varias outras propriedades, tais como densidade, viscosidade e forgas géis, além de aumentar
a probabilidade de ocorréncia de problemas como desgaste dos equipamentos de circulacgéo,
fratura da formacdo, devido a elevacdo das pressdes de bombeio ou hidrostatica, prisdo da
coluna e reducdo da taxa de penetragdo. O tratamento do fluido para reduzir o teor de sélidos
pode ser preventivo ou corretivo. O tratamento preventivo consiste em inibir o fluido, fisica e
guimicamente, evitando-se a dispersdo de sélidos perfurados. No método corretivo, pode-se
fazer uso de equipamentos extratores de solidos, tais como tanques de decantacdo, peneiras,
hidro ciclones e centrifugadores, ou diluir o fluido (CAENN; CHILLINGAR, 1996).

7.pH

A concentragdo hidrogenidnica, ou seja, o pH dos fluidos de perfuracdo é geralmente
mantido no intervalo alcalino (7-10), para evitar problemas de corrosdo dos equipamentos e
dispersdo das formagdes argilosas, (FERRAZ, 1977).

8. Resistividade Elétrica

Experimentalmente, encontra-se que em um dado material, a temperatura constante,

a densidade de corrente é diretamente proporcional ao campo elétrico aplicado. Nos pogos de
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petroleo essa propriedade é fundamental, pois na perfilagem, operacdo em que os gedlogos
verificam a formacdo rochosa e até mesmo a presenca de hidrocarbonetos, através de ondas
eletromagnéticas, o fluido precisa obter caracteristicas em que haja uma baixa resisténcia
elétrica para que a operacdo citada ndo sofra influéncia nos parametros coletados, (FERRAZ,
1977).

9. Grau de inchamento de argilas

As montmorilonitas, um tipo de argila hidratavel, sdo constituidas por duas folhas
tetraédricas de silicato e uma folha octaédrica de alumina hidratada, intercaladas, e possuem
conexdes cristalinas relativamente fracas, permitindo a entrada da 4gua ou outras substancias
polares, e, consequentemente, 0 aumento da distancia basal ou interplanar, fenbmeno dito
como a expansao ou inchamento das argilas. Este efeito constitui um problema grande durante
a perfuracdo dos pocos, porque diversas formacgdes de rocha contém um indice elevado de
argilas hidrofilicas, e os fluidos mais frequentemente usados sdo a base de 4&gua,

principalmente devido as suas vantagens econémicas e ambientais (AMORIM et al, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias analiticas empregadas, bem como
0S microrganismos e as matérias-primas utilizadas, cita os planejamentos experimentais
adotados e relaciona 0s reagentes e equipamentos necessarios ao desenvolvimento
experimental.

Os experimentos envolvendo tratamentos microbioldgicos, determinacdo da
composicao centesimal dos substratos e estudos de producdo da goma xantana em agitadores
orbitais (shaker) e em bioreator de 4,5L foram realizados no Laboratério de Pescado e
Cromatografia Aplicada — LAPESCA da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da
Bahia. Nesse laboratério foram realizados e desenvolvidos também a caracterizacdo do
polimero: viscosidade aparente, analise térmica, peso molecular e composi¢cdo monomérica.

O estudo de um novo fluido de perfuragcdo contendo goma xantana e a glicerina bruta
foi realizada no Laboratério de Fluidos de Perfuracdo/P&D da empresa Carboflex — Produtos

e Servicos Especiais Ltda.

4.1 MATERIAL

Os reagentes utilizados para os experimentos do trabalho foram:
= Sacarose, P.A., Synth;
= Uréia, A.A,, Fmaia;
» Fosfato monobaésico de potéssio, P.A., Synth;
= Extrato de malte, Himedia;
= Extrato de levedura, Himedia;
= Peptona bacterioldgica (of gelatin), Acumedia;
= Glicose, P.A., Synth;
= Agar (po), Vetec;
= Glicerina comercial PA, Synth;
= Glicerina bruta residual do biodiesel, da planta piloto de biodiesel da Universidade
Estadual de Santa Cruz, I1héus-BA.

Para aplicacdo em fluidos de perfuracdo base agua, os aditivos utilizados foram da empresa
Carboflex:
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= Oxido de Magnésio;

= Cloreto de Potassio tipo II;

= Amido Normal;

= CMCLYV,

= Inibidor Cationico ;

= Bactericida ;

= Antiespumante ;

= Goma xantana comercial (Bioflex XG);
= Carbonato de Célcio Fino;

= Baritina.

4.1.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para o desenvolvimento

relacionados na Tabela 4.

Tabela 4. Equipamentos utilizados nos procedimentos experimentais.

deste trabalho estdo

Equipamentos Marca Modelo

Agitador de tubos Hoenix AP56

Agitador magnético Hotlab I

Autoclave vertical Alpha -

Balanga analitica Saartorius BL 2105

Balanga semi-analitica Bel -

Centrifuga Eppendorf 5702R

Destilador de 4gua Barnstead -

Estufa de cultura bacteriol6gica Tecnal TE 398/2

Estufa de secagem Nova Etica -

Forno mufla Lavoisier 462-D

Agitador orbital com temperatura controlada (Shaker) Tecnal TE-424

Bioreator de 4,5 L Tecnal -

Espectrofotdmetro Perkin Elmer UV/ VIS Lambda 35

Geladeira Continental 460

Mini-processador Walita Master -

pH metro digital Quimis

Redmetro Haake CV-20

TGA Perkin Elmer Pyris 1

CLAE Perkin Elmer GPC-IR Series 200
UV Series 200

Misturador Hamilton Beach -

Viscosimetro Fann 35A

Estufa de rolamento/ envelhecimento Ofite -

Células inox de estufa Ofite -

Filtro press API Ofite -

Lubricimetro Ofite EP-Lubricity Tester
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4.1.2 Microrganismos

Foram utilizadas doze cepas do género Xanthomonas. As bactérias foram obtidas da
Colecdo de Culturas do Instituto Bioldégico em Campinas-SP como é mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Cepas de Xanthomonas utilizadas na producdo de goma xantana.

Ordem Numero da Cepa Descricao

01 2103 Xanthomonas campestris mangiferaeindicae
02 356 Xanthomonas axonopodis pv manihotis
03 510 Xanthomonas campestris pv cordiae
04 247 Xanthomonas campestris pv campestris
05 1078 Xanthomonas campestris pv campestris
06 545 Xanthomonas campestris pv campestris
07 729 Xanthomonas campestris pv campestris
08 629 Xanthomonas campestris pv campestris
09 607 Xanthomonas campestris pv campestris
10 68 Xanthomonas melonis

11 472 Xanthomonas campestris pv. campestris
12 290 Xanthomonas axonopodis pv manihotis
4.2 METODOS

4.2.1 Composicao centesimal da glicerina bruta residual do biodiesel como substrato
para a producédo de goma xantana

Foi testado o substrato alternativo para bioconversdo da goma xantana, a glicerina
bruta residual do biodiesel, a glicerina comercial PA e sacarose. A composi¢do centesimal da
glicerina bruta residual do biodiesel e glicerina comercial PA incluiu a determinagéo do teor
de volateis, cinzas, proteina bruta, lipideos totais e carboidratos totais. Estes parametros séo
importantes considerando que a Xanthomonas necessita de nutrientes essenciais, como fonte

de carbono e nitrogénio, para produzir goma xantana.
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4.2.2

Volateis: foi determinado pelo método de secagem em estufa a 105°C com circulacdo
de ar, dependendo do produto, de acordo com a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC,1997).

Cinzas: O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 700°C de acordo
com a AOAC (1997).

Proteina bruta: Os valores para proteina foram calculados a partir dos teores de
nitrogénio total, usando os fatores de conversdo. O fator geral de 6,25 foi usado para
calcular as proteinas que ndo possuiam um fator de conversdo especifico. O nitrogénio
total foi determinado pelo método Kjeldahl, segundo AOAC (1997).

Lipidios totais: Os lipidios totais foram determinados, pelo método de extracéo Bligh e
Dyer (1959), segundo AOAC (1997).

Carboidratos: O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma
das porcentagens de agua, proteina, lipidios totais e cinzas. Os valores de carboidratos
incluem a fibra alimentar total. Esta fracdo representa a fonte de carbono disponivel
para ser bioconvertida a goma xantana pelas cepas de Xanthomonas.

Manutencdo dos microrganismos

As cepas de Xanthomonas foram mantidas em meio YM-4gar (Yeast Malt) contendo

(p/v): glicose 1,0%; extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona bacterioldgica

0,5%; &gar 2,0%. O pH do meio foi ajustado para 7,0 e a esterilizacdo foi a 121°C por 15
minutos (BRANDAO et al., 2009).

A repicagem das cepas Xanthomonas foram realizadas em placas de Petri e tubos de

ensaio. Os tubos e as placas com meio YM agar foram esterilizados a 121°C por 15 minutos e

esfriados a temperatura ambiente. No caso dos tubos, o meio foi esfriado em posicéo

inclinada para obtencéo de maior superficie para repicagem. Para a repicagem das cepas foi

utilizada a semeadura por estrias com uma al¢a de celulas reidratadas e incubado em estufa

bacterioldgica a 28°C * 2°C por 48 horas para verificar o crescimento dos microrganismos.
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Cessado o periodo de crescimento, as placas e os tubos foram armazenados em
temperatura de refrigeracdo (+ 4°C), sendo renovadas a cada quinze dias através de repiques
em meio YM-agar. Para a estocagem dessas culturas, foi adicionado 6leo mineral estéril em

alguns tubos, e armazenados em temperatura de refrigeracao.

4.2.3 Preparo do in6culo

O meio YM utilizado para o inéculo (producdo de células) foi composto por (p/v):
glicose 1,0%; extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona bacterioldgica 0,5%
com o pH ajustado para 7,0. Foram preparados frascos de Erlenmeyers (250 mL) contendo
50mL do meio in6culo. Os frascos foram esterilizados em autoclave a uma temperatura de
121°C por um periodo de 15 minutos. Os meios foram resfriados a temperatura ambiente e
uma alca de microrganismos da repicagem foi transferida para cada frasco. Os Erlenmeyers
foram incubados em agitador orbital, 180 rpm, a 28°C + 2°C por 24 horas (BRANDAO et al.,
2009).

4.2.3.1 Curva de crescimento microbiano do indculo

As curvas de crescimento microbiano das cepas selecionadas foram realizadas a
partir da transferéncia asséptica de 1mL do indculo inicial em 50mL de meio YM liquido.
Este foi incubado em agitador a 180rpm e 28°C. Foram retiradas amostras inicialmente a cada
3 horas, de forma asséptica, para a verificacdo do crescimento microbiano.

O crescimento celular foi monitorado até 48 horas de incubacdo do in6culo através
da medicdo da leitura da absorbancia, em comprimento de onda de 620 nm, em
espectrofotbmetro, por meio do plagueamento em 4&gar YM através da técnica de
disseminacdo com alca de Drigalsky ou bastdo em angulo reto esterilizados. As curvas de
crescimento microbiano foram construidas a partir dos dados de absorbancia e contagem total.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.4 Producéo de goma xantana por fermentagdo em batelada - Shaker

4.2.4.1 Testes preliminares de producdo de goma



58
Capitulo 4 — Material e Métodos

Preliminarmente foi realizado um screening buscando selecionar as cepas de
Xanthomonas que resultem em alta producéo de xantana aliada a melhor viscosidade aparente.
Para a producdo de goma xantana foi utilizado trés meios fermentativos: meio controle (1)
com sacarose como fonte de carbono, meio alternativo (1) e (111) com glicerina bruta residual
do biodiesel e glicerina comercial PA, respectivamente, como substratos. Todos 0s meios
foram minimamente suplementadas com 0,01% de ureia e 0,1% de K;HPO4. Os meios
fermentativos (80 mL) foram transferidos para erlenmeyers de 250 mL e os pH’s foram
ajustados para 7,0 e autoclavados a 121°C por 15 minutos.

As producdes de goma xantana foram realizadas em triplicata com as doze cepas de
Xanthomonas, apresentadas na Tabela 5. Apo6s o resfriamento dos meios fermentativos a
temperatura ambiente, foram adicionados 20% de inoculo das cepas de Xanthomonas. As
condicdes operacionais da fermentacdo em agitador orbital (shaker) foram de 250rpm de
agitacdo, na temperatura de 28 + 2°C por um periodo até 120 horas. A Figura 10 mostra a foto

ilustrativa do shaker utilizado.

Figura 10. llustracdo do shaker utilizado nas etapas de produgdo de células (indculo) e de
producéo de goma xantana.

As cepas que apresentaram maiores producGes de xantana aliada a maiores
viscosidades aparente (0,5% de solugédo aquosa de xantana a 25°C na taxa de cisalhamento de

25s!) foram selecionadas para serem usados em um planejamento estatistico para otimizar a
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producdo de goma xantana, utilizando a glicerina bruta residual do biodiesel como substrato

alternativo.

4.2.4.2 Otimizacao das condigdes de producao de goma xantana

Para avaliar a otimizacdo da producdo de goma xantana foi realizada um
planejamento estatistico em estrela DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional)
fracionado 22 com 4 pontos axiais e triplicata no ponto central, totalizando 11 ensaios com
variacdes de concentracdo de glicerina bruta e de inoculo, conforme apresentado na Tabela 6.
A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para determinar a influéncia das
variaveis estudadas e adequa-las a quantidade de células a concentragdo de substrato.

Tabela 6. Planejamento experimental para avaliar a influéncia de variaveis independentes da
composicao do meio fermentado sobre a producdo de xantana e viscosidade aparente.

Glicerina bruta (%, v/v) In6culo (%, viv)
Ensaio (X1) (X2)
1 -1 (2,00) -1 (8,0)
2 -1 (2,00) +1 (20,0)
3 +1 (6,00) -1 (8,0)
4 +1 (6,00) +1 (20,0)
5 -1,41 (1,17) 0 (14,0)
6 +1,41 (6,83) 0 (14,0)
7 0 (4,00) -1,41 (5,5)
8 0 (4,00) +1,41 (22,5)
9 0 (4,00) 0 (14,0)
10 0 (4,00) 0 (14,0)
11 0 (4,00) 0 (14,0)

Todos os meios fermentativos foram minimamente suplementados com 0,01% de
uréia e 0,1% de KH,PO,. As producdes foram realizadas nas mesmas condi¢fes operacionais
em shaker citadas no item 4.2.4.1. As varidveis dependentes (Y; e Y;) coletadas como

respostas foram: producio de goma xantana (g.L™) e viscosidade aparente (mPa.s).
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4.2.5 Producéao de goma xantana por fermentacéo em batelada - Bioreator 4,5L

Para a otimizacdo da producdo de goma xantana em uma maior escala, 0 meio
fermentativo contendo a glicerina bruta residual do biodiesel (2,0%, m/v) minimamente
suplementado com 0,01% de uréia e 0,1% de KH,PO, foi fermentada pela cepa de

Xanthomonas selecionada em bioreator com capacidade de 4,5 L (Figura 11).

Figura 11. llustracdo do bioreator utilizado para realizar a etapa de producdo de xantana.

Nessa fermentacdo também foi utilizado um planejamento estatistico em estrela
DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) fracionado 2° com 4 pontos axiais e
triplicata no ponto central, totalizando 11 ensaios (na Tabela 7). A aeragéo e a agitagéo foram
0s parametros operacionais variados em 0,5 — 1,5 vwvm e 300 — 700 rpm, respectivamente,
numa temperatura de 28 + 2°C por 120 horas. As variaveis dependentes (Y1, Y2, Y3) coletadas
como respostas foram: producdo de goma xantana (g.L™), producéo de massa celular (g.L ™) e

viscosidade aparente (mPa.s).
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Tabela 7. Planejamento experimental variando aeracdo e agitacdo para a producdo de
biomassa e goma xantana.

Aeracédo (vvm) Agitacéo (rpm)

Ensaio (Xp) (X2)

1 -1(0,7) -1 (360)
2 -1(0,7) +1 (640)
3 +1(1,3) -1 (360)
4 +1(1,3) +1 (640)
5 -1,41 (0,5) 0 (500)

6 +1,41 (1,5) 0 (500)

7 0(1,0) -1,41 (300)
8 0(1,0) +1,41 (700)
9* 0 (1,0 0 (500)
10* 0 (1,0 0 (500)
11* 0 (1,0) 0 (500)

* pontos centrais.

4.2.6 Recuperacdo da goma xantana

Para a recuperacdo da goma xantana produzida nas fermentacGes, em shaker ou em
bioreator, o caldos fermentativo foi centrifugado a 18800 x g por 30 minutos a 5°C, para
remocao das células. Ao sobrenadante foi adicionado alcool etilico 98°GL na proporcdo de
1:3 (v/v) para precipitagdo da xantana. As gomas obtidas foram secas em estufa (35 + 2°C) até
0 peso constante, moidas e armazenadas em embalagens plasticas. O rendimento da producéo
foi calculado por gravimetria e os valores expressos em g.L™ (grama por litro de meio
fermentativo) (BRANDAO et al., 2009; NERY et al., 2008).

4.2.7 Consumo de substrato e estudo preliminar da cinética do processo fermentativo
do ponto otimizado

Foi realizado um acompanhamento do processo fermentativo, nas condigdes do
ponto otimizado a uma temperatura de 28°C + 2°C até 120 horas, para verificar a converséo de
substrato (glicerina bruta residual do biodiesel) em producdo de biomassa e de goma xantana,

avaliando-se os rendimentos.
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A biomassa e a produgdo da goma xantana foram determinadas por gravimetria
conforme descrita na recuperagdo do polimero no item 4.2.7. O consumo de substrato foi
medido pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE GPC-IR. A solucéo
aquosa de glicerina bruta residual do biodiesel (2,0%, m/v) antes da fermentacdo e do caldo
fermentativo foram analisados sob as mesmas condicdes cromatograficas para determinacédo
da massa molar média ponderada (item 4. 2.8.3). O consumo do substrato (glicerina bruta) foi
avaliado com base no percentual de reducdo das areas dos picos dos substratos entre os
tempos inicial e final da fermentacéo.

Foram realizados os célculos dos seguintes parametros cinéticos até 120 horas de

fermentacao:

- Fator da conversdo de substrato — biomassa:

Yxis = (X¢=Xi) / (Si-S¢) Equacéo (4)
- Fator da conversao de substrato — produto:

Yeis = (Ps-Pi) / (Si-Sy) Equacao (5)
- % Converséo do substrato em biomassa:

Conversdo S/X (%) = Yxs X 100 Equacdo (6)
- % Converséo do substrato em produto:

Conversédo S/P (%) = Yp;s X 100 Equacdo (7)

Onde:

Si = substrato medida no tempo t;

St = substrato medida no tempo t;

Xi = biomassa medida no tempo t,
X¢ = biomassa medida no tempo t;
Pi = produto medida no tempo ty

Pt = produto medida no tempo ts

4.2.8 Caracterizacdo das gomas xantana

4.2.8.1 Avaliagdo da viscosidade aparente

A viscosidade aparente das solucGes aquosas das gomas xantana (0,5%, m/v)
produzidas pelas cepas de Xanthomonas citadas no item 4.2.4.1 obtidas com 0s meios
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fermentativos, controle (1) e alternativo (I1) e (1l1) em shaker, foi determinada na taxa de
cisalhamento de 25 s™ a temperatura de 25°C. O equipamento utilizado foi o reémetro Haake
Rheotest, com dispositivo de cilindros concéntricos, acoplado a um banho-maria.

Para o preparo das solu¢bes aquosas de goma xantana, o biopolimero foi dissolvido
em agua destilada e as solucdes para andlise ocorreu sob agitacdo mecanica constante por
aproximadamente 15 minutos em temperatura ambiente. As solucGes diluidas foram mantidas
em refrigeragdo a 4°C por 12 horas antes de se proceder as medigdes de viscosidade. Foi
necessario para esse modelo de viscosimetro, 25 mL das solugbes de goma xantana. Cada
amostra foi transferida para o equipamento e aplicada uma velocidade de rotagdo variavel aos
eixos metalicos imersos no liquido.

Foram aplicados os dados de tensdo cisalhante, medidos em diferentes taxas de
deformacdo, ao modelo cinético de Ostwald-de Waele ou “power-law” (CHHABRA,
RICHARDSON, 1999). Esse modelo de ajuste foi utilizado para a determinacdo do

comportamento pseudoplastico das solu¢des de goma, caracterizado pela equagdo:

n=ty=K(y»"* (Equacéo 8)

Onde K € o indice de consisténcia; n é o indice de fluxo; n é a viscosidade aparente; t
é a tensdo de cisalhamento e y é a taxa de cisalhamento.

Os resultados foram expressos em graficos da viscosidade aparente em funcdo da
taxa de cisalhamento e viscosidade aparente em funcdo da temperatura e em diferentes
concentragdes de goma. As unidades de medidas utilizadas foram: mPa.s (cP) para a
viscosidade aparente, 1/segundo (s) para a taxa de cisalhamento e mPa para tensdo de
cisalhamento.

Foi avaliado também o comportamento da viscosidade aparente das solugdes aquosas
das gomas (0,5%, m/v) produzidas pelas cepas de Xanthomonas obtidas pelo meio
fermentativo contendo a glicerina bruta residual do biodiesel (I1) na taxa de cisalhamento de
255 a1000s™.

Para as cepas de Xanthomonas selecionadas quanto a maiores producao e viscosidade
aparente do biopolimero, foi estudado as seguintes influéncias no comportamento da
viscosidade aparente:

- Influéncia da temperatura ( 25°C, 45°C, 65°C e 85°C);

- Influéncia da taxa de cisalhamento de 25s* a 1000s™:
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- Influéncia de diferentes concentragdes de goma xantana (0,5 a 2,0%, m/v).

Os indices K e n foram calculados segundo a equacdo 8 para o estudo da
pseudoplasticidade das gomas xantana e sua aplicacdo na Recuperacdo Avancada de Petroleo
(EOR).

4.2.8.2 Anélise Térmica

As curvas termogravimétricas das gomas xantana obtidas nas condi¢bes do ponto
otimizado em bioreator 4,5 L foram obtidas pela técnica de termogravimetria (TGA). Para
isso foi utilizada uma massa de aproximadamente 7,0 mg das xantanas, entre 0 a 400°C, com
uma taxa de aquecimento de 10°C.min™ em atmosfera dindmica de gas inerte com vazéo
média de 20 mL.min™*. Os suportes das amostras foram cadinhos de aluminio. As curvas de
DTG, correspondentes a derivada primeira das curvas de TGA foram usadas para determinar
os intervalos de temperatura (°C) e perda de massa (%) correspondente as percentagens de
desidratacdo e decomposicdo de material organico. O programa utilizado para a determinacéo

dessas curvas foi obtida com o auxilio do Software Pyris Manager.
4.2.8.3 Massa molar média ponderada

A massa molar média ponderada (MM) da goma xantana obtida nas condi¢Ges do
ponto otimizado em bioreator 4,5 L foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando as colunas Shodex SB 803, 804, 805, 806 conectadas em série
para abranger um faixa maior de MM. Essas colunas estdo acoplados a um detector de indice
de refragdo (GPC-IR). A fase movel foi uma solucdo aquosa de nitrato de sodio (0,5%) a um
fluxo de 1,0 mL/minuto. Foram injetados 80puL nas mesmas condi¢des cromatogréaficas das
solugdes aquosas de padrdes de dextrana (American Polymer Standards) de diferentes MM
(102.000, 207.200, 431.800, 655.200, 759.400, 1.360.000, 2.025.000, 2.800.000, 34.500.000 e
5.900.000 Da). Foram utilizados como amostras um padrdo de goma xantana (comercial da
Carboflex) e as gomas xantana produzidas a partir da fermentacdo da glicerina bruta residual
do biodiesel e da sacarose. As solugbes foram armazenadas em geladeira por 12h para
hidratacdo completa do polissacarideo. Os MM (s) das gomas xantana foram determinados
através de uma curva de calibracdo do log MM versus o tempo de retencdo média ponderada

(Tr) construida com os padrdes de dextrana.
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4.2.8.4 Composi¢do monomérica da goma xantana

Os métodos para determinacdo de acUcares e acidos urbénicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram adaptados de Druzian (2000).

4.2.8.4.1 Determinacdo de acUcares

Para determinacgdo de agucares em amostras de goma xantana foi utilizado por CLAE
com detector de indice de refracdo (IR), com uma pré-coluna Polypore Ca (30 mm x 4,6 mm
X 10 um) seguida de uma coluna Polypore Ca (220 mm x 4,6 mm x 10 um). As colunas foram
acondicionadas em um forno a temperatura de 80°C. A fase movel utilizada foi &4gua grau
cromatogréafico sob um fluxo de 0,1 mL/min. O volume de inje¢do foi de 5 pL.

A identificacdo foi realizada por comparacdo de tempo de retencdo (Tr) entre 0s
picos de padrdes de glicose e manose e das amostras de goma hidrolisada. A quantificacdo foi
obtida por padréo externo, utilizando solugdes aquosas dos padrdes de glicose (0,1mg/L a 1,1
mg/L) e manose (0,1mg/L a 1,1 mg/L) para a obtencéo das curvas de calibracéo.

4.2.8.4.2 Determinacéo de acidos urdnicos

Para a determinacdo dos acidos urdnicos das xantanas, foi utilizado um sistema
CLAE-UV, utilizando uma pré-coluna Polypore H (30 mm x 4,6 mm x 10 um) seguida de
uma coluna Polypore H (220 mm x 4,6 mm x 10 pum). As colunas foram acondicionadas em
um forno a temperatura de 50°C. A fase movel utilizada foi uma solucdo aquosa de H,SO,
com pH 1,9 sob um fluxo de 0,4 mL/min. O volume de injecdo foi de 10 pL. O detector
utilizado foi o Ultravioleta (UV) em um comprimento de onda de 195 nm.

A identificacdo foi realizada por comparagdo do tempo de retencdo (Tr) entre 0s
picos dos padrdes dos acidos glucurénico e piravico e das amostras de goma hidrolisada. A
quantificacdo foi obtida por padronizacgdo externa, utilizando solugdes aquosas dos padrdes de
acido glucurdnico (2,5mg/L a 100mg/L) e &cido piravico (2,0mg/L a 82mg/L) para a obtengéo

das curvas de calibragéo.
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4.2.9 Comportamento reoldgico e aplicacdo das gomas na area petroquimica

Para verificar o comportamento reoldgico das gomas xantana obtida pela melhor
cepa de Xanthomonas, obtidas nos meios fermentativos controle (1) e nos meios alternativos
(1) e (M), foi avaliado a variacdo da viscosidade aparente das solugdes aquosas da xantana
em diferentes concentracdes (0,5% a 2,0%) em funcéo da taxa de cisalhamento de 25s™ a
1000s™ na temperatura de 25°C e 85°C.

Para a caracterizacdo da pseudoplasticidade das xantanas foram calculados os indices
de consisténcia (K) e de fluxo (n) conforme a equacéo 8 citado no item 4.2.8.1.

Para aplicacdo das gomas xantanas na Recuperacdo Avancada de Petréleo (EOR) foi
determinada a viscosidade aparente na concentracdo da solugdo aquosa de xantana a 0,5% a
25°C na taxa de cisalhamento de 400s™ e o indice de fluxo (n). A viscosidade e o indice de
fluxo foram comparados com valores desejados segundo Shah e Ashtaputre (1999). A

determinacéo da viscosidade aparente das xantanas foi descrita no item 4.2.8.1.
4.2.10 Goma xantana como viscosificante polimérico em fluido de perfuracdo

4.2.10.1 Avaliacdo da goma xantana em solucdo salina segundo Norma Petrobras

Para aplicacdo em fluidos de perfuracdo em pocos de petréleo, o estudo da
viscosidade € determinado segundo as normas da Petrobras (PETROBRAS, 2009;
PETROBRAS, 2003), com a prepara¢do do fluido base dgua composta por: solugdo aquosa
de NaCl (30 g/500mL), CaCl, (0,1 g/500mL), MgCl, (0,04 ¢g/500mL) e 2,15 g de goma
xantana obtida da fermentacdo da glicerina bruta. Também foi preparado um fluido similar,
porém com a goma xantana comercial como controle comparativo.

Antes do envelhecimento dos fluidos em estufa com células giratorias a 50°C por 16
horas, os fluidos foram transferidos para o recipiente do viscosimetro Fann 35 A, que
apresenta uma combinacdo R1 B1 e mola de tor¢do F1, sendo R1 o raio do cilindro externo e
B1 o raio do cilindro interno do viscosimetro com valores de 1,8415 cm e 1,7245 cm
respectivamente (AMORIM et al., 2007). Neste equipamento, seis valores de torque foram
lidos com taxas de cisalhamento variando de 5,1 a 1022 s (PETROBRAS, 2003). O
equipamento foi acionado na velocidade de 600 rpm (Lggo) durante 2 mim e efetuado a leitura.

Logo apos, a velocidade foi mudada para 300 rpm (Lsoo) € efetuada a leitura apos 15 seg. Em
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seguida, mudou-se a velocidade para 200 rpm (Lzgo) € esperou-se estabilizar para efetuar a
leitura. O mesmo procedimento foi utilizado para as velocidades de 100 rpm (Liq), 6 rpm
(L¢) e 3 rpm (L3). Essas leituras reologicas foram também determinadas ap0s o
envelhecimento dos fluidos.

Para obtencdo dos géis, agitou-se os fluidos apds o envelhecimento na velocidade de
600 rpm durante 15 segundos e em seguida mudando a velocidade para 3 rpm, deixando 0s
fluidos em repouso por 10 segundos (gel inicial ou gel 10 segundos ou Gg). Em seguida, para
a obtencdo do gel final, os fluidos foram deixados em repouso durante 10 minutos (gel final
ou gel 10 minutos ou Gy) e 30 minutos (gel final ou gel 30 minutos ou G3o) e ambos leituras
foram efetuadas na velocidade 3 rpm. Os parametros reoldgicos, K (indice de consisténcia) e
n (indice de fluxo) foram analisados atraveés do método minimos quadrados segundo a lei de

poténcia (equacéo 8).

4.2.10.2 Formulacéo e caracterizacdo do fluido de perfuracdo base agua composto de goma
xantana e glicerina bruta

No estudo de reologia depois do rolamento em estufa com sistema giratério, como
simulacdo na perfuracdo do poco, foram testadas as solu¢des das gomas xantana (fluidos 1 e
2) e solucbes de xantana contendo glicerina bruta residual do biodiesel (fluidos 3 e 4), como
mostrado da Tabela 8.

Tabela 8. Formulacdo dos fluidos base agua de goma xantana preparados segundo a norma

Petrobras (2003).
Fluido® Aditivo
1 Goma xantana obtida da fermentacdo glicerina bruta
2 Goma xantana comercial
3 Goma xantana obtida da fermentacéo glicerina bruta + Glicerina bruta
4 Goma xantana comercial + Glicerina bruta

TFluido 1 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl,, 0,04g MgCl, + 2,159 de Goma xantana obtida da
fermentacdo da glicerina bruta.
Fluido 2 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl,, 0,04g MgCl, + 2,159 de Goma xantana comercial.
Fluido 3 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl, 0,04g MgCl, + 1,07g de Goma xantana obtida da
fermentacéo da glicerina bruta + 1,07 de Glicerina bruta.
Fluido 4 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl,, 0,04g MgCl, + 1,07g de Goma xantana comercial +
1,079 de Glicerina bruta.

Posteriormente foram preparados 9 fluidos variando-se as concentracfes das gomas

(0,2 a 0,4%) e glicerina bruta como lubrificante (1,0 a 4%), e mantendo-se constante a
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concentracdo de todos os aditivos segundo procedimento do Manual de fluidos base agua
(CARBOFLEX, 2011) conforme a Tabela 9. Para a preparacdo dos fluidos, inicialmente, a
350 mL de agua doce foram misturados os polimeros em p6 (goma xantana, amido e CMC)
por 10 minutos com agitador mecanico da marca Hamilton Beach, modelo 936 na velocidade
de 13.000 rpm. Em seguida, foram adicionados os demais componentes do fluido (Tabela 9) e
a velocidade do agitador foi aumentada para 17.000 rpm e mantida por 20 minutos. A seguir,
os fluidos foram levados a estufa de rolamento em célula rotativa por 16 horas a 200°F
(93,3°C).

Logo apds o envelhecimento dos fluidos a 93,3°C foi realizado o estudo reoldgico
dos mesmos, sendo os fluidos transferidos para o recipiente do viscosimetro Fann 35 A. As
respostas das leituras reoldgicas, Lsoo - L3oo - Looo - Lioo - Ls - L3, € 0s géis (Go e Gio) como
varidvel dependente foram determinadas similar ao item 4.2.7.1. Os comportamentos dos
fluidos de perfuracdo foram obtidos com o auxilio do tratamento matematico utilizando as
leituras reoldgicas (PETROBRAS, 2003).

Tabela 9. Composicao dos fluidos de perfuracdo base dgua contendo diferentes quantidades
de gomas xantana como viscosificante e glicerina bruta como lubrificante.

Componentes Fluidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Agua (mL) 318,0 318,0 318,0 318,0 318,0 318,0 318,0 318,0 318,

0

Goma xantana 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4
(% m/m)
Oxido de 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
magnésio (g)
Cloreto de 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
potassio Il (g)
Amido normal (g) 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
CMC LV (9) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Inibidor catibnico 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
(9)
Bactericida (g) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Antiespumante 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
(gotas)
Glicerina bruta 1,0 2,5 4,0 1,0 2,5 4,0 1,0 2,5 4,0
(% m/m)
Carbonato de 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
calcio fino (Q)
Baritina (Sulfato 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

de Bario, g)

As respostas do planejamento estatistico entre formulacdo do fluido aplicado na

composicdo dos fluidos apresentados na Tabela 9 foi tratado estatisticamente quanto a

diferenca significativa (p<0,05).
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Com os dados das leituras reoldgicas obtidas no viscosimetro, calculou-se também
como respostas a viscosidade aparente (VA) e a viscosidade pléstica (VP) segundo a norma
da Petrobras (2009) e Medeiros et al. (2008), utilizando as equacdes 9 e 10:

- Viscosidade aparente (VA): VA = Lggo /2 (CP) Equacdo (9)
- Viscosidade plastica (VP): VP = Lggo — L3go (CP) Equacéo (10)

Para a resposta do volume de filtrado, os fluidos foram agitados durante 1 minuto,
em um agitador mecanico Hamilton Beach, na velocidade de 17.000 rpm. Em seguida, 0s
fluidos foram transferidos para o recipiente do filtro-prensa API, com aplicacdo de uma
pressdo da ordem de 7,0 kgf/cm? (100 psi). Apés 30 min, o filtrado foi lido e obteve-se a
medida do volume do filtrado, expresso em mL (MEDEIROS et al., 2008).

O coeficiente de lubricidade dos fluidos foi a resposta determinada em lubricimetro
OFITE (EP-Lubricity Tester). Para tanto, agitou-se o fluido por 5 minutos em um agitador
mecanico Hamilton Beach, na velocidade de 17.000 rpm. Em seguida, o fluido foi transferido
para o recipiente do equipamento, com torque inicial zero e uma velocidade de 60 rpm;
aplicou-se lentamente uma forca de 150 Ibf/in? (equivalente a uma pressao de 34.500 a 69.000
kPa) durante 5 minutos, efetuando-se a leitura do torque exercido pelo fluido (MEDEIROS et
al., 2008). Com a leitura obtida pelo torque da agua, calculou-se o fator de correcdo (FC) e 0

coeficiente de lubricidade (CL), conforme as equacdes 11 e 12:

- Fator de corregéo: FC = 34,0/Leiturasgua Equacdo (11)

- Coeficiente de lubricidade: CL = FC. Leituragptiga/100 Equacéo (12)

4.2.11 Tratamento estatistico dos dados experimentais

As variaveis dos planejamentos estatisticos descrito nas Tabelas 6 e 7 foram
aplicadas o diagrama de Pareto e superficie de resposta segundo a ANOVA 95% ao nivel de
significancia de 5% de probabilidade (p<0,05). O tratamento dos dados foi realizado
utilizando-se o software Statistica 7.0.

As diferencas das respostas dos parametros das Tabelas 8 e 9 foram avaliados pelo

método Tukey com significancia de 5% de probabilidade (p<0,05 ou > 95%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados de producdo e caracterizagdo da goma
xantana. Primeiramente, foram tambeém caracterizados o0s substratos fermentados para
producdo de goma xantana. Foram testadas doze cepas de Xanthomonas, utilizando a sacarose
(meio controle), glicerina comercial como fonte de carbono e glicerina bruta residual do
biodiesel substrato. Todos os meios foram minimamente suplementados com 0,01% de uréia,
0,1% de K,;HPO, e fermentados em shaker. As cepas de Xanthomonas foram selecionadas
guanto a producdo de goma xantana e viscosidade aparente do polimero.

Com uma das cepas selecionada foi avaliado o efeito da variacdo da concentracao da
glicerina bruta e do in6culo na producdo e na viscosidade aparente da goma xantana, nas
condicBes fermentativas em shaker, através do um planejamento estatistico fracionado em
estrela DCCR 22 com 4 pontos axiais e trés repeticdes no ponto central, totalizando 11
ensaios. Também ao passar da fermentacdo em shaker para bioreator (4,5L) foi avaliada a
producdo e a viscosidade aparente dessas xantanas variando a agitagdo do meio fermentativo.

Com a cepa mais produtiva, foi avaliado a mudanca da fermentagdo em shaker a
bioreator, com variacdo da aeracdo e agitacdo em bioreator de 4,5L, através da utilizacdo de
planejamento estatistico fracionado em estrela DCCR 22 com 4 pontos axiais e triplicata do
ponto central, totalizando também 11 ensaios fermentativos.

A goma xantana resultante do ponto otimizado no planejamento em bioreator de 4,5L
foi caracterizada quanto a viscosidade aparente, analise térmica, peso molecular e composicédo
monomeérica do polimero. Também, foi realizado o estudo preliminar da cinética quanto ao
consumo de glicerina bruta e formacao de goma xantana no ponto otimizado.

As gomas xantana produzidas a partir da fermentacdo da sacarose e glicerina bruta e
glicerina comercial PA foram avaliadas quanto ao comportamento reol6gico para aplicagdo na
Recuperacdo Avancada de Petroleo (EOR).

Um novo fluido de perfuracdo contendo goma xantana comercial e a obtida com o
substrato alternativo e com glicerina bruta como lubrificante foi desenvolvido e avaliado
guanto aos parametros reoldgicos estabelecidos pela Norma Petrobras e Companhia de

Servicos de Fluido (Carboflex).
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5.1 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS ALTERNATIVOS

Os valores meédios da caracterizagdo fisico-quimica das amostras de glicerina bruta
residual do biodiesel e da glicerina comercial PA, utilizadas como substratos alternativos para
obtencdo de goma xantana, sao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Caracterizacdo fisico-quimica da glicerina bruta residual do biodiesel e da
glicerina comercial utilizadas na etapa de fermentacdo para producdo de goma xantana.

Parametros Glicerina bruta (%) Glicerina comercial (%)
Volateis a 105°C 53,50 + 0,01 12,13 +£0,01
Cinzas 3,40 £0,01 0,00+£0,01
Lipidios totais 6,70 £ 0,02 1,03+ 0,03
Proteina bruta 2,71 £ 0,03 0,01 +0,01
Glicerina 33,69 + 0,02 86,83 + 0,02

Ambas as amostras de glicerina possuem teores consideraveis de carboidratos,
entretanto a glicerina bruta apresenta teores consideraveis de proteina da oleaginosa, lipidios
(triglicerideos ndo hidrolisados, acidos graxos livres), além de minerais (Tabela 10). Portanto,
sua utilizacdo como meio fermentativo é viavel tanto para a reproducdo das bactérias
Xanthomonas como para a biossintese do polimero de goma xantana.

Os meios fermentativos consistem geralmente de 2 a 4% de glicose ou sacarose
como fonte de carbono, 0,05 a 0,1% de nitrogénio, fosforo e tracos de outros minerais e
resultam numa conversdo de 50 a 70% da fonte de carbono em goma xantana (ROTTAVA,
2005). Em geral, os processos industriais procuram utilizar meios que disponibilizem
condicdes tanto para o crescimento como para 0 acimulo de goma (TEIXEIRA, 2005). Neste
contexto, existe a necessidade de suplementacdo de nitrogénio livre e fosforo no meio
fermentativo composto de glicerina residual do biodiesel (BRANDAO et al., 2009).

A relacdo entre a fonte de carbono (C) e a fonte de nitrogénio (N) da glicerina bruta é
de aproximadamente 15:1, correspondendo a 0,54 g de glicerina, 0,10 g de lipidios e 0,04 g de
proteinas em 80 mL de meio de fermentacdo (Tabela 9). A composi¢do quimica da glicerina
bruta encontrada estd em concordancia com as condi¢fes fermentativas que indicam a
concentracdo de nitrogénio ndo limitante que é requerida para um rapido crescimento celular,
enquanto elevado teor de carbono e baixo teor de nitrogénio sdo essenciais para a producao de

polimero com propriedades reoldgicas adequadas (SUTHERLAND, 1996). Enquanto, na
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composic¢do quimica da glicerina comercial PA apresentou 1,39 g de glicerina e 0,016 g de
lipidios, e nada de proteinas no meio fermentativo, necessitando de nutrientes essenciais para
a producdo de xantana. Geralmente, os processos industriais sdo conduzidos sob condicdes
escolhidas para otimizar o crescimento celular e a producdo de goma de xantana (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

5.2 SELECAO DE CEPAS DE XANTHOMONAS

As doze cepas de Xanthomonas depois de repicadas e incubadas por um periodo de
48 horas a 28°C, foram novamente incubadas sob agitacdo de 180 rpm a 28°C por 24 horas, €
transferidos para 80 mL dos meios, controle (sacarose) e alternativos (glicerina bruta e
glicerina comercial), e fermentados por 120 horas a 28°C numa agitagdo de 250 rpm em
agitador orbital (shaker). Apos a fermentacdo, as gomas xantanas foram recuperadas através
da precipitacdo com alcool etilico e depois secas. A Figura 12 apresenta o aspecto das gomas
produzidas por uma das cepas, a Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103, a partir
da fermentacéo de sacarose e de glicerina bruta.

Figura 12. Aspectos das gomas xantana sintetizadas pela cepa 2103 por fermentacdo de
sacarose (A) e de glicerina bruta (B) depois de precipitadas com alcool etilico, secas e
trituradas.
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Observa-se que as gomas xantana obtidas com a sacarose e com a glicerina bruta,
apos precipitacdo com alcool etilico, ndo apresentaram pigmentacdo, e depois de secas
apresentaram pigmentacdo amarelada (Figura 11). Rottava (2005) obteve gomas xantana sem
pigmentacdo depois de extraidas com A&lcool etilico, mesmo quando as linhagens de
Xanthomonas utilizadas possuiam coloragdo amarelada e alerta sobre 0 processo de secagem
dos polimeros, pois a secagem rapida a altas temperaturas pode resultar em um produto com
baixa solubilidade e com baixa viscosidade. As condi¢cdes de secagem devem ser tais que
evitem a degradacdo quimica, coloracdo excessiva ou mudangas na solubilidade do produto
(MARGARITIS; PACE, 1985).

A Tabela 11 apresenta as médias de produgfes das gomas xantana obtidas a partir da
fermentacdo da sacarose e das glicerinas bruta e comercial em shaker, assim como, as
respectivas viscosidades aparentes (0,5% de xantana a 25°C numa taxa de cisalhamento de
25s™). As massas celulares separadas do caldo fermentativo por centrifugacio, em todos 0s
casos foram menores que 1,0 g.L™}, independente da cepa e do substrato fermentado.

Das sete cepas que bioconverteram glicerina bruta e comercial a goma xantana (58%
do total de cepas testadas), cinco sdo Xanthomonas campestris pv. campestris, uma é
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, e wuma € Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae, indicando que possuem maior capacidade de adaptacao a diferentes meios
de cultivo, especialmente das cepas do primeiro género (Tabela 11). Segundo Nitschke e
Thomas (1995), a maior parte das pesquisas de producdo de goma xantana tem sido realizada
com cepas do género Xanthomonas campestris pv. campestris.

A producdo de goma xantana pelas diferentes cepas de Xanthomonas variou de 0,26
a 5,5 g.L™", quando foi utilizado a glicerina bruta no meio fermentativo, enquanto que a partir
da sacarose (controle) variou de 1,27 a 4,21 g.L™*. Para o meio contendo a glicerina purificada
variou de 0,24 a 6,78 g.L™* (Tabela 10).

Na Tabela 11, observa-se que a maior producdo de goma xantana aliada & maior
viscosidade aparente foi obtida por fermentacdo da glicerina bruta com as cepas 2103, 1182, e
356, com 5,5+0,10; 1,80+0,01 e 1,24+0,10 g.L*, respectivamente.
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Tabela 11. Produgo de goma xantana (g.L™) em meio fermentativo controle e alternativos com diferentes cepas nativas de Xanthomonas a 28°C,
250rpm por 120h (shaker) e as respectivas viscosidades aparentes.

Producéo (g.L™") Viscosidade aparente (mPa.s)"
Cepas Xanthomonas Sacarose Glicerina bruta Glicerina Sacarose  Glicerina bruta Glicerina
0] (1) comercial (I11) ) (1 comercial (111)
X. campestris mangiferaeindicae 2103 | 4,21 +0,20 5,5+0,10 6,0-6,78 £ 0,10 61,03 69,50 115,34
X. axonopodis pv manihotis 356 1,27 £ 0,08 1,24 £ 0,10 0,44+ 0,12 59,65 67,16 42,38
X. campestris pv campestris 472 2,39+£0,10 0,39 +£0,10 1,17 £ 0,04 76,27 46,76 66,68
X. campestris pv campestris 545 1,52 + 0,06 0,14 +£0,11 0,24 £ 0,04 48,94 19,32 77,28
X. campestris pv campestris 247 * 0,69 £ 0,08 1,41+ 0,14 * 51,73 111,56
X. campestris pv campestris 629 1,65 + 0,09 0,79 £0,26 1,49 + 0,13 86,28 58,34 87,08
X. campestris pv campestris 607 * 0,26 £ 0,02 2,27 £ 0,10 * 23,55 62,95
X. campestris pv campestris 1078 1,68 + 0,10 * * 106,77 * *
X. campestris pv cordiae 510 1,95+ 0,10 * * 68,15 * *
X. campestris pv campestris 729 * * * * * *
X. melonis 68 * * * * * *
X. axonopodis pv. manihotis 290 * * * * * *

* ndo houve formacéo de goma xantana.
Meio (1): 2,0% de sacarose, 0,01% de uréia e 0,1% de K,HPO,.
Meio (11): 2,0% de glicerina bruta residual, 0,01% de Uréia e 0,1% de K,HPO,.

Meio (I11): 2,0% de glicerina comercial purificada, 0,01% de Uréia e 0,1% de K,HPO,.

Concentracéo de 0,5% de goma xantana a 25°C numa taxa de cisalhamento de 25s™.
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As cepas 2103 (X. campestris mangiferaeindicae) e 356 (X. axonopodis pv
manihotis) se destacaram por apresentar as maiores producdes aliadas a maiores viscosidades
aparente do polimero com 1,24 a 55 g.L™ de goma xantana, e 67,16 a 69,50 mPa.s,
respectivamente (Tabela 11). Observa-se que no caso da cepa 2103 com o substrato
alternativo foi possivel obter uma producdo de goma xantana aproximadamente 1,3 vezes
superior a obtida com sacarose, confirmando as constatacGes de Souza (1999) e Antunes et al.
(2000), que relatam que a produtividade é influenciada ndo somente pela linhagem do
microrganismo, como também pelo meio de fermentacéo.

Padilha et al. (2010) relatam uma producéo de 0,16 g.L™* e 0,19 g.L™* de xantana com
as cepas de X. sp C1 e C2, respectivamente, a 180 rpm a 28°C por 96 horas de fermentacao de
4,0% de glicerina bruta residual do biodiesel, obtendo viscosidade aparente de 140 mPa.s para
a cepa X. sp C1 na concentracdo de 3,0%, enquanto a goma xantana da cepa X. sp C2 néo
obteve uma viscosidade consideravel. Esses resultados mostraram que a glicerina bruta,
como Unica fonte de carbono, nao foi adequada para producdo de xantana. Enquanto Ramos
(2011) relata uma producdo maxima de 4,85 g.L™ de xantana ap6s 72 horas & 180 rpm/30°C
com viscosidade aparente entre 92 e 492 mPa.s (1% de xantana a 25°C) com a cepa X.
campestris XCO02 a partir do uso da dgua produzida na indistria do Petroleo.

Dentre os poucos estudos utilizando residuos industriais como substratos alternativos
para a producdo de goma xantana, relata-se a producdo de 7,48 g.L™ de goma em 48 horas a
120rpm e 28°C (ARAUJO et al., 2005) e de 15,1 g.L™ de goma em 30 horas & 800rpm e 28°C
(FARIA, 2005) ambos utilizando caldo de cana e sintetizadas pela cepa X. campestris pv.
campestris NRRL B-1459; e de 11,5 g.L™* de goma em 72 horas de fermentacdo a 30°C pela
X. campestris E-NRC-3 usando melago de cana de acucar (EL-SALAM, 1994). A producéo
de goma xantana a partir de residuos da mandioca foi realizada por Soccol (2002) com
rendimento de 14,8 g.L™* do biopolimero, em 96 horas a 28°C a 160rpm com a cepa X.
campestris — LPB 01. Nery (2007) relata 6,7 g.L?, 5,6 g.L ™" e 21, 91 g.L™ de goma xantana
por fermentagdo de casca de coco verde, casca de maracuja e soro de leite, respectivamente,
por X. campestris mangiferaeindicae, em 120 horas a 28°C a 250rpm, enquanto Druzian e
Pagliarini (2007) relata uma producdo de 45 g.L™ de goma xantana & 150 rpm/28°C com a
cepa X. campestris pv maniothis utilizando residuo de suco de maca.

Na Figura 13 foi observado que a medida que a taxa de cisalhamento aumenta, as
viscosidades aparentes das sete gomas xantana decrescem, caracterizando o comportamento

pseudoplastico dos biopolimeros produzidos a partir da glicerina bruta com todas as cepas
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produtoras, comportamento tipico das solu¢bes aquosas de goma xantana (SANDFORD,
1979; KATZBAUER, 1998; GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Figura 13. Comportamento da viscosidade aparente das solu¢Bes aquosas a 0,5% de gomas
xantana obtidas por diversas cepas de Xanthomonas a partir de glicerina bruta, fixando-se a
temperatura em 25°C e variando-se as cepas e a taxa de cisalhamento de 25 a 1000 s

A viscosidade da goma xantana é dependente da composi¢do quimica do polimero.
Sandford et al. (1977) concluiram que as xantanas com alto conteudo de piruvato (4,0-4,8%)
sd0 mais viscosas do que as com baixo contetdo (2,5-3,0%). Segundo Slonecker e Jeanes
(1962) apud Pinto (2005) a remocdo dos grupos acetil da xantana sintetizado pela
Xanthomonas campestris pv campestris cepa NRRL B-1459 promove um melhoramento das
suas propriedades fisicas.

Existem varios processos e produtos que utilizam a glicerina para a producdo de
compostos organicos ou outros derivados da industria quimica ou petroquimica como a
patente depositada no INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial) BR0413519-9
(TROY et al, 2005), e de outros paises W02006111810 (SIANO et al. 2006),
W02006045584 (HARICHIAN et al., 2006) e W02006136336 (BUB et al., 2006). As
patentes US2005095336 (MALETTO PETE, 2005) e JP2005179255 (MATSUDA et al.,
2005) s&o algumas das que protegem a utilizacdo de formulagbes contendo glicerina com
goma Xxantana para aplicacdo em processos alimenticios, farmacéutico e afins, no entanto,

apresentam as desvantagens quanto ao custo destes produtos por utilizarem um complexo de
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gomas e reagentes organicos ou inorganicos. No entanto, nenhuma delas propde o uso da
glicerina bruta ou comercial como substrato alternativo no meio fermentescivel para a
producdo de biopolimero tipo goma xantana. Considerando ndo haver anterioridade na base
de patentes e de artigos foi depositada a P10705950-7 pelos inventores Branddo; Nery;
Druzian (2009), em anexo, visando proteger a utilizagdo de substratos alternativos contendo
glicerina bruta do biodiesel ou glicerina purificada ou comercial, e de baixo custo quando
comparado ao processo industrial de bioconversdo de sacarose ou glicose, para 0 processo

fermentativo de produgdo de goma xantana.

5.2.1 Comportamento reoldgico das gomas xantana produzidas pelas cepas 356 e 2103
em Shaker

Para verificar a qualidade das gomas produzidas pelas cepas 356 e 2103 a partir da
fermentacdo do meio controle e do meio composto de glicerina bruta do biodiesel foi
analisada a viscosidade aparente das solug¢fes aquosas do polimero em funcdo da variacdo da
temperatura em diferentes taxas de cisalhamento. As Figuras 14 (A e B) apresentam a
influéncia direta da variacdo da temperatura na viscosidade aparente em diferentes meios

fermentativos.
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Figura 14. Variacdo da viscosidade aparente das solucfes aquosas a 0,5% de gomas xantana
obtidas por fermentacdo de sacarose (A) e glicerina bruta (B) pelas cepas de Xanthomonas
fixando-se a taxa de cisalhamento em 25s™ em diferentes temperaturas.
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Para todas as gomas xantana produzidas da fermentacdo do meio contendo sacarose e
glicerina bruta, a viscosidade foi influenciada pela temperatura, com diferencas mais
pronunciadas entre os valores para diferentes cepas em temperaturas mais altas. Atraves da
Figura 14, observa-se uma diminuicdo da viscosidade na medida em que houve um
incremento na temperatura e o perfil do comportamento dos gréficos de viscosidade das cepas
foram semelhantes, sendo que a cepa 2103 produziu goma xantana com viscosidade aparente
superior com os diferentes meios fermentativos.

O aumento da temperatura faz com que as solugdes de xantana mudem de uma
transicdo de conformacdo de uma estrutura ordenada rigida para um emaranhado
desordenado, especialmente quando aquecidas acima do ponto de derretimento (MEDEIROS
et al., 2000). Os grupos acetil e piruvil, presentes na estrutura do biopolimero, tém uma
influéncia notavel nessa conformacdo estrutural, e segundo Sutherland (1996), os grupos de
acetil estabilizam a forma ordenada, enquanto o piruvato causa o efeito oposto.

As solucdes de xantana mostram um comportamento pseudoplastico, ou seja, a
viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento do fluido, e esta & uma
caracteristica muito desejada em diversas situacfes (KALOGIANNIS et al., 2003). A Figura
15 mostra esse tipo de comportamento, onde ha variacao da viscosidade aparente das xantanas
obtidas por fermentacdo da sacarose e glicerina bruta com a influéncia da variacdo da taxa de

cisalhamento.
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Figura 15. Variacéo da viscosidade aparente das solugdes aquosas a 0,5% das gomas xantana
obtidas por fermentacdo de sacarose (A) e glicerina bruta (B) em diferentes cepas de
Xanthomonas na temperatura de 25°C em diferentes taxas de cisalhamento.
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A xantana sintetizada pela cepa X. campestris mangiferaeindicae 2103 no meio
fermentativo controle (sacarose) apresentou viscosidades aparentes entre 61,03 a 10,26 mPa.s
nas taxas de cisalhamento de 25 s e 1000 s*, respectivamente, enquanto a goma xantana
obtida por meio fermentativo alternativo (glicerina bruta), as viscosidades variaram de 69,57 a
9,39 mPa.s. A cepa X. axonopodis pv manihotis 356 produziu gomas com viscosidades de
59,65 a 8,62 mPa.s nas taxas de cisalhamento de 25 s e 1000 s™, respectivamente, para o
meio fermentativo controle e 67,16 a 9,62 mPa.s (Figura 15), entretanto, ambos perfis tiveram
0 mesmo comportamento pseudoplastico. Na industria petrolifera, a pseudoplasticidade de
suas solucbes pode fornecer baixa viscosidade a broca de perfuracdo onde a taxa de
cisalhamento é alta e alta viscosidade no espaco anular onde o cisalhamento é baixo
(THOMAS, 2001; NAVARRO, 1997).

5.2.2 Influéncia da concentracdo da goma, temperatura e taxa de cisalhamento no
comportamento reoldgico da xantana sintetizada pela cepa 2103 em shaker e
aplicacdo na area petroquimica

As Figuras 16, 17 e 18 mostram o comportamento pseudoplastico das solugdes de
goma xantana obtida apds 120h de fermentacdo da sacarose (substrato controle) e glicerina

bruta e comercial (substratos alternativos), respectivamente, pela cepa de Xanthomonas 2103.
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Figura 16. Variacdo da viscosidade aparente da goma xantana produzida pela cepa 2103 a
partir da sacarose em funcdo da taxa de cisalhamento de 25s™ a 1000s™ fixando a temperatura
em 25°C (A) e 85°C (B) e em diferentes concentragdes.
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Figura 17. Variacdo da viscosidade aparente da goma xantana produzida pela cepa 2103 a
partir da glicerina bruta em funcfo da taxa de cisalhamento de 25s™ a 1000s™ fixando a
temperatura em 25°C (A) e 85°C (B) e em diferentes concentracdes.
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Figura 18. Variacdo da viscosidade aparente da goma xantana produzida pela cepa 2103 a
partir da glicerina comercial em funcéo da taxa de cisalhamento de 25s™ a 1000s™ fixando a
temperatura em 25°C (A) e 85°C (B) e em diferentes concentragoes.

Os comportamentos da varia¢do da viscosidade aparente mostrados nas Tabelas 16,

17 e 18 evidenciam a pseudoplasticidade em todas as xantanas, isto é, a viscosidade aparente

decresce com o aumento da taxa de cisalhamento. Comportamento j& esperado em solucGes
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poliméricas de polissacarideos microbianos (PADILHA, 2003; SCAMPARINI; LUVIELMO,
2009).

Na industria petrolifera, a pseudoplasticidade de suas solucdes pode fornecer baixa
viscosidade a broca de perfuracdo onde a taxa de cisalhamento é alta e alta viscosidade no
espaco anular onde o cisalhamento é baixo (BYONG, 1996).

Lopez et al. (2004) relatam valores de viscosidade aparente de 700 mPa.s para goma
xantana obtida com fermentacdo da casca de meldo seca em concentracdes de 2,0% da
solucdo aquosa de goma xantana & 25°C e taxa de cisalhamento de 20s™. Portanto, para
condigdes sdo semelhantes as usadas neste trabalho e constata-se pela Figura 17, no qual a
viscosidade méxima da goma xantana obtida por fermentacdo da glicerina bruta pela cepa
2103 é similar (642,56 mPa.s).

Nery (2007) relata viscosidade de aproximadamente 100 mPa.s, 150mPa.s e
600mPa.s para goma xantana obtida por fermentacdo do soro de leite, casca de maracuja e
casca de coco, respectivamente, na concentracdo de 2,0% da solucdo agquosa de xantana a
25°C e 25s™. Resultados menores quando comparados com o obtido para goma xantana da
fermentacdo da glicerina bruta (Figura 17) nas mesmas condigdes.

Os parametros reoldgicos, o indice de consisténcia (K) e o indice de fluxo (n), foram
determinados através do modelo de Ostwald-de Waele a partir da regressdo de poténcia. A
Tabela 12 apresenta esses parametros em funcdo da variacdo da concentracdo de solucéo
aquosa das gomas xantana resultante do meio controle e alternativo, e em diferentes
temperaturas.

A Tabela 12 mostra que as solucBes de gomas xantanas testadas apresentam
comportamento pseudoplastico (n < 1). E observado, que independente das concentracdes de
Xantana, com o aumento da temperatura, a solugdo aquosa torna-se menos pseudopléstica, isto
é, apresenta valores de indice de fluxo maiores e o de consisténcia menor. Tambem se observa
que quanto menor a concentracdo de xantana, menos pseudopléstico é a solucdo, um
comportamento esperado devido a maior quantidade de &gua, um solvente Newtoniano
(LUPORINI; BRETAS, 2008).
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Tabela 12. Parametros reologicos que caracterizam a pseudoplasticidade do biopolimero sintetizado pela cepa Xanthomonas campestris

mangiferaeindicae 2103 sintetizada em meio fermentativo contendo sacarose, glicerina bruta e glicerina comercial.

Goma Xantana
T(°C) — — .
Sacarose Glicerina bruta Glicerina comercial
0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0%
n
25 0,52 0,35 0,29 0,23 0,45 0,32 0,23 0,19 0,41 0,30 0,21 0,17
45 0,58 0,37 0,30 0,24 0,45 0,32 0,24 0,23 0,44 0,33 0,22 0,19
65 0,66 0,49 0,35 0,29 0,51 0,41 0,24 0,23 0,50 0,39 0,24 0,21
85 0,63 0,56 0,47 0,39 0,47 0,41 0,29 0,22 0,48 0,40 0,30 0,23
K
25 234,60 1208,30 2045,50 5886,50 419,47 1858,90 5010,70 8630,90 456,34 1920,70 5289,40 8645,50
45 133,10 901,40 2133,70 4957,70 399,40 1759,70 4678,30 6581,60 41256 1801,34 4877,87 6683,30
65 68,00 359,90 1409,90 3168,40 244 42 711,21 4418,70 5512,10 313,33 765,50 4599,91 5687,40
85 66,60 117,60 459,60 1133,60 240,74 537,05 2105,40 3179,10 262,17 587,05 2356,90 3199,80
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O indice da consisténcia tende a aumentar com o aumento da concentracdo de goma
Xantana, comportamento visto na Tabela 12, o que explica o grau de resisténcia do fluido de
xantana diante do escoamento na perfuracdo de pogos de petréleo (BORGES, 2007). Alto
valor de K ¢ desejavel em fluidos de perfuracdo e recuperacgdo terciaria de petréleo (EOR),
pois alta viscosidade é necessaria para manter em suspensao os cascalhos gerados durante a
perfuracdo (SHAH; ASHTAPUTRE, 1999).

Os valores de indice de fluxo para as gomas xantana obtidas da fermentacdo da
glicerina bruta e comercial foram maiores do que pseudoplasticidade obtidas das apresentadas
da fermentacdo da sacarose. E os indices de consisténcia da xantana (glicerina bruta e
comercial) foram bem maiores, aproximadamente 2 vezes a mais que 0s da sacarose, 0 que
provavelmente esté relacionado com a estrutura quimica da xantana.

Baixos valores de indice de fluxo (n) sdo desejaveis para facilitar a injecdo do fluido
e melhorar a taxa de perfuracdo (CANDIA; DECKWER, 1999; BORGES, 2007). Ahmed
(2003) relata que com o aumento da concentracdo das solucBes de goma xantana ocorre
simultaneamente o decréscimo nos valores do indice de fluxo (n).

Um polimero utilizado na recuperacdo avancada de petréleo (EOR) deve possuir um
indice de fluxo desejado (Tabela 13), com a finalidade de melhorar a capacidade de limpeza
do poco e a velocidade de perfuracdo, facilitando assim, sua injecdo (SHAH; ASHTAPUTRE,
1999).

Tabela 13. Parametros reoldgicos obtidos pela solu¢cdo de goma xantana obtida da
fermentacdo da sacarose e da glicerina bruta pela cepa 2103 comparados com o da goma
comercial, numa concentracio de 0,5%, a 25°C e 400s™.

Parametros
Goma Xantana Viscosidade aparente (mPa.s) n
Fermentacédo da sacarose 12,83 +£0,12 0,52
Fermentacéo glicerina bruta 15,44 £ 0,10 0,45
Xantana comercial 18,43+ 0,15 0,41
Valor desejadot > 15 <0,40

1SHAH & ASHTAPUTRE (1999).

E observado na Tabela 13 que os resultados de viscosidade aparente e do indice de
fluxo (n) foram satisfatorios para goma xantana obtida da fermentacdo da glicerina bruta e
comercial. Enquanto o resultado obtido pela goma da fermentagdo da sacarose estd fora do

valor desejado.
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As solucbes de goma xantana sdo pseudopléstica e ja vém sendo usada em
recuperacdo avancada de petréleo (EOR) em outros paises, pois ndo tem até o momento
nenhum outro polimero em escala comercial que supere suas qualidades, devido as suas
propriedades fisico-quimicas. Suas propriedades de viscosidade, resisténcia a tensdes de
cisalhamento, tolerancia a diferentes temperaturas e a salinidade, fazem com que o
biopolimero seja ideal para a extracdo secundaria de 6leo (TEIXEIRA; ROCHA, 2005). O
limitante, entretanto, é seu alto custo para esta finalidade, pois grandes quantidades de goma
sd0 necessarias. Portanto, a obtencdo de goma xantana por fermentacdo de glicerina bruta
residual do biodiesel representa uma diminuicdo do custo de produgdo e torna-se uma

alternativa viavel para esta aplicacéo.

5.3 ESTUDO DE FERMENTACAO DA GLICERINA BRUTA COM AS CEPAS
SELECIONADAS

5.3.1 Curvas de crescimento bacteriano

Para avaliar os mdultiplos estdgios foram construidas curvas do crescimento
microbiano para X. axonopodis pv manihotis 356 e X. campestris mangiferaeindicae 2103 no
inéculo com o objetivo de obter informacgdes relativas a faixa de absorbancia (620 nm)
correspondente ao 6timo da fase log e a concentracdo celular a esta faixa.

A biomassa formada durante a incubacdo do indculo das cepas 356 e 2103 foram
acompanhadas por densidade Optica (DO) a 620nm, em espectrofotdmetro, baseando-se na
medida de turvacdo do meio em funcdo da quantidade de células em suspensdao. O método
apresenta a vantagem de ser de rapida execucdo, envolvendo equipamentos relativamente
simples. Tais informagfes foram importantes para se trabalhar com o in6culo na mesma faixa
de concentracdo celular, resultando assim em produgdes mais reprodutiveis (BERWANGER,
2005). As curvas podem ser observadas nas Figuras 19 e 20, onde se verifica que a maxima
velocidade de crescimento das duas cepas ocorrem ao final da fase logaritmica em torno de 24

horas de incubacdo a temperatura de 28°C, com agitacdo de 180 rpm.
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Figura 19. Curva de crescimento bacteriano da Xanthomonas axonopodis pv manihotis 356,
em meio YM, 28°C, 180 rpm, shaker.
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Figura 20. Curva de crescimento bacteriano da Xanthomonas campestris mangiferaeindicae
2103, em meio YM, 28°C, 180 rpm, shaker.
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A faixa de tempo de 24 horas de incubacdo corresponde a uma concentragao celular
média de 10" UFC/mL para as Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 e 10%
UFC/mL para Xanthomonas axonopodis pv manihotis 356, sendo, portanto esta concentracao
celular foi utilizada como inoculo (Figura 19 e 20). Essa faixa (fase de crescimento
exponencial ou log) as células se dividem firmemente, em ritmo constante e 0 crescimento
celular € méximo, a populacao € praticamente uniforme em tempos de composi¢do quimica,
atividade metabolica e outras caracteristicas.

A fase estacionaria ocorre quando a fase log comeca a diminuir, a populagdo
permanece constante, talvez pela exaustdo de alguns nutrientes que reflete no nimero de
divisbes celulares. Nas Figuras 19 e 20, este intervalo de tempo aconteceram entre 30-42h
para ambas as cepas.

O suprimento da producdo de goma xantana enquanto constréi-se a massa celular
requer multiplos estagios de desenvolvimento do in6culo (PETERS et al., 1989; PONS et al.,
1989; NERY, 2007).

5.3.2 Influéncia da concentracédo de glicerina bruta e do inéculo do meio fermentativo na
producéo e viscosidade aparente de xantana pela cepa 356

A cepa 356 foi selecionada para testar a influéncia da concentragéo da glicerina bruta
(2 a 6,8%) e do percentual de indculo (5,5 a 20%) do meio fermentativo (suplementado com
0,01% de ureia e 0,1% de KH,PO,) através de um delineamento fracionado, buscando avaliar
a influéncia de variaveis independentes (composicdo do substrato) sobre as respostas
(producdo de goma xantana e viscosidade aparente) nas condi¢fes fermentativa de 28°C,
agitacdo de 250 rpm e tempo de 120 horas em shaker. A Tabela 14 mostra os resultados desse
estudo com dados de produgédo da goma xantana e de viscosidade aparente.

Para as respostas de producdo de goma xantana e a de viscosidade aparente foram
calculados os coeficientes de regressdo e o desvio padrdo, mostrados na Tabela 14. Para
producéo e viscosidade aparente, todos os parametros foram estatisticamente significativos
(p<0,05), com excecdo do termo de interagdo entre as varidveis para producdo e o parametro

quadrético (segundo grau) da concentragdo de glicerina bruta para a viscosidade aparente.
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Tabela 14. Matriz do planejamento experimental (valores codificados e reais) com respostas de producdo de xantana e viscosidade aparente
obtida por fermentacdo glicerina bruta por 120 horas pela cepa 356 em Shaker.

Ensaio Glicerina Inéculo (% Producédo de goma xantana Viscosidade aparente
bruta (v/v) vIv) (g.Lh (mPa.s, 0,5%, 255, 25°C)

1 -1 (2,00) -1 (8,0) 0,3762 £ 0,12 46,01 + 0,10

2 -1 (2,00) +(20,0) 1,3831 £ 0,10 102,60 £ 0,11

3 +1 (6,00) -1 (8,0) 0,8281 + 0,09 48,71 +£0,12

4 +1 (6,00) +(20,0) 1,3337£0,13 56,69 + 0,11

5 -1,41 (1,17) 0 (14,0) 0,5600 + 0,12 89,60 £ 0,12

6 +1,41(6,83)  0(14,0) 1,2338 £ 0,08 51,66 + 0,09

7 0 (4,00) -1,41 (5,5) 0,5700 + 0,11 39,39 +0,13

8 0 (4,00) +1,41 (22,5) 1,3725 £ 0,10 64,86 + 0,12

g* 0 (4,00) 0 (14,0) 0,6169 + 0,10 81,89+ 0,11

10* 0 (4,00) 0 (14,0) 0,6294 + 0,11 82,59 +£ 0,10

11* 0 (4,00) 0 (14,0) 0,6613+0,11 82,54 + 0,10

Tratamento estatistico R2 dp t(5) p R2 dp t(5) p

Média +0,64 0,06 10,26 0,000151 | +82,34 0,04 10,26  0,000001

Glicerina (v/v) (L) +0,34 0,07 4,47 0,006603 | -24,22 0,03 4,47  0,001011

Glicerina (v/v) (Q) +0,28 0,09 312 0,026289 | -10,64 0,07 3,12  0,052426

Inéculo (%) (L) +0,67 0,07 8,82 0,000312 | +25,15 0,05 8,82  0,000849

Indculo (%) (Q) +0,37 0,09 4,05 0,009798 | -29,15 0,08 4,05  0,000959

Interacdo 1L x 2L -0,25 0,10 -2,34 0,066707 | -24,31 0,09 -2,34  0,004618

Equacéo P =0,64+0,34 x G+0,28 x V =82,34 -24,22 x G - 10,64 x
(G)2+0,67 x 140,37 x (1)2, R®=0,96 | (G)?+25,15 x | — 24,31 x (1) R?=0,97

* Pontos centrais. G = Concentracéo de glicerina; 1= Percentual de Inoculo; P = Producdo de goma xantana.
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Analisando os resultados iniciais de producdo e viscosidade aparente da goma
xantana obtidos pela cepa 356 e na mesma escala fermentativa, a Tabela 11 apresentou 1,24 +
0,10 g.L™* de producdo de xantana com viscosidade de 67,16 mPa.s. Portanto com a variagao
da concentracdo da glicerina bruta e do indculo do meio fermentativo, conforme mostrado na
Tabela 11, o ensaio 2 (2,0% de glicerina e 20% de inéculo) obteve-se 1,38 + 0,10 g.L™ de
producdo de xantana e 102,60 mPa.s de viscosidade aparente, correspondendo um aumento
significativo de aproximadamente de 11,3% para producdo de xantana e 52,7% para
viscosidade aparente.

Os experimentos 5, 9, 10 e 11 (pontos centrais) também resultaram uma goma
xantana com maior viscosidade. Observa-se na superficie de resposta obtida a partir do
modelo empirico codificado (Figura 11) que existe uma tendéncia de encontrar uma faixa
Otima de viscosidade de goma xantana quando diminuir a concentragdo de glicerina e
aumentar o percentual de indculo. E necessario o aumento dos valores de indculo e a
diminuicdo da concentracdo de glicerina utilizada para visualizar melhor o ponto maximo de
viscosidade de goma xantana.

Observa-se na superficie de resposta, na Figura 21, obtida a partir do modelo
empirico codificado que existe uma tendéncia de encontrar uma faixa 6tima de producgdo de
goma Xantana quando aumentou a concentracdo de glicerina e o percentual de inoculo
adicionado. E necessario o aumento dos valores da concentracdo de glicerina e de indculo

utilizados para visualizar melhor o ponto 6timo de producéo de goma xantana.
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Figura 21. Superficie de resposta com o comportamento da producdo (g.L™) e viscosidade
aparente (mPa.s) da goma xantana pela cepa 356 em relagdo a concentracdo (%) de glicerina
bruta e in6culo.
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Aliada a selecdo de cepas capazes de se adaptar ao substrato alternativo e
biossintetizar polimero, é fundamental aprofundar estudos referentes a composicdo do meio
fermentativo que influenciam valores de producdo e viscosidade, buscando maximizar a
producdo e qualidade do produto resultante.

As Equacbes 9 e 10, apresentadas na Tabela 14, apresentam o modelo empirico
codificado obtido para a producgédo e a viscosidade de goma xantana, respectivamente, em
funcdo das varidveis independentes estudadas. O pardmetro nédo significativo foi adicionado a

falta de ajuste para a analise de variancia (ANOVA).

P=0,64+0,34xG +0,28x (G)*+ 0,67 x | +0,37 x (I)? (Equacdo 9)
V =82,34-2422xG-10,65x (G)? + 25,15 x | — 29,15 x (I)*>  (Equacéo 10)

Onde: P = Producéo (g.L™)
V = Viscosidade da goma (mPa.s)
G = Concentracdo de glicerina (%)

| = Percentual de Indculo (%)

Analisando os dados da ANOVA, verifica-se que o coeficiente de correlacdo obtido
foi de 0,96 e o F calculado foi em torno de 2,4 vezes maior que o valor Tabelado, permitindo
a validacdo do modelo codificado de segunda ordem (Equacéo 9).

Analisando os dados da ANOVA, verifica-se que o coeficiente de correlacdo obtido
foi de 0,97 e o F calculado foi em torno de 3,1 vezes maior que o valor Tabelado, permitindo
a validagcdo do modelo codificado de segunda ordem (Equagdo 10).

A Figura 22 demonstra a influéncia do tempo de fermentacdo na producdo e na
viscosidade aparente de goma xantana obtida utilizando a cepa 356. Foi constatado maximas
producdo e viscosidade aparente do biopolimero em 120 horas de fermentacdo, 1,39 g.L ™" e

102,60 mPa.s, respectivamente.
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Figura 22. Efeito do tempo de fermentacdo em relacdo a producéo (g.L'l) e viscosidade
(mPa.s) de goma xantana obtida pela cepa 356 nas condic¢Ges do ensaio 2 (Tabela 14).

Através dos experimentos realizados, constatou-se que o tempo de fermentacdo em
gue houve maior producdo de goma xantana de melhor qualidade em shaker pela cepa 356 foi
de 120 h, além de que foi possivel observar que nas superficies de resposta obtidas através do
planejamento estatistico realizado existe uma tendéncia que em concentracgfes de 2,0 e 4,0%
de glicerina bruta e com o aumento do percentual de indculo seria possivel obter maiores
producdes de goma xantana.

A variacdo da concentracdo da glicerina bruta e do indculo (Tabela 14) resultou em
um aumento de producdo de goma xantana aproximadamente 12% comparada com o0
rendimento de xantana apresentada na Tabela 11. A viscosidade aparente da goma também foi

melhorada correspondendo 1,5 vezes superior a obtida da xantana na Tabela 11.

5.3.2.1 Influéncia da fermentacdo em bioreator na producdo de xantana, massa celular e
viscosidade aparente do polimero produzido pela cepa 356

A producdo de goma xantana pela cepa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 356
a partir da fermentacdo da glicerina bruta foi testada em maior escala, por fermentacdo em
batelada, em bioreator de 4,5 L visando um aumento na producdo do polimero. Portanto, as
condigdes fermentativas foram similares as adotadas na escala em shaker, utilizando-se a

glicerina bruta (2% m/v) como substrato alternativo minimamente suplementado com uréia e
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KH,PO,4, e 20% (m/v) de indculo. A fermentacdo no bioreator foi realizada a 28°C numa
agitacdo de 400 rpm e 1,0 vvm de O, dissolvido (aeracao). Essas condi¢cdes fermentativas e
operacionais foram utilizadas para avaliar o comportamento da producdo da goma xantana,
viscosidade aparente da xantana e do caldo fermentativo ao longo do tempo fermentativo de
120 horas, em intervalos de 24 horas (Figura 23).
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Figura 23. Comportamento da producdo de goma xantana e da viscosidade aparente da
solucdo aquosa de xantana (0,5% m/v, 25°C, 25s™) e do caldo de fermentacéo ao longo da
fermentagdo de 120 horas da glicerina bruta pela cepa 356 em bioreator, com aeracao fixa de
1,0 vvm e rotacéo de 400 rpm.

A producdo de xantana pela cepa 356 aumentou continuamente até 96 horas
atingindo 1,65 g.L™, apds esse tempo houve uma queda de aproximadamente 18% da
producdo do polimero atée de 120 horas (Figura 23). A viscosidade aparente das xantanas
aumentou continuamente de 0 horas até 72 horas com resultado maximo de 107,16 mPa.s, e a
partir deste ponto diminui até o final do periodo de fermentacdo (120 horas) resultando uma
perda de 21% aproximadamente na viscosidade.

Padilha (2003) relata que os meios fermentativos obtidos por linhagens de
Xanthomonas demonstraram que a influéncia do tempo de incubacdo na producdo de
polimero, onde a cepa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 289 apresentou maior de
concentracio em ambas as condicBes testadas, 72 e 96 horas, 6,9 g.L'e 7,9 g.L?,

respectivamente, utilizando sacarose como fonte de carbono no meio fermentativo. As
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viscosidades aparentes foram aproximadamente 240 mPa.s (72 horas) e 320 mPa.s (96horas),
numa taxa de cisalhamento de 25 s e 25°C a 1,0% de solucdo aquosa de xantana.

Foi observado que a viscosidade aparente do caldo de fermentacdo alcancou o ponto
maximo no tempo fermentativo de 96 horas similar ao comportamento da producgdo (Figura
23). Essa viscosidade pode ser usada como indicador da produgcdo de goma xantana,
entretanto ndo refletem a qualidade do polimero produzido (FORNARI, 2006). Segundo
Antunes et al. (2000), alta viscosidade do caldo pode ser decorrente da alta concentracéo de
polimeros com baixa qualidade.

Visando aumentar a producdo de xantana utilizando a cepa 356 e adotando o tempo
de fermentacdo em 72 horas, com melhor qualidade da goma devido a maior viscosidade
aparente aliada a uma maiorproducéo, foram observados os resultados de producédo de xantana
e sua viscosidade aparente bem como a massa celular, variando a agitagdo em 200 e 300 rpm,
porém mantendo as mesmas condicGes fermentativas e operacionais citadas no estudo na
agitacdo a 400 rpm (Figura 23). A Tabela 15 apresenta os resultados de producdo e
viscosidade aparente da goma xantana, bem como a biomassa celular no tempo de 72 horas de
fermentacéo.

Tabela 15. Producdo de xantana, massa celular e sua viscosidade aparente a 0,5% (m/v), 25°C
e 2557 sintetizada pela cepa 356 em bioreator a 200, 300 e 400 rpm e com aeracéo fixa de 1,0
vvm apds72 horas de fermentacéo.

Agitacdo (rpm) Producdo (g.L") Massa celular (g.L") Viscosidade aparente (mPa.s)

200 2,04 0,80 41,95
300 2,13 0,81 79,07
400 1,43 0,71 107,16

A producdo da goma xantana foi maior utilizando a agitacdo de 300 rpm
correspondendo a um aumento de 4,22% comparada com o meio que utilizou 200 rpm de
agitacdo e 22,53% maior do que a produzida sob agitacdo de 400 rpm. Esse aumento
influenciou nos resultados de massa celular, onde quanto maior a produgdo, maior a
guantidade de biomassa gerada (Tabela 15). O melhor resultado de viscosidade aparente foi
para 0 meio que utilizou a agitacdo de 400 rpm e a menor viscosidade foi da solugdo aquosa
de xantana obtida na agitacdo de 200 rpm.

Mudando a fermentagdo em shaker para bioreator com variagédo de agitagdo do meio
fermentativo (Tabela 15), houve um aumento na producdo de xantana (2,13g.L™) quando
comparada com as gomas, obtidas em shaker, das Tabelas 11 (1,24 g.L ™) e 14 (1,39 g.L V) e

uma reducdo do tempo de fermentacdo de 120 horas para 72 horas (Tabela 15). Entretanto,
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estes incrementos resultaram um aumento significativo na producdo de goma xantana quanto
comparados com o alto rendimento alcancado com a cepa 2103 (Tabela 11). Neste contexto,

passou-se a estudar a fermentacdo em bioreator com a cepa 2103.

5.3.3. Influéncia da fermentacdo em bioreator na producéo de xantana, massa celular e
viscosidade aparente do polimero pela cepa 2103

5.3.3.1 Respostas ao longo da fermentacéo

Como ferramentas estatisticas, um planejamento fatorial em estrela DCCR 2° com 4
pontos axiais e triplicata no ponto central que resultou em 11 ensaios (Tabela 16) foi utilizado
para estudar as interacdes entre duas variaveis relevantes do processo de fermentacdo: aeracao
(0,7 a 1,5 vvm) e velocidade de agitacdo (300 a 700 rpm). Os ensaios foram realizados
utilizando um fermentador com 4,5 L (3,0 L util) de capacidade como bioreator, e todos 0s
parametros de processamento foram monitorados online na linha. A temperatura (28 + 2°C)
foi mantida constante ao longo de todos os ensaios e o pH do meio foi mantido inicialmente a
7,0 £ 0,1. As amostras fermentadas, contendo um volume liquido composto de 3,0L de meio
composto de glicerina bruta (2% m/v) minimamente suplementada com uréia (0,01% m/v) e
K;HPO, (0,1% m/v) e 20% de indculo da cepa 2103 foram retiradas a intervalos de 0, 24, 48,
72,96 e 120 h para as determina¢fes de massa de células e producdo de xantana (Figura 24).

Os pontos centrais (E9, E10 e E11) apresentaram valores de biomassa mais altos que
0s demais ultrapassando 3,0 g/L (Figura 24). Fazendo uma compara¢do com a producdo de
goma xantana, 0s pontos centrais, com a taxa de aeracdo de 1,0vvm e agitacdo de 500rpm,
mostraram que para 6,4g/L de xantana tem-se 3,3 g/L de massa celular gerada para um tempo
de producéo de 120 h, diferente, por exemplo, no experimento 5 (E5), com taxa de aeracdo de
0,5vvm e agitacdo de 500rpm, que com a mesma agitacdo e menor aeracdo (metade do ponto
central) no mesmo tempo de 120 h de producdo tem aproximadamente 2,0g/L de massa
celular gerada na producéo de 5,0g/L de goma xantana.
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Figura 24. Perfil do tempo da producdo de massa celular e de goma xantana durante a
fermentagdo do meio contendo glicerina bruta com Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103 em bioreator em diferentes taxas de agitacdo e aeracao.

O efeito combinado dos parametros de processamento sobre as produgdes de xantana
e de células de Xanthomonas e suas propriedades bioquimicas e reologicas foram estudadas.
Constata-se que as producdes de células e de goma xantana durante o processo fermentativo
foram fortemente influenciadas pela agitacdo e aeracdo (Figura 24).

A variacdo da taxa de oxigénio dissolvido e do pH ao longo do tempo até 120 horas,

foi monitorada durante a fermentacdo da glicerina bruta com a cepa 2103 nas condicdes
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operacionais do ponto otimizado de 1,0 vvm de aeracdo e 500 rpm de agitacdo conforme
mostrado da Figura 25.
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Figura 25. Perfil da variacdo do oxigénio dissolvido e do pH durante a fermentacdo do meio
contendo a glicerina bruta com Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103 em
bioreator com taxa de aeragdo de 1,0vvm e agitacéo de 500 rpm.

O pH do meio fermentado foi ajustado inicialmente a 7,0, ao longo da fermentagédo
em bioreator, o pH decaiu para 6,0 e manteve constante nesse pH até o periodo de 120 horas
(Figura 25). O pH é um fator operacional que pode influenciar na producdo de xantana. A
maioria dos pesquisadores aponta 0 pH neutro como O6timo para 0 crescimento da
Xanthomonas campestris, sendo que este pode decrescer até 5,0 durante a producdo de
Xantana, devido aos grupos acidos presentes no polimero. Quando o pH é controlado, a
producdo da goma cessa uma vez que a fase de crescimento estacionaria seja atingida, e este
efeito é independente do alcali usado para controlar o pH. Quando o pH néo é controlado, a
producdo da goma continua durante a fase estacionaria de crescimento (SCAMPARINI;
LUVIELMO, 2009; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Outro parametro importante é o oxigénio dissolvido no meio fermentativo. Na Figura
25 representa uma taxa de aeracao de 1,0 vvm e agitacdo de 500 rpm ao longo da fermentacéo
e constata-se que no inicio da fermentacdo até 36 horas houve uma variacdo da taxa de
oxigénio dissolvido no meio e de 38 a 120 horas de fermentacdo manteve numa faixa

constante de 95 a 100% de oxigénio. A agitacdo e a aeragao sdo parametros necessarios para
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evitar condigdes de anaerobiose decorrentes da alta viscosidade do meio pela formagdo do
polissacarideo, visto que a bactéria é estritamente aerdbia. Logo, a combinacdo adequada,
para os niveis destes parametros, deve ser estudada para evitar a limitacdo na transferéncia de
oxigénio ou condigcOes de estresse hidrodindmico (SUTHERLAND, 1993; CASAS et al.,
2000). A aeracdo é requerida para se obter producdo de goma em processos fermentativos,
aumentos nos niveis de agitacdo resultam em niveis de producdo mais altos, 0 que ocorre
também para o crescimento celular. Em baixas velocidades ocorrem limitacGes de oxigénio
resultando em menores producdes de gomas com baixo peso molecular. Os efeitos benéficos
do aumento da agitacdo sdo atribuidos a transferéncia de nutrientes e oxigénio necessarios
para a formacdo de goma xantana (BRANDAO, 2008; PAPAGIANNI et al., 2001).

5.3.3.2 Respostas de todos 0s ensaios fermentativos a 120 horas de fermentagao

A Tabela 16 ¢é apresentado a matriz do planejamento experimental com variaveis
independentes (agitacdo e aeracdo) e as respostas (producdo de goma xantana e de massa
celular e viscosidade aparente).

Analisando os resultados de producdo e viscosidade aparente da goma xantana
produzida em shaker, obtidos pela mesma cepa 2103. Na Tabela 11, observa-se 5,5 + 0,10
g.L™ de producdo de xantana com viscosidade de 69,50 mPa.s. Com a variacdo da aeracio e
agitacdo no meio fermentativo (bioreator 4,5L), conforme mostrado na Tabela 16, no ensaio 9
(1,0 vvm de aerago e 500 rpm de agitacio) obteve 6,34 + 0,10 g.L™* de producéo de xantana
e 252,38 mPa.s de viscosidade aparente, correspondendo um aumento de aproximadamente de
15,3% para producdo de xantana e aumento significativo para viscosidade aparente de
263,14%.

Alta velocidade pode resultar em dano celular por “stress” hidrodindmico e em
agitacdo baixa, o baixo rendimento de goma e de células (biomassa) é favorecido devido a
limitacdo na transferéncia de oxigénio (CASAS et al, 2000; SCAMPARINI; LUVIELMO,
2009). Também foi verificado que os ensaios 5 (500 rpm de agitagéo e 0,5 vvm de aeragéo), 4
(640 rpm de agitacdo e 1,3 vvm de aeracdo) e 3 (360 rpm de agitacdo e 1,3 vvm de aeracao)
também apresentaram boa producéo de goma xantana.

A produgéo de massa celular e a viscosidade aparente dependem da aeracdo e
agitacdo, pois apresentaram efeito significativo (p<0,05). Enquanto que a producdo de goma

xantana apenas depende da varidvel de agitacdo (Tabela 16).
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Tabela 16. Matriz do planejamento experimental com valores reais e codificados de aeracdo e agitacdo (variaveis independentes), e as respectivas
respostas (variaveis dependentes) apds 120 h do processo, pela cepa 2103 em bioreator.

Ensaio  Variaveis independentes Variaveis dependentes
Aeracédo Agitacdo Goma Xantana (g.L™) Massa celular (g.L™) Viscosidade aparente

(vwm) (rpm) (mPa.s, 0,5%, 25s™, 25°C)
1 -1(0,7) -1 (360) 2,13+0,11 1,30+0,11 87,34 £ 0,10
2 -1(0,7) +1 (640) 1,76 £ 0,13 0,61+0,13 64,82 + 0,08
3 +1 (1,3) -1 (360) 3,02 £0,10 1,71 +0,14 104,24 + 0,09
4 +1(1,3) +1 (640) 4,47 +0,11 1,32+0,13 152,68 £ 0,10
5 -1,41 (0,5) 0 (500) 5,00 £ 0,15 1,89+0,11 129,59 £ 0,12
6 +1,41 (1,5) 0 (500) 1,98 + 0,12 1,87 +0,12 152,56 £ 0,10
7 0(1,0) -1,41 (300) 0,98+0,11 1,35+0,10 112,78 £ 0,10
8 0(1,0) +1,41 (700) 0,71+£0,13 0,89 £0,13 84,02 +£0,13
9* 0(1,0) 0 (500) 6,34 £ 0,10 3,13+0,11 252,38 £ 0,12
10* 0 (1,0) 0 (500) 5,08 £0,11 3,11+0,10 250,00 £ 0,11
11* 0 (1,0) 0 (500) 576+0,11 3,32+0,12 235,00+ 0,11
Tratamento estatistico CR** dp p CR** dp p CR** Dp p
Aeracdo (vvm) (L) 514 0,13 0,74 0,14 0,13 0,079 2354,51 0,13 0,03***
Aeracdo (vvm) (Q) 0,06 0,11 0,07 292 0,07 0,004*** | 18171,35 0,07 0,004***
Agitacdo (rpm) (L) 29,26 0,15 0,73 0,37 0,10 0,034*** 27,21 0,10 0,63
Agitacdo (rpm) (Q) 0,82 0,10 0,01***| 6,82 0,08 0,001*** | 34412,71 0,08 0,002***
Interacdo 1L x 2L 513 0,19 0,29 0,02 0,19 0,324 1258,83 0,19 0,06
Equagio P=574-228x(Ag)? | C=3,19-0,72x (Ae)?- |V =24579 + 17,15 x Ae — 56,72 X

R?=0,76 0,22 x Ag — 1,09 x (Ag)? (Ae)? - 78,06 x (Ag)?
R’=0,95 R’=0,95

* Pontos centrais. ** Coeficiente de regressdo. ***Efeito significativo (p<0,05). P= producéo (g.L™), C= formagao de células (g.L "), Ae = Aeragdo, e Ag = Agitacao.
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A agitacdo e a aeracdo sdo parametros necessarios para evitar condigdes de
anaerobiose decorrentes da alta viscosidade do meio pela formacdo do polissacarideo, visto
que a bactéria é estritamente aerdbia. Logo, a combinacdo adequada, para os niveis destes
parametros, deve ser estudada para evitar a limitacdo na transferéncia de oxigénio ou
condicdes de estresse hidrodindmico (SUTHERLAND, 1993; CASAS et al., 2000).

Casas et al. (2000) observaram dois efeitos com o aumento da velocidade de
agitacdo: aumento na taxa de transferéncia de massa de oxigénio associada a um dano celular.
Em velocidades mais altas (800 rpm/min) o crescimento celular e a produgdo de goma
xantana sdo menores, provavelmente devido ao dano celular por “stress” hidrodindmico; e em
velocidades muito baixas (100 rpm/min) também se observou menor crescimento de biomassa
e producdo de goma xantana, devido a limita¢do na transferéncia de oxigénio.

As solucbes aquosas das gomas produzidas apds 120 horas em todos os ensaios do
planejamento apresentaram comportamento pseudoplastico (Tabela 17), ou seja, a viscosidade
aparente, obtida pelo modelo cinético de Ostwald-de-Waele ou lei da poténcia, decresceu com
0 aumento da taxa de cisalhamento (Figura 26).
goma xantana (MULCHANDANI et al., 1988; TEIXEIRA, 2005).
Tabela 17. Resultados dos parametros n e K com variagdo da temperatura.

Esse comportamento é caracteristico da

Ensaios
T°C 1 2 3 4
n K n K n K n K

25 0,4963 441,93 | 0,5047 319,24 | 0,5881 392,49 | 0,4894 789,88
45 0,5252 322,03 | 0,5171 250,56 | 0,6145 28155 | 0,511 626,74
65 0,4968 337,02 | 0,4986 208,93 | 0,6354 197,41 | 0,4907 575,35
85 0,4851 289,44 | 0,5229 143,82 | 0,6366 156,33 | 0,4831 466,26

5 6
To°C n K n K n K n K
25 0,5571 539,15 | 0,5781 593,26 | 0,3968 786,10 | 0,4902 433,57
45 0,5800 386,00 | 0,6236 387,16 | 0,3756 773,91 | 0,5036 376,47
65 0,6097 254,10 | 0,6574 285,69 | 0,2650 1129,0 | 0,4982 336,00
85 0,5714 246,46 | 0,5927 205,97 | 0,3946 500,0 | 0,4795 306,85

9 10 11
T°C n K n K n K
25 0,3968 1759,10 | 0,3911 1759,90 | 0,3784 1771,70
45 0,4153 1488,90 | 0,4020 1483,30 | 0,3854 1568,50
65 0,4637 882,390 | 0,4330 987,33 | 0,4345 997,96
85 0,3817 951,95 | 0,3503 1044,31 | 0,3606 973,77

temperaturas. Através do ajuste do modelo de Ostwald-de-Waele foram determinados o indice

A viscosidade de solucdes aquosas das diferentes xantanas foi avaliada em distintas
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de consisténcia (K) e o indice de fluxo (n) como mostrado na Tabela 17, pois este € um dos

modelos mais utilizados para descrever o comportamento de fluidos em campos petroliferos.

O ajuste do modelo de Ostwald-de-Waele aos dados experimentais demonstrou que todos os

coeficientes de correlagdo foram superiores a 0,99, indicando uma boa representacdo dos

valores experimentais pelo modelo.
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Figura 26. Comportamento pseudoplastico das gomas xantana dos 11 ensaios com a variagdo

da temperatura 25°C (A) e 85°C (B).

Baixos valores de n sdo desejaveis em fluidos de perfuracdo para facilitar a injecdo
do fluido e melhorar a taxa de perfuragdo (CANDIA; DECKWER, 1999; BORGES, 2007).
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Foi observado que o indice de consisténcia (K), que depende da concentracdo de goma
Xantana, diminui com o aumento da temperatura.

Um valor de K alto é desejavel em fluidos de perfuracdo, pois alta viscosidade é
necessaria para manter em suspensdo os cascalhos gerados durante a perfuracdo (SHAH;
ASHTAPUTRE, 1999). Cabe salientar que os parametros reoldgicos K e n sdo dependentes
da concentracdo de xantana e da qualidade do polimero (CANDIA; DECKWER,1999).

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) aplicada para otimizar as condigdes
de fermentacdo de glicerina bruta de co-produtos do biodiesel pela cepa 2103 Xanthomonas
campestris mangiferaeindicae foi eficaz. Um modelo matemético foi desenvolvido para
mostrar o efeito de cada um dos parametros de fermentacéo e as suas interacdes na producao
de goma xantana, de massa celular e de viscosidade aparente.

O modelo previu o rendimento celular méximo de 3,19 g.L™ quando se utiliza a
velocidade de agitacdo e aeracdo de 500 rpm e 1,0 vvm, respectivamente, enquanto que com
um rendimento méaximo de xantana 5,74 g.L™" e 245,79 mPa.s de viscosidade surgiram nas
mesmas condi¢cdes de agitacdo e aeracdo anteriores. Estes valores previstos também foram
verificados nos experimentos de validacdo (Tabela 16). A excelente correlacdo entre os
valores previstos e observados justifica a validade do modelo de resposta. Os resultados da
fermentacdo no bioreator também mostraram que o meio de cultura otimizado atingiu a
mesma quantidade de massa celular (3,19 g.L™), e aumentou a goma xantana (6,34 g.L™") e
melhorou a qualidade da goma xantana (252,38 mPa.s) por fermentagédo da glicerina bruta do
biodiesel pela cepa 2103, podendo ser utilizada comercialmente em um processo de
fermentacdo em grande escala, resultando um polimero de menor custo.

A Figura 27 mostra o comportamento da distribuicdo experimental entre os valores

previstos e valores observados validando a metodologia RSM.
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Figura 27. Comportamento da distribuicdo experimental entre os valores previstos x valores
observados pelo modelo matematico da massa celular, produgdo da goma xantana e
viscosidade aparente.
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Os valores observados foram gerados pelo software Statistic 7.0 e comparados com
os valores previstos e calculados através das equacOes geradas para o efeito significativo (p<
0,05) para massa celular, producdo de goma xantana e viscosidade aparente, mostrados na
Tabela 16. A Figura 27 mostra uma 6tima correlacdo entre o observado e o calculado através
das equacgdes para massa celular, producdo de goma xantana e viscosidade aparente. Os
coeficientes de determinacdo (R2) foram acima de 90% para massa celular e viscosidade,
ambos dependentes da aeracao e agitacdo, enquanto para producdo de xantana ficou acima de

70%, apenas dependente da agitacdo sem influéncia da aeracao (Tabela 16).

5.3.3.3 Respostas a 120 horas de fermentacao no ponto otimizado

Todos os experimentos mostraram producdo de goma xantana, sendo que o ponto
central (E9, E10 e E11), com taxa de aeracdo de 1,0vvm e agitacdo de 500rpm, apresentaram
melhores resultados de producdo de goma xantana a 120 horas de fermentacdo. As menores
producdes foram encontradas em ensaios com menor e maior velocidade de agitacdo, isso
porque em velocidade mais alta causa dano celular por “stress” hidrodinamico e em agitacdo
baixa, o baixo rendimento de goma e de células (biomassa) é favorecido devido a limitagdo na
transferéncia de oxigénio (CASAS et al, 2000; SCAMPARINI; LUVIELMO, 2009).

Para a reposta de producdo de goma foram calculados os coeficientes de regressao e
os desvios padrdo, mostrados na Tabela 16, 0 que mostra que apenas a variavel agitacdo foi
significativa. O parametro quadratico (segundo grau) da agitacdo foi significativo com
significancia > 76,0% de confianca e com p<0,05 (Figura 28).

A equacdo apresentada na Tabela 16 para producdo de goma xantana utilizou o
modelo empirico codificado obtido para a producdo de xantana em fungdo das varidveis
independentes estudadas. O parametro néo significativo foi adicionado a falta de ajuste para a
analise da variancia. E analisando os dados da ANOVA, foi verificado que o coeficiente de
correlagéo obtido foi de 0,76 e o F (de ajuste) foi menor que 9,0 e F calculado foi em torno de
2,4 vezes maior que o valor Tabelado, permitindo a validagdo do modelo codificado de

segunda ordem.
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Figura 28. Superficie de resposta (a) e grafico de Pareto (b) com o comportamento da
producdo, g.L ™, de goma xantana (cepa 2103) em relagdo & agitacéo (rpm) e aeracdo (vvm).
Para massa celular, o comportamento foi o mesmo. Esse comportamento €
apresentado na Figura 29. Os coeficientes de regressdo e os desvios padrdo foram calculados
segundo a equacao presente na Tabela 16, 0 que mostra que as variaveis agitacdo e aeracao
foram significativas, com significancia > 95,0% de confianga e com p<0,05 (Figura 29).

(a)

LO W w
S

Figura 29. Superficie de resposta (a) e grafico de Pareto (b) com o comportamento da massa
celular, g.L ", (cepa 2103) em relacéo & agitacdo (rpm) e aeragdo (vvm).

A Tabela 16 mostrou que as melhores respostas de viscosidade aparente foram
obtidos pelos pontos centrais, precisamente no ensaio 9, com agitacdo de 500 rpm e 1,0 vvm

de aeracdo. Também foi verificado que os ensaios 4 (640 rpm de agitacdo e 1,3 vvm de
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aeracdo) e 6 (500 rpm de agitacdo e 1,5 vvm de aeracdo) também apresentaram boa
viscosidade aparente.

Para a resposta de viscosidade aparente foram calculados os coeficientes de regressédo
e os desvios padrdo, mostrados na Tabela 16, o que mostra que as varidveis, agitacdo e
aeracdo, foram significativas. O pardmetro quadratico (segundo grau) da agitagdo e da aeracdo

foi significativo com significancia > 95,0% de confianca e com p<0,05 (Figura 30).

Viscosidade Aparente
(a)

////// ///////
777
.

Agitacéo(Q)

.
7 77
o
L /// /// ////// )14
. . /
..
7
7

7 )
,///(/
/%

i 7

Aeragdo(Q)

(1)Aeracao(L) ,

aeEde SEQYEOITN
3
=}

%, LA ?V'
A "‘é’%‘g 8, W2l | aesws
& % e
‘%‘ oS "‘ =
% S LR o (2)Agitagao(L)
oS G I 200 ‘
il 100 :
Do P

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 30. Superficie de resposta (a) e gréafico de Pareto (b) para viscosidade aparente, mPa.s,
de goma xantana (cepa 2103) em relacédo a agitacdo (rpm) e aeracdo (vvm).

O aumento de escala de fermentagdo da glicerina bruta de shaker (80mL, Tabela 11)
para bioreator (4,5L, Tabela 16) com a cepa 2103 néo resultou no aumento da producéo e
reducdo do tempo de fermentacdo, mas resultou no aumento da viscosidade em

aproximadamente 3 vezes. Portanto, uma menor quantidade do polimero pode ser usada como
aditivo para a mesma fungé&o.

5.3.4 Resposta a 120 horas de fermentacéo - consumo de substrato e produc¢do de goma
xantana durante a fermentacéo do ensaio no ponto otimizado

As Figuras 31 e 32 apresentam 0s cromatogramas da separacdo da glicerina bruta
antes e depois da fermentacdo a 120 horas e o perfil do consumo de glicerina bruta,
concentracdo de biomassa e producdo de goma xantana ao longo de fermentagéo,
respectivamente, pela cepa 2103.
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Figura 31. Cromatogramas da solucdo aquosa da glicerina bruta antes da fermentacdo com
tempo de retencdo de 23,55 minutos (----) e apds 120 h de fermentacdo com tempo de
retencdo de 43,0 minutos (—).
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Figura 32. Comportamento do consumo da glicerina bruta, concentracdo de biomassa e
producdo de goma xantana pela cepa de Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103.
(M) glicerina bruta (100% corresponde a 20 g.L™), (OJ) concentracdo de biomassa, e (@)
goma xantana, a 500 rpm e 1,0 vvm (ponto otimizado).

Na Figura 32 é observado que a producdo de goma xantana continua a aumentar
durante as 120 h de fermentacéo até que toda a glicerina bruta seja completamente consumida.
Em geral, durante a fermentacdo ocorre um aumento acentuado na producdo de goma de

xantana, seguido por um declinio devido & falta de uma fonte de carbono e a consequente
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degradacédo do polimero por depolimerases liberados para o meio (DRUZIAN; PAPLIARINI,
2007; DINIZ; DRUZIAN; AUDIBERT, 2012).

Portanto, observou-se que a presenca da glicerina bruta em meio fermentativo
estimulou a produgdo de goma xantana, embora a glicose e a sacarose sejam as fontes de
carbono convencionais utilizadas comercialmente. Outros estudos envolvem o uso de
glicerina bruta em meios de cultura como no estudo da levedura Yarrowia lipolytica que
produz acido citrico, quando cultivada em glicose ou glicerina bruta (PAPANIKOLAQU et
al., 2002). Vérias pesquisas também investigaram e demonstrou que a goma xantana pode ser
obtido a partir de residuos agricolas e industriais, utilizando fontes de carbono mais baratas,
tal como o &cido citrico (JANA; GHOSH, 1995), o soro de mandioca (BRANDAO;
ESPIRIDIAO; DRUZIAN, 2010) e o soro de leite (NERY et al., 2008; SILVA et al., 2009),
uma vez que a utilizacdo de glicose ou sacarose é um fator critico para o custo de producédo
desse polissacarideo (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Para alcancar uma producdo elevada de xantana, é necessario 0 acompanhamento
regular do crescimento das células e a biossintese de polissacarideos durante o processo. A
concentracdo de glicerina bruta de 2,0% adotada nessa fermentacdo foi considerada 6tima
para a biossintese de xantana durante a fermentacdo, uma vez que este meio alternativo
proporcionou melhores condi¢Bes para o crescimento e acimulo de goma xantana que a
sacarose. Isto é consistente com diferentes estudos sobre as exigéncias nutricionais para a
fermentacdo com Xanthomonas, visando a sustentabilidade do processo em relagdo ao custo-
beneficio da producdo (CASAS et al., 2000; GARCIA-OCHOA et al., 2000; DRUZIAN;
PAGLIARINI, 2007).

5.3.4.1 Cinética de consumo de glicerina bruta e formacdo de goma xantana no ponto
otimizado

As relacOes cinéticas entre crescimento microbiano e a formacao do biopolimero sao
importantes para definir a viabilidade econdmica do processo de obten¢do, bem como sua
transferéncia para escala industrial. A velocidade e eficiéncia de formacdo de polimero sdo
influenciadas pela natureza dos fatores limitantes de crescimento, quantidade de oxigénio
dissolvido no meio, pH e temperatura.

O estudo cinético consiste na andlise da evolugdo dos valores de concentragdes
iniciais, intermediarios e finais de biomassa (X), substrato (S) e produto (P), em funcéo do

tempo. Partindo dos resultados obtidos da otimizacéo, os estudos foram conduzidos utilizando


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=p&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=DRUZIAN,++JANICE+I.
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=p&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=AUDIBERT,++SAMARA
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a goma xantana sintetizada sob agitacdo de 500 rpm, pH 7,0 e taxa de transferéncia do
oxigénio de 1,0 vwvm a 28°C por 120 horas no bioreator de 4,5 L (ponto otimizado).
Aliquotas do meio fermentado foram coletadas assepticamente a cada 24 horas e avaliados as
concentracdes em gL de substrato consumido, biomassa e de produto formado (Figura 32).

Nas primeiras 48 horas de fermentacdo, a formacdo de biomassa foi bastante
acentuada, mantendo um crescimento pouco significativo até o final do processo. Quanto a
formacgdo de produto, houve aumento significativo apds 48h, atingindo o maximo em 120
horas de fermentagdo (6,37 gL™), instante em que praticamente se encerra 0 consumo da
fonte de carbono disponivel (glicerina bruta) (Tabela 18). Estes resultados constatam que a
cepa 2103, nas condicbes de processo selecionadas no ponto otimizado, apresenta excelente
capacidade de utilizar a glicerina bruta para a sintese de goma xantana, atingindo um consumo
maximo de 93,37% ap6s 120 horas de fermentacéo.

Tabela 18. Rendimentos ao longo de 120 horas de fermentacao do ponto otimizado.

P_arametros Tempo de fermentacéo (h)

cinéticos 0 24 48 72 9 120
Glicerina bruta* 25,23+0,15 12,82+0,17 12,33+0,19 8,40+0,13 1,68+0,15 1,67+0,17
QL")

Biomassa* 0,15+0,10 1,07+0,09 2,83+0,07 2,98+0,11 3,08+0,10 3,31%0,09
(9L™

Goma xantana* 0,09+0,12 0,62+0,10 1,04+0,12 3,13+0,11  4,79£0,15 6,37%+0,09
QL")

Y xis 0,000 0,074 0,208 0,168 0,124 0,134
Y pis 0,000 0,042 0,073 0,181 0,199 0,266
Conversdo S/X 0,000 7,41 20,70 16,80 12,44 13,41
(%)

Conversdo S/P 0,000 4,27 7,36 18,06 19,96 26,65
(%)

* Médias em triplicatas.

Y x5 = Fator da conversao de substrato em biomassa.

Y 55 = Fator da conversdo de substrato em produto.
Conversdo S/X = % conversdo do substrato em biomassa.
Conversdo S/P = % conversdo do substrato em produto.

O fator de conversdo de substrato em biomassa (Yxss) nas 72 horas de fermentagéo
deste trabalho (0,168) foi menor do que os obtidos por alguns autores: 0,33 (SERRANO-

CARREON et al., 1998); 0,31 (LETISSE et al., 2001). E superior a 0,07 (GARCIA-OCHOA
et al., 2000); 0,04 (ROTTAVA, 2005).
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A andlise dos fatores de conversdo mostra que quanto menor for o fator de converséo
de substrato em biomassa (Yyxss), melhor para o processo, pois (Yxss) baixos que mais
substrato esta disponivel para ser convertido em produto, segundo Woiciechowki (2001) apud
Rottava (2005).

Quanto ao fator de conversdo do substrato em produto (Ypss), 0 valor ao longo da
fermentagdo atingido foi de 0,266, cerca de duas vezes maior do que 0 Yxs. Isso indica que a
maior parte da glicerina bruta é utilizada para a formacdo de goma xantana pela cepa 2103,
coincidindo com a maxima producéo nesse ponto (6,373 gL, Tabela 18).

O fator de converséo substrato em produto (Ypss) nas 72 horas de fermentacéao foi de
0,181 (Tabela 18) foi inferior ao encontrado por Ramos (2011) que obteve taxa maxima de
0,262 com goma xantana produzida em &gua produzida da industria de petréleo. Rottava
(2005) obteve valores entre 0,147 e 0,422 de conversdo de sacarose em goma Xantana
avaliando 10 diferentes linhagens de Xanthomonas.

A conversdao de substrato em goma xantana da cepa 2103 nestas condicBGes de
fermentacdo da glicerina bruta foi de 19,96% no tempo de fermentacdo 96 horas (Tabela 18).
Rottava (2005) realizou estudos de vérias cepas de Xanthomonas, onde a conversdo de
substrato em xantana variou de 14,66% a 28,66% em 96 horas de fermentacdo, e Ramos
(2011) obteve 27,91% no mesmo periodo de tempo.

Segundo Moreira et al., (2001), os rendimentos de goma xantana dependem da
composicdo do meio e da linhagem da bactéria X. campestris utilizada, devido a possibilidade
da deficiéncia de fonte de nitrogénio no meio, tornando a relacdo C:N inadequada o que

dificulta a converséo de substrato em produto.

5.4 CARACTERIZACAO DA GOMA XANTANA OBTIDA NO PONTO OTIMIZADO:
ANALISE TERMICA, MASSA MOLECULAR E COMPOSICAO MONOMERICA

5.4.1. Anélise Térmica

A Figura 33 apresenta as curvas termogravimetricas TG e suas derivadas DTG para
as xantanas, controle (GX Sacarose) e alternativo (GX Glicerina bruta) comparadas com a
Xantana aplicada comercialmente na area de petréleo (GX Comercial), quando submetidas a

uma razdo de aquecimento de 10°C min™, entre 0 e 400°C.
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Figura 33. Curvas TGA e derivada (DTG) para as gomas xantana obtidas com a cepa 2103
por fermentacdo da sacarose (controle), glicerina bruta e xantana comercial.
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A goma xantana obtida pela fermentacdo da glicerina bruta no ponto otimizado
(0,2vvm de aeracédo e 500rpm de agitagdo) em bioreator 4,5L pela cepa 2103 foi caracterizada
e comparada com as propriedades da xantana obtida pela fermentacéo da sacarose pela mesma
cepa, além da goma xantana comercial. Para um estudo de estabilidade térmica da goma
Xantana, a técnica de termogravimetria (TGA) foi utilizada.

Na Figura 33 sdo observadas as perdas de massas das gomas xantana, onde constata-
se um processo de desidratacdo (perda da &gua estrutural), seguido da degradacdo do
biopolimero e carbonizacdo da massa da xantana (VILLETTI et al., 2002; HORN, 2008),
cujas percentagens de perda e intervalos de temperatura, para em cada etapa das curvas de
TGA das xantanas, sdo apresentados na Tabela 19.

Os resultados experimentais mostrados na Figura 33 indicam que a curva TGA
referente & goma xantana obtida por fermentacdo da glicerina bruta apresenta um
comportamento similar ao da curva da goma xantana comercial, sendo observado que a curva
TG/DTG apresenta dois eventos caracteristicas.

Tabela 19. Evento térmico, percentagens de perda de massa e intervalos de temperatura das
gomas xantana GX Sacarose, GX Glicerina bruta e GX Comercial.

Goma Evento térmico Intervalo de Temperatura de Perda de
Xantana temperatura (°C)  perda maxima de Massa
massa (°C) (%)
GX Sacarose Perda de agua superficial e 23,50 — 36,41 58,39 3,59
estrutural
Sacarose ndo convertida 170,57 — 237,69 218,35 9,45
Degradagéo do polimero 277,42 — 384,98 310,58 31,97
Massa final 54,99
GX Glicerina Perda de agua superficial e 24,80 - 68,71 52,27 6,33
bruta
estrutural
Degradacéo do polimero 220,41 — 279,56 252,96 49,90
Glicerina ndo convertida 282,24 — 298,19 291,76 1,62
Massa final 42,15
GX Comercial Perda de &gua superficial e 23,65 - 67,26 45,52 5,88
estrutural
Degradacgéo do polimero 226,54 — 339,94 289,23 48,72
Massa final 45,40

Observa-se por comparacao das temperaturas nas perdas maximas de decomposicao
do polimero que a goma xantana obtida por fermentacdo da glicerina bruta é similar ao da
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goma xantana comercial, mostrando estabilidade térmica. Zohuriaan e Shokrolahi (2004)
estudaram curvas térmicas de gomas naturais e modificadas, onde a goma xantana comercial
(Aldrich) apresentou dois eventos com perdas de massa maximas de 8,7% (perda de agua
superficial e estrutural) e 41,6% (decomposicdo do polimero) nas temperaturas de 74,6°C e
290,8°C, respectivamente.

5.4.2. Massa Molecular

Biopolimeros solGveis em agua sdo usados em vérias operacfes do campo
petrolifero, principalmente na recuperacdo avancada de petrdleo (EOR) e em fluidos de
perfuracdo de pocos de petréleo, onde sdo usados para reducdo de agua na producao de oleo e
modificacdo de perfil como incremento da forca gel favorecendo a estabilizacdo de pogos e
evitando danos a formagdo. A resisténcia térmica desses polimeros é de grande importancia
para manutencao das fungdes diante das variacdes de temperatura dos pocos de petréleo (CAl,
HUANG, 2001). As temperaturas do reservatorio de pocos de petroleo variam de 70°C para
mais de 150°C. No entanto, para efeitos préaticos, a aplicacdo de polimeros em campos
petroliferos € restrita em reservatorios contendo 6leo (petr6leo) com viscosidade de 10-100 cP
a temperaturas abaixo de 80°C (SHAH; ASHTAPUTRE, 1999).

As massas molares (MM) das gomas xantanas obtidas pela fermentacdo da sacarose
e de glicerina bruta pela cepa de Xanthomonas 2103 foram determinados e comparados com 0
massa molar da goma xantana comercial aplicada em fluido de perfuracao.

A MM esta diretamente associada as propriedades reoldgicas da xantana, pois o
tamanho do polimero e a estrutura terciaria que conferem a solucédo aquosa a propriedade de
ser viscosa (GALINDO, 1994). A exata determinacdo da MM ¢é dificil devido ao alto peso
molecular, a rigidez molecular e a tendéncia de formar agregados em solucdo (BORN et al,
2002).

De acordo com Garcia-Ochoa et al. (2000), a MM da xantana esta na faixa de 2 a 20
x 10° Da. Holzwarth (1976) e Rosalam; England (2006) encontraram valores de 3,2-3,72 x
10° Da e 13-50 x 10° Da, respectivamente. Esta variagdo nas massas molares é influenciada
pelo tipo de cepa, condi¢Oes operacionais do processo fermentativo, mas principalmente pela
composi¢do do substrato. Portanto, estas variaveis devem ser minuciosamente estudadas e

definidas para resultar num polimero com homogeneidade e conseqlientemente com qualidade
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reprodutivel. Os cromatogramas resultantes da injecdo dos padrfes de dextranas de diferentes

MM estdo demonstrados na Figura 34.
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Figura 34. Cromatograma do perfil de eluicdo de padrdes de dextranas com diferentes massas
molares em GPC CLAE-IR usando as colunas Shodex SB 803, 804, 805 e 806 conectadas em
série.

A partir dos cromatogramas, foi obtido os valores dos Tr (tempo de retencdo) de cada
padrdo de dextrana (Tabela 20) e construida a curva de calibracdo do log MM de diferentes
dextranas padréo versus Tr (min). A equacdo obtida dessa curva foi y = - 0,301x + 14,56 com
um coeficiente de correlagdo R2 = 0,97.

Tabela 20. Tempos de retencdo (Tr) dos padrdes de dextranas com diferentes massas molares
obtidas por GPC CLAE-IR usando as colunas Shodex SB 803, 804, 805 e 806 conectadas em
série.

MM Dextranas Tr (min)
102.000 31,56
207.200 30,83
431.800 29,75
655.200 29,2
759.400 28,83

1.360.000 27,29
2.025.000 27,22
2.800.000 26,91
3.450.000 26,68
5.900.000 26,43

Os cromatogramas GPC CLAE-IR das separacfes das gomas xantana sdo mostrados

na Figura 35.
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Figura 35. Cromatogramas GPC CLAE-IR separados em colunas Shodex SB 803, 804, 805 e
806 conectadas em serie, das solu¢fes aquosas da goma xantana obtida com sacarose com
glicerina bruta e goma xantana comercial.
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As diferencas observadas nas MMs médio ponderada das gomas xantana (Tabela 21)
pode ser explicada com base na influéncia da composic¢éo do meio, as cepas de Xanthomonas,
e as condigOes operacionais, que tém um impacto significativo sobre a estrutura molecular da
goma sintetizada, gerando polissacarideos com diferentes massas molares (GARCIA-OCHOA
et al., 2000). As diferencas encontradas podem ser atribuidas a glicerina, utilizado como
substrato, enquanto que as gomas comerciais séo obtidos a partir da fermentacao da glicose.

Entretanto, constata-se uma MM maior de GX Glicerina bruta comparada com a da
GX Sacarose, justificando a maior viscosidade aparente do biopolimero (Tabela 21). Vale
ainda ressaltar que as escalas fermentativas para producdo das gomas sdo diferentes, uma vez
que a GX Comercial é obtida em escala industrial.

Tabela 21. Tempo de retengdo (Tr), massa molar (MM) e da viscosidade aparente (x) da goma
xantana obtida da fermentacdo da sacarose e da glicerina bruta pela Xanthomonas campestris
mangiferaeindicae 2103, comparada com a xantana comercial.

Goma Xantana Tr (min) MM x 10° (Da) u* (mPa.s)
Obtida com sacarose 23,62 28,2 49,50
Obtida com glicerina bruta 23,55 29,6 69,50
Goma xantana comercial 23,26 36,2 140,80

'0,5% solucéo aquosa de goma xantana a 25°C e 25 s,

Observa-se gue quanto menor o tempo de retencdo maior € a massa molar da goma
Xantana e consequentemente a viscosidade aparente aumenta. Estes parametros sdo

diretamente proporcionais e apresentam alta correlacéo (Figura 36).
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Figuga 36. Correlacdo entre viscosidade aparente das gomas xantanas (mPa.s) e Massa molar
(x10° Da).
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Segundo Katzbauer (1998), o alto peso molecular e a sua estrutura ramificada
conferem a goma xantana uma alta viscosidade, mesmo em baixas concentracdes. O uso de
Xantana com massa molar média ponderada, como a obtida em laboratério, resulta em géis
mais aceitos pelos consumidores comparados aqueles preparados com a goma xantana
comercial, por serem géis de baixa elasticidade, coesividade e mastigabilidade e por esse
motivo sdo mais aceitos pelo consumidor (KIOSSEOGLOU et al., 2003).

5.4.3. Composi¢cdo Monomerica
Os cromatogramas resultantes da injecdo dos padrdes de agucares (glicose e manose)

e dos acidos (glucurdnico e piravico) bem como suas curvas de calibracdo estdo mostrados
nas Figuras 37 (A e B) e 38.
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Figura 37. Cromatogramas dos padrfes de agucares (A) e acidos (B) separados por CLAE-IR
e UV, respectivamente.



Capitulo 5 — Resultados e Discussao

116

Glicose Manose
400000 500000
350000 450000
) ¢ ;
300000 400000
g g 350000
= 250000 ‘2 300000
< 200000 < 250000
€ 150000 £ 200000
< % 150000
100000 y=303515x+13277 160000 ¥=396067x-5628.9
50000 Ri=0,9874 50000 R2=0,098
0 v T T T T T 1 0 v T T T T T 1
0 02 04 0,6 08 1 12 0 02 04 0,6 0.8 1 1.2
Glicose (mg/mL) Manose (mg/mL)
Acido glucuronico Acido piruvico
160000 1600000 +
140000 - 1400000 +
120000 - 1200000 +
® g
% 100000 £ 1000000 -
£ 80000 - £ 800000 |
s s
g 1 ) ]
A 60000 A 600000
40000 - y=1363x+ 58,65 400000 - y=17615x+2382
20000 R*=0999 200000 - R*=0,999
0 ‘ T T T T 1 0 : T T T T 1
0 20 40 00 80 100 120 0 20 40 00 30 100
Acido /glucurdnico (mg/L) AcidoPiruvico (ing/L)

Figura 38. Curvas de calibracdo (area x concentracdo) dos acucares (CLAE-IR) e dos &cidos

(CLAE-UV).

Com as curvas de calibracdo dos padrbes de acucares e acidos como mostrado na

Figura 38 e os cromatogramas gerados dos acucares e dos acidos da goma xantana obtida da

fermentacdo da glicerina bruna do ponto otimizado pela cepa 2103 (Figura 39) em bioreator

4,5L, foram calculados a percentagem dos mondmeros e sua fragdo molar (Tabela 22).

A proporgdo glicose:manose:acido glucurdnico:acido piravico foram similares na

mesma condicdo de aeracdo e rotacdo usada na fermentacdo (Tabela 16).
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Figura 39. Cromatogramas dos acucares (A) e acidos (B) da goma xantana obtida pela
fermentacdo da glicerina bruta com a cepa 2103 (ponto otimizado).
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Tabela 22. Composicdo monomérica das gomas xantana obtidas no ponto otimizado de
acordo com o planejamento experimental com valores reais e com variacdo da aeragédo e
agitacdo conforme a Tabela 16.

Variaveis independentes Variaveis dependentes ]

Ensaio Aeracédo Agitacédo Glicose Manose | Ac. Glucurdnico | Ac. Piravico
(vwm) (rpm) (%) (%) (%) (%)

o* 0(1,0) 0 (500) 36,4 34,7 8,9 19,8

10* 0(1,0) 0 (500) 41,7 31,0 11,5 15,6

11* 0(1,0) 0 (500) 37,6 29,1 13,1 20,2

Média 38,6 31,6 11,2 18,6

Fracdo Molar 3,3 2,8 1,0 1,6

* Pontos centrais.

Observando a Tabela 22, as gomas sintetizadas no ponto otimizado apresentaram em
comum em sua estrutura a média de agUcares neutros, glicose e manose, e 0s acidos,
glucurdnico e piravico. A composi¢cdo monomeérica obtida para essas gomas resultaram numa
proporcdo molar média de 3,3;2,8;1,0;1,6, para glicose: manose: acido glucurénico:piravico,
resultando provavelmente uma estrutura primaria composta por unidades repetidas de
heptassacarideos formadas por trés unidades de glicose, trés de manose e uma de &cido
glucurdnico, diferentemente da estrutura primaria normalmente relatada por xantanas
produzidas por fermentacdo de glicose que é formada por um pentassacarideo, com duas de
glicose, duas de manose e uma de &cido glucurdnico (VENDRUSCOLO, 2005; GARCIA-
OCHOA et al., 2000). A variacdo da quantidade desses aclcares e acidos varia em funcdo da
cepa utilizada e das condicdes de cultivo (LINDEN; LORIENT, 1996).

Nos estudos de Lesley e Hochster (1959), o polimero produzido pela bactéria
Xanthomonas phaseoli contém D-glucose, D-manose e D-acido glucurénico na proporcéo de
1:1:1. Apés este trabalho, Sloneker e Jeanes (1962) estudaram o polissacarideo produzido
pela bactéria Xanthomonas campestris cepa NRRL B-1459, e verificaram que é composto de
mesmos mondémeros na proporcao 2,8:3,0:2,0; além de &cido acético e acido pirtvico, na
proporcédo 1,73:0,63.

A goma xantana, produzida pela cepa 2103 a partir da fermentacdo da glicerina
bruta, apresentou em media 38,6% de glicose, 31,6% de manose, 11,2% de acido glucurbnico
e 18,6% de &cido piruvico (Tabela 22). Outros conteudos de agUcares e 4cidos em xantana
foram avaliados por Shatwell et al. (1990) conseguiram resultados de 40,2% de glicose,

36,0% de manose, 23,8% de &cido glucurdnico e 4,4% de &cido piravido da goma xantana
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obtida com a cepa X. campestris pv campestris 646, enquanto Kennedy; Bradshaw (1984)
apud Garcia-Ochoa et al. (2000) obteve resultados de 30,1% de glicose, 27,3% de manose,
14,9% de acido glucurénico e 7,1% de acido piravido da xantana obtida com a cepa X.
campestris. O polissacarideo xantana produzido por diferentes espécies de Xanthomonas
contém normalmente glucose, manose e acido glucurdnico (BORGES; VENDRUSCOLO,
2008; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

O contetdo de piruvato € um indicador importante para a avaliacdo do
comportamento reolédgico da xantana (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008). A goma xantana,
obtida pela fermentacdo da glicerina bruta pela cepa 2103, apresentou uma alta concentragao
de acido piravico (Tabela 22). Segundo Sandford et al. (1979), o conteddo de piruvato pode
ser usado como um indicador da qualidade reoldgica, e assim, xantanas com alto contetdo de
piruvato (> 4%) apresentam viscosidade superior aquelas com contetdo inferior de piruvato
(0,5 a 3%). Para Smith et al. (1981), as amostras com alto teor de piruvato aumentam a
viscosidade das solucbes de xantana porque o substituinte piruvato promove a associacéo e
formacdo da macroestrutura pelo aumento da afinidade polimero-polimero, comparativamente a
afinidade polimero-solvente. De acordo com Tako e Nakamura (1984), a xantana desacetilada
apresenta maior viscosidade em altas concentragdes, quando comparada a xantana nativa. Este
fendmeno foi atribuido a formacdo de associacdo intermolecular mais intensa devido a
desacetilacdo.

A composicdo quimica ndo influencia apenas a viscosidade, mas também as
propriedades viscoelasticas. O efeito da presenca de piruvato na interacdo macromolecular
pode aumentar a capacidade gelificante da xantana, quando combinada com outros polimeros.
Essa caracteristica gelificante é importante para aplicacdo em fluidos de perfuracdo, onde a
forca gel tem funcéo para a eficiente suspenséo dos cascalhos durante a perfuragdo dos pogos.
Xantanas com alto grau de piruvatagdo formam um gel altamente termoresistente, enquanto
xantanas depiruvatadas ou naturalmente livres de piruvato reduzem a interacéo, depreciando a
formagéo do gel (LECHNER et al., 1996).

5.5 CARACTERIZACAO DA GOMA XANTANA PRODUZIDA POR FERMENTAQAO
DA GLICERINA BRUTA PELA CEPA 2103 PARA FLUIDOS DE PERFURACAO

O comportamento pseudoplastico e os parametros reologicos das soluces de
biopolimeros influenciam diretamente nos projetos de equipamentos, processamento e

aplicacdo das gomas. Na industria do petroleo, precisamente em fluidos de perfuracéo, essas
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propriedades reoldgicas sao de grande importancia no que diz respeito a area de perfuracdo de

pocos de petrdleo.

5.5.1 Caracterizacdo da goma xantana produzida pela cepa 2103 em bioreator como
viscosificante polimérico em fluido de perfuracdo

A goma xantana obtida da fermentacdo da glicerina bruta pela cepa Xanthomonas
campestris mangiferaeindicae 2103 na condicdo do ponto otimizado (Tabela 16) foi avaliada
como viscosificante de fluido para aplicacdo na perfuracdo de pocos de petrdleo.

Como primeira avaliacdo foram aplicados os ensaios e parametros exigidos pelas
normas Petrobras (2003) e Petrobras (2009), respectivamente. Os parametros reoldgicos
obtidos mostram que a goma Xxantana oriunda da fermentacdo da glicerina bruta apresentou
indices de consisténcia e de fluxo dentro dos limites estabelecidos pela Petrobras (2009), e
similares aos da goma xantana comercial, apesar de 20 e 10% menores, respectivamente, e
apos o envelhecimento do fluido houve aumento em ambos (Tabela 23).

Tabela 23. indices reoldgicos exigidos pela norma Petrobras para aplicagio da goma xantana
como viscosificante polimérico em fluidos de perfuracgéo.

Goma Xantana K (consisténcia), mPa.s" n (fluxo)

ARL DR2 AR DR
Glicerina bruta 5822,8+0,10™®  6342,6+0,08"° 0,21+0,10”° 0,21+0,01°°
Comercial 7149,4+0,098%  7849,3+0,09 &° 0,23+0,11”° 0,23+0,094°
Valor estabelecido 1000 minimo 0,5 méaximo

L Antes do envelhecimento do fluido na estufa de rolamento a 25°C.
2 Depois do envelhecimento do fluido na estufa de rolamento & 50°C por 16 horas.
Letras minusculas diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os indices de fluxo caracterizam um comportamento ndo-Newtoniano por apresentar n
< 1, caracteristica de um fluido pseudoplastico (Tabela 23). Os valores dos géis (Go, Gy €
G3p) também apresentaram resultados dentro dos limites exigidos (Tabela 24). Os valores de
Go, G1o e Gzo apresentados pela goma xantana obtida da fermentacdo da glicerina bruta séo
aproximadamente 10% maiores do que as da goma xantana comercial, provavelmente, devido

ao alto grau de piruvatacgdo (Tabela 22).
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Tabela 24. Valores dos géis inicial (Gg), 10 minutos (Gyo) € 30 minutos (Gsg) exigidos pela
norma Petrobras (2009) para aplicacdo da goma xantana como viscosificante polimérico em
fluidos de perfuracdo apds o envelhecimento dos fluidos.

Goma Xantana Gy, Ibf/100ft2 Go, Ibf/100ft2 G3p, Ibf/100ft2
Glicerina bruta 9,0 14,0 18,0
Comercial 8,0 13,0 17,0
Valor desejado 7,0 minimo 10,0 - 15,0 20,0 maximo

Segundo Borges et al. (2009), baixos valores de indice de fluxo (n) sdo desejaveis
para fluidos de perfuragdo para facilitar a injecdo do fluido e melhorar a taxa de perfuragéo,
enguanto valores altos de K sdo desejaveis, pois alta viscosidade favorece a formacdo de géis
consistentes e assim mantém em suspensdo os cascalhos gerados durante a perfuracdo de
pocos (SHAH; ASHTAPUTRE, 1999). Cabe salientar que os parametros reoldgicos, K e n,
sdo dependentes da concentracdo de xantana e da qualidade do polimero (CANDIA;
DECKWER, 1999).

5.6 FORMULACAO E CARACTERIZACAO DE FLUIDO DE PERFURACAO BASE
AGUA COMPOSTO DE GOMA XANTANA E GLICERINA BRUTA COMO
LUBRIFICANTE

Visando a aplicacdo da norma Petrobras (2003) no estudo de reologia depois do
rolamento em estufa com sistema giratério, como simulacéo da perfuracdo de um pogo, foram
testadas as solucgdes aquosas das gomas xantana (fluidos 1 e 2) e solugdes aquosas de xantana
contendo glicerina bruta como um aditivo de melhoramento da viscosidade em fluidos de
perfuracdo visando a diminuicdo da quantidade de goma xantana utilizada (fluidos 3 e 4)
(Tabela 25). O indice de fluxo (n) se manteve constante apos o envelhecimento dos 4 fluidos a
50°C por 16 horas. O indice de consisténcia (K) apresentou variacdo, ou seja, a solucdo
aquosa com xantana obtida a partir da fermentagéo da glicerina bruta (Fluido 1) foi maior que
0 obtido no Fluido 2 contendo goma xantana comercial. A adigéo da glicerina bruta ao fluido
como lubrificante (Fluido 3) resultou em aumento significativo (p < 0,05) do indice de
consisténcia, muito diferente quando comparado com o comportamento do Fluido 4, o qual
quase ndo foi alterado pela adicdo da glicerina bruta. Portanto, a glicerina bruta usada como
aditivo do fluido potencializa um efeito considerado quando usada com a xantana obtida a

partir da mesma glicerina bruta como substrato alternativo, e isso favorece outra
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aplicabilidade da glicerina bruta como uma alternativa para 0s sérios problemas, tanto
ambiental como econdmico, que esse co-produto gera.

Tabela 25. Valores dos indices reoldgicos K (mPa.s) e n apds o envelhecimento dos fluidos a
50°C por 16 horas.

Fluidos® K (consisténcia), mPa.s" n (fluxo)
1 6342,6 0,21
2 7849,3 0,23
3 9176,6 0,23
4 7706,8 0,23

'Fluido 1 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl,, 0,04g MgCl, + 2,15g de Goma xantana obtida da
fermentacdo da glicerina bruta.
Fluido 2 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl,, 0,049 MgCl, + 2,159 de Goma xantana comercial.
Fluido 3 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl,, 0,04g MgCl, + 1,07g de Goma xantana obtida da
fermentacéo da glicerina bruta + 1,07 de Glicerina bruta.
Fluido 4 = Agua (500mL) + 30g NaCL, 0,1g CaCl,, 0,04g MgCl, + 1,07g de Goma xantana comercial +
1,079 de Glicerina bruta.

Para a confirmacdo do comportamento pseudoplastico dos quatro fluidos, segundo a
norma Petrobras, foi realizado o ajuste do modelo de Ostwald-de Waele aos dados
experimentais, a partir da lei de poténcia. Estes resultados estdo apresentados na Figura 40
(tensdo cisalhante x taxa cisalhante) para apds o envelhecimento dos fluidos por 50°C por 16

horas.
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Figura 40. Comportamento dos fluidos apds envelhecimento, avaliados segundo a variagdo da
tensdo de cisalhamento em diferentes taxas de cisalhamento.

Observa-se que os quatro fluidos apresentaram 0 mesmo comportamento com a

variacdo da taxa de cisalhamento. O fluido 1 contendo goma xantana obtida por fermentacéo
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da glicerina bruta apresentou os menores valores de taxa cisalhante, enquanto o fluido 3
contendo a mesma goma porem com adicdo de glicerina bruta como lubrificante apresentou
os maiores valores (Figura 40).

Apo6s a confirmacdo da adequacdo da goma xantana obtida por fermentacdo da
glicerina bruta pela cepa de Xanthomonas 2103 em bioreator com as especificagdes das
normas Petrobras para utilizacdo do polimero como componente de fluido de perfuracdo de
pocos, essa goma e a comercial foram aplicadas em formulagbes comerciais de fluido de
perfuracdo base dgua de acordo com o manual de fluidos da Carboflex (2011). Esse sistema
de fluido de perfuracéo base agua ja é aplicado em vérias companhias de servico de fluido de
perfuracdo e na propria Petrobras.

Para 0 melhor desempenho de um fluido de perfuracdo vérios fatores devem ser
considerados. Pode-se dizer que esses fatores sdo externos e internos em relagdo aos fluidos
de perfuracdo. Fatores internos seriam as proporcées ideais das quantidades de agua, 6leos,
aditivos e outros. Fatores externos seriam os relacionados as condi¢bes da regido a ser
perfurada. Levando em conta os fatores internos, formulou-se fluidos contendo xantana e
glicerina bruta para que se pudesse chegar a uma proposta mais adequada quanto a
composi¢do contendo menores quantidades de goma xantana, uma vez que é o componente
mais caro da composicéao.

A Figura 41 mostra as proporc¢des das 9 formulag6es dos fluidos de perfuracdo a base
agua, contendo diferentes quantidades (0,2 a 0,4%g) de goma xantana (comercial ou
produzida por fermentacdo de glicerina bruta) e de glicerina bruta (1,0 a 4,0% m/m) em
substituicdo ao lubrificante (ésteres graxos de polietileno glicois), mantendo os demais
constituintes (Agua, Oxido de Magnésio, Cloreto de Magnésio 11, Amido, CMC, Inibidor
cationico, Bactericida, Antiespumante, Carbonato de Calcio e Baritina) em proporcdes fixas.
O desempenho dos mesmos esté relacionado na Tabela 26.



Capitulo 5 — Resultados e Discussao

124

Tabela 26. Desempenho dos fluidos de perfuracdo contendo quantidades variaveis de goma xantana comercial (GXcm) Ou a obtida por
fermentacdo da glicerina bruta (GXgi) com a cepa 2103 em bioreator 4,5L e de glicerina bruta como lubrificante.

Respostas

F Goma Glicerina Gelinicial  Gel final L600 L300 L200 L100 L6 L3  Filtrado VA VP CL

Xantana bruta (Go), (G1o), (cP) (cP) (cP) (cP)  (cP) (cP) (mL) (cP) (cP) (adm)
(%) (%) Ibf/100ft2  1bf/100ft2

1 0,20 1,00 4+0,01 7+0,02 38 17 14 10 4 3 4,2 19 21 0,22

2 0,20 2,50 78+ 0,02 9+0,05 48 33 26 19 6 5 55 24 15 0,15

3 0,20 4,00 7+0,02 12°+0,05 50 35 28 21 6 6 50 25 15 0,11

GXyiic 4 0,30 1,00 9*+0,03 13+0,03 65 48 39 29 10 8 55 33 17 0,21
5 0,30 2,50 9*+0,02 12°+0,03 61 44 36 27 10 8 5,2 31 17 0,14

6 0,30 4,00 8+ 0,05 8+0,05 53 38 30 22 8 6 50 27 15 0,12

7 0,40 1,00 9°+0,02 14+0,01 60 45 37 28 10 8 49 30 15 0,21

8 0,40 2,50 10+0,05 12°%+0,05 62 45 38 29 10 8 50 31 17 0,15

9 0,40 4,00 7%+ 0,07 9+ 0,06 66 48 39 29 11 9 55 33 18 0,09

1 0,20 1,00 7+0,03 10+ 0,04 43 29 22 16 7 6 3,8 22 24 0,20

2 0,20 2,50 8+0,04 11 +£0,05 44 35 25 18 7 6 4,2 22 9 0,16

3 0,20 4,00 9+0,03 12°+0,05 52 39 29 20 8 7 4,2 26 13 0,11

GXcom 4 0,30 1,00 10+ 0,02 12°+0,06 64 49 37 30 12 9 4.4 32 15 0,21
5 0,30 2,50 12°+0,03 13°+0,06 61 46 38 32 13 10 4,2 31 15 0,15

6 0,30 4,00 12°+0,05 13°+0,05 54 40 39 34 13 10 4,1 27 14 0,12

7 0,40 1,00 11°+0,05 14 +0,07 64 47 34 29 14 10 4,2 32 17 0,21

8 0,40 2,50 11°+0,06 15+ 0,05 65 46 36 30 15 9 4.4 33 19 0,14

9 0,40 4,00 12°+0,04 16+0,03 68 49 37 32 15 10 4,0 34 19 0,12

Limites* 7-12 10-15 45-85 34-65 28-55 20-45 6-15 5-10 <10 >20 >10,0 0,09-0,12

F! = Formulagdes dos fluidos de perfuracéo contendo diferentes teores de gomas xantana e glicerina bruta. Componentes em teores fixos: Agua (318 mL); Oxido de Magnésio (0,5 g); Cloreto de
Magnésio 11 (7,0 g); Amido (6,0 g); CMC (2,0 g); Inibidor cationico (6,0 g); Bactericida (0,25 g); Antiespumante (6,0 gotas); Carbonato de Calcio (10,0 g) e Baritina (10,0 g), totalizando em

todas as formulagdes 366,15 g.
GXgiic: Goma xantana obtida da fermentacdo produzida com glicerina bruta; GXc,m: Goma xantana comercial.

G,: forca gel em 10 segundos; Gq: forga gel em 10 minutos; L600 = leitura reoldgica direta a 600 rpm; L300 = leitura reoldgica direta a 300 rpm; L200 = leitura reoldgica direta a 200 rpm; L100
= leitura reoldgica direta a 100 rpm; L6 = leitura reoldgica direta a 6 rpm; L3 = leitura reoldgica direta a 3 rpm; e Filtrado = volume de perda de liquido do fluido sob pressdo 100 psi; VA =
Viscosidade aparente; VP = Viscosidade plastica; CL = Coeficiente de Lubricidade.
* Limites estabelecidos pela norma Petrobras (2009) e pelo manual de Fluidos de perfuragdo base agua da Carboflex.Letras mindsculas diferentes representam diferenca significativa (p<0,05)

pelo teste de Tukey.
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Figura 41. Composicdo percentual dos componentes sélidos dos fluidos de perfuracdo
formulados com quantidades varidveis de gomas xantana e com glicerina bruta do biodiesel
como lubrificante.

Embora os testes laboratoriais ndo necessariamente reflitam as diferentes condic6es
encontradas durante a perfuracdo de um pogo, eles sdo a Unica maneira de avaliar as
caracteristicas e propriedades desses fluidos definindo suas aplicagcdes. Entre as principais
vantagens dos fluidos a base de &gua é que sdo recomendados para exploragdo em rochas
superficiais, em situacfes aonde o rigor da legislacdo ambiental € maior, além do que podem
também ser utilizados em uma gama extensa de formacgdes rochosas. Ja os fluidos de
perfuracdo a base de 6leo e os de base sintética produzem menores e melhores coeficientes de
lubricidade (CL) do que os fluidos a base de agua, contudo, sua utilizacdo esta cada vez mais
limitada em virtude dos impactos ambientais devido a toxicidade e alto custo (ARGILLIER et
al., 1996).

E observado na Tabela 26 que para a forca gel inicial Gy, entre as respostas dos
fluidos que contém a goma xantana obtida por fermentacdo da glicerina bruta do biodiesel (2,
3 e 9) ndo existe diferencas significativas (p > 0,05), assim como, entre as respostas das
formulacdes dos fluidos 4, 5 e 7. Para a forca gel Gio também as respostas dos fluidos 3, 5 e 8
ndo sdo estatisticamente diferentes (p > 0,05). Para os fluidos que possuem a goma xantana

comercial, entre os fluidos 5, 6 e 9 ndo existem diferencas significativas (p > 0,05) e entre os
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fluidos 7 e 8 também ndo existem diferenca para forga gel inicial. A forca gel € um pardmetro
de natureza reoldgica, que indica o grau de gelificacdo. A forca gel Go mede a resisténcia
inicial para colocar o fluido em fluxo. Entre a forca gel 10 minutos dos fluidos 3 e 4 nédo
existe diferenca significativa (p > 0,05) e esse mesmo efeito ocorreu entre os fluidos 5 e 6. A
forca gel final, G1o, mede a resisténcia do fluido para reiniciar o fluxo quando este permanece
certo tempo em repouso devido a manobras e conexdes. A diferenca entre as forcas géis
indica 0 grau de tixotropia do fluido. Esse comportamento € desejado para evitar a
sedimentacdo dos solidos perfurados. O ideal é ter uma gelificagdo rapida e ndo progressiva
(THOMAS, 2001; BORGES et al., 2009).

Observa-se que os fluidos 3, 4, 5, 7 e 8 compostos de goma xantana produzida pela
cepa 2103 a partir da fermentacdo da glicerina bruta (Ensaio do ponto otimizado, Tabela 26) e
as formulacdes 3 a 8 contendo goma xantana comercial, ambas contendo diferentes teores de
glicerina bruta como lubrificante (1 a 4%) apresentam todos os parametros reolégicos e de
filtrado de acordo com os especificados pela norma Petrobras (2009) e manual de fluido de
perfuracdo base dgua da Carboflex (2011). Os elevados valores de viscosidade aparente (VA),
principalmente em baixas concentracdes das gomas xantana (0,2%) sdo consequéncias da
utilizacdo conjunta do biopolimero microbiano e glicerina bruta que agem como
viscosificante e lubrificante. Esse comportamento deve-se ao tamanho da cadeia de goma
Xantana, uma vez que polimeros de cadeia longa agem como viscosificante. O valor do
volume de filtrado (< 10 mL), considerado adequado para este tipo de fluido, deve-se a
utilizacdo de CMC, que possui cadeias poliméricas curtas, agindo como redutor de filtrado
(FARIAS et al., 2009).

Constata-se de maneira geral que com o aumento dos teores de lubrificante, glicerina
bruta, dos fluidos que contem quantidades fixas das gomas xantana, ha uma variacéo de todos
0s parametros, especialmente nos valores de VA e VP (viscosidade plastica), sendo esta
variacdo mais acentuada nos fluidos formulados com goma xantana comercial (Tabela 26).
Entretanto, todos os fluidos apresentaram resultados de VA e VP de acordo com os padrbes
especificados pela norma Petrobras (2009) e manual de fluido de perfuracdo base dgua da
Carboflex (2011). Observa-se também que o aumento da adi¢do do lubrificante aos fluidos
contribuiu para um leve aumento das perdas por filtracdo, contudo o aumento no teor de
lubrificante ndo conduz a maiores reducdes do volume de filtrado, ou seja, os valores do

volume de filtrado mantiveram-se praticamente inalterados com adicdes de 1,0; 2,5 e 4,0% do
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lubrificante. De maneira pontual, o fluido 1 (preparado com 1,0% de lubrificante) apresentou
filtrado de 4,2 mL e o fluido 3 (preparado com 4,0% de lubrificante), de 5,0 mL. Comparando
os resultados obtidos com os padrdes especificados pela norma Petrobras de manual da
Carboflex, observa-se que todos os fluidos apresentam valores de volume de filtrado
inferiores ao maximo especificado (10 mL), recomendado pela norma. De acordo com Ferraz
(1977), o reboco é formado pela disposicdo das particulas de argila nas paredes do pogo a
medida que a fase liquida (a4gua) do fluido penetra nos seus poros. A espessura do reboco
aumenta enquanto o fluido ceder &4gua para as formagdes geoldgicas com as quais esta em
contato. Ao alcangar determinada espessura e impermeabilizar o pogo, impede a perda de
agua por filtracdo, em virtude da pouca variacdo nos valores de volume de filtrado.

Os valores de coeficiente de lubricidade (CL) (Tabela 26) sofreram reducdo com a
adicdo do lubrificante aos fluidos, confirmando a eficiéncia do aditivo estudado, como
observado para os fluidos que contém 4,0% de glicerina bruta que apresentaram CL de 0,11 e
0,12, sendo praticamente independente do tipo de goma xantana usada. Essa reducdo do
coeficiente de lubricidade ocorreu com o0 aumento da concentracdo do lubrificante,
comprovando mais uma vez a eficiéncia deste aditivo, e que a concentracdo de 4,0 % é
suficiente para promover uma adequada lubricidade ao fluido (Tabela 26). A caracteristica
lubrificante é uma importante propriedade para os fluidos de perfuracdo, visto que uma boa
lubrificacdo promove uma alta eficiéncia na perfuracdo e diminui o desgaste da broca de
perfuracdo (FARIAS et al., 2009). Estudos comprovam que fluidos de alto desempenho base
6leo, que sdo considerados como bons lubrificantes, apresentam coeficientes de lubricidade
em torno de 0,110 (VIDAL et al., 2007).

Para os fluidos contendo 0,3 % das gomas xantana (Fluido 4, 5 e 6), a reducdo da VA
deve-se, provavelmente, as ligagbes de hidrogénio entre as moléculas do lubrificante e a dos
polimeros, e a simultanea interagdo com compostos com cargas, uma vez que a glicerina bruta
contem principalmente poliol solivel em agua além de outros componentes (Tabela 67), que
podem possuir carater tensoativo. Portanto, dependendo da concentracdo, quando adicionado
a um fluido contendo diferentes compostos pode também agir como dispersante, pois
neutraliza as cargas presentes nas superficies destes. Este comportamento também foi
evidenciado em estudos desenvolvidos por Amorim et al. (2008). Para os fluidos aditivados
com os lubrificantes, o aumento ou a redugdo da VA deve-se a acdo solubilizante ou

dispersante deste aditivo, como ja comprovado em estudos anteriores (AMORIM et al., 2008;
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MEDEIROS et al.,, 2008). Os lubrificantes indicados pela norma Petrobras sdo ésteres
derivados de 6leos vegetais (ésteres graxos de polietileno glicois), insolUveis em agua, que
formam goticulas estabilizadas quimicamente pelos componentes dos fluidos. Essas goticulas
sdo extremamente pequenas, dando a impressdo de que se trata de um produto sollvel, e séo
responsaveis pela lubricidade dos fluidos e possuem acédo dispersante.

Growcock et al. (1998), investigaram varios aditivos lubrificantes com o objetivo de
conhecer quais eram eficientes na reducdo do coeficiente de lubricidade de fluidos
hidroargilosos e de fluidos poliméricos e concluiram que o desempenho do lubrificante é
aparentemente independente do tipo de fluido, embora tenha o seu desempenho diminuido
com o0 aumento da quantidade de sélidos e de componentes da superficie ativa.

Muitos estudos vém sendo realizados a fim de se obter fluidos base agua que
aditivados com polimeros e lubrificantes apresentem propriedades adequadas. Segundo
Argillier et al. (1996), os fluidos a base de &gua podem substituir os fluidos & base de 6leo,
porém em perfuracdes que envolvem grandes profundidades, os fluidos a base de 4gua ainda
ndo atendem todas as exigéncias técnicas necessarias para uma boa operacdo da perfuracao,
principalmente devido a sua baixa capacidade de lubrificag&o.

Portanto ao avaliar os efeitos de diferentes concentragcbes gomas xantana e de
glicerina bruta do biodiesel como lubrificante para aplicacdo em fluidos de perfuracgéo,
constata-se que:

- a adicdo de glicerina bruta como lubrificante nos fluidos altera os pardmetros
reologicos (VA e VP), porém ndo compromete o seu desempenho, apresentanto valores de
acordo com os especificados pela norma Petrobras (2009) e manual de fluidos de perfuracao
base agua da Carboflex (2011);

- com a adicdo de glicerina bruta houve pequenas variagdes nas propriedades de
filtracdo ao ser reduzida a quantidade de goma xantana de qualquer origem, contudo néo
produz nenhum efeito adverso;

- as diferentes concentragdes de glicerina bruta utilizadas ndo apresentam influéncia
significativa nas propriedades dos fluidos;

- 0 teor minimo de 4,0% de glicerina bruta como lubrificante com 0,2% de goma
xantana € suficiente para adequar a capacidade lubrificante dos fluidos e melhorar o

desempenho reol6gico;
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- a maioria das formulagdes dos fluidos estudados apresentaram valores dos
parametros compativeis com os apresentados por fluidos de perfuracdo base agua, de acordo
com dados da literatura.

Neste contexto e visando a diminuigdo do custo da formulacdo dos fluidos de
perfuracdo base dgua, por um lado devido a diminui¢do da quantidade de goma xantana e por
outro substituindo o lubrificante derivado de 6leos vegetais (ésteres graxos de polietileno
glicois) por glicerina bruta, co-produto do biodiesel, constata-se que a formulacdo 3 contendo
0,2% do biopolimero e 4% do lubrificante além da &gua (318 mL); Oxido de Magnésio (0,5
g); Cloreto de Magnésio Il (7,0 g); Amido (6,0 g); CMC (2,0 g); Inibidor catiénico (6,0 g);
Bactericida (0,25 g), Antiespumante (6,0 gotas); Carbonato de Calcio (10 g) e Baritina (10 g)
totalizando 366,15 g pode ser considerado o melhor fluido. Vale ressaltar que as normas
Petrobras (2009) e Petrobras 2605 (2003), e manual de fluidos de perfuragcdo base &gua da
Carboflex (2011) indicam a utilizacdo de 0,2% a 1,0% de goma xantana para fluidos de
perfuracdo base agua, entretanto o polimero, que é o componente mais caro da composicao, é
usado sempre no limite superior da faixa.

Neste contexto e considerando a ndo anterioridade da formulacdo do fluido nas bases
de patentes e de outros documentos cientificos foi depositado pelos inventores a patente
intitulada Formulacdo de fluido de perfuracdo a base de agua com glicerina e baixo
percentual de goma xantana, em co-titularidade UFBA e Empresa Carboflex, junto ao INPI
(Protocolo 011120000069, 2012).
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6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

6.1 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e discutidos, pode-se enunciar as seguintes

conclusoes:

= Das doze cepas de Xanthomonas testadas, apenas sete produziram gomas Xantana a

partir da fermentacédo da glicerina bruta residual do biodiesel nas condicdes testadas.

= Os maiores rendimentos de goma xantana aliada a maior viscosidade aparente (0,5%,
25°C e 25s™) foram obtidos pela bioconversido de glicerina bruta com as cepas 2103
(5,59.L e 69,50 mPa.s) e 356 (1,24 g.L™ e 67,16 mPa.s) em shaker (25°C, 250 rpm,
120h).

= Com intuito de aumentar a producdo de xantana com a cepa 356, a utilizacdo do
planejamento estatistico a variacdo de concentracdo de glicerina bruta e do indculo,
resultou um rendimento maximo de 1,38 g.L ™" em shaker. A fermentacio em bioreator
4,5L resultou em aumento significativo de goma xantana e da viscosidade aparente,

como também na reducdo do tempo de fermentacéo.

» Na otimizacdo das condic6es fermentativas, a producdo maxima de goma atingida pela
cepa 2103 em bioreator 4,5L foi de 6,34 g.L™* com viscosidade aparente de 252,38
mPa.s (0,5%, 25°C e 25s) numa agitacdo de 500 rpm e 1,0 vwm de aeracdo,
correspondendo ao ponto central do planejamento. Ao passar da fermentacdo em
shaker a bioreator resultou em um aumento da viscosidade aparente apesar da
producdo de xantana ser a mesma em shaker, permitindo usar menor quantidade de
goma para uma mesma aplicacdo. Esses resultados influenciaram na viscosidade
aparente e no peso molecular, que foram similares ao da goma comercial, apesar das

diferentes escalas de producéo.
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A caracterizacdo da goma xantana obtida por fermentacéo da glicerina bruta pela cepa
2103 nas condi¢cbes do ponto otimizado mostrou viscosidade aparente, peso
moleculares, composicdo e curva termogravimetrica proxima a xantana comercial. A
composicdo monomérica da goma xantana obtida a partir da fermentacdo da glicerina
bruta mostrou conter glicose, manose e acido glucurénico, alem de alto teor de acido

piravico resultando em um indicador de qualidade reoldgica na goma.

A goma xantana obtida da fermentacdo da glicerina bruta apresentou comportamento

pseudoplastico caracteristico de xantana.

A goma xantana obtida pela fermentacao da glicerina pode ser utilizada para aplicacédo
na area petroquimica por apresentar parametros reoldgicos proximos aos da xantana

comercial.

O emprego de 1,0% a 4,0% de glicerina bruta em substituicdo ao lubrificante
juntamente com a goma xantana no limite inferior da faixa (0,2% a 0,4%) mostram
parametros dentro dos limites estabelecidos pela norma Petrobras e manual Carboflex,
com reducdo da guantidade de xantana necessaria, representando reducéo de custo do
fluido, aliada a utilizacdo do co-produto do biodiesel. Neste contexo, foi depositado a
patente Formulacdo de fluido de perfuracdo a base de 4gua com glicerina e baixo
percentual de goma xantana, em co-titularidade UFBA e Empresa Carboflex, junto
ao INPI (Protocolo 011120000069, 2012).
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6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

= Otimizar as quantidades de goma xantana e de glicerina bruta no fluido de perfuragéo
através de um estudo de variacdo de um planejamento estatistico 2 e apés o ponto

6timo aplicar um planejamento 22 estrela préximo deste ponto.

= Estudar o uso de reologia dinamérica para verificagdo da ocorréncia de formacédo de
gel verdadeiro ou pseudogel.

= Estudar o valor do indice de consisténcia (K) obtida da produgdo de goma xantana

com a influéncia da taxa de cisalhamento e temperatura.
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(57) Resumo: PRODUGAO DE POLISSACARIDEO TIPO GOMA
XANTANA POR XANTHOMONAS EM MEIO FERMENTATIVO COM
GLICEROL OU GLICERINA. Utilizando glicerina ou glicerol, puro ou
impuro, com diferentes formas fisicas (sélida ou liquida) ou de outras
fonnas, subproduto do biodiesel ou de outras fontes, como fonte de
substrato, suplementado ou ndo com nitrogénio ou potassio e outros
nutrientes, em meio de cultura utilizado na fermentagdo por
Xanhomonas para a obtengéo do polissacarideo tipo goma xantana,
utilizando reatores aerados e agitados. A invengdo visa obter
substratos alternativos de baixo custo para o processo fermentativo na
produgéo de polissacarideo tipo goma xantana quando comparado ao
processo industrial de bioconversdo de sacarose ou glicose. Esta
invengdo envolve a otimizagdo dos parametros fisico de fermentagéao
tais como pl-l, temperatura, tempo e velocidade de agitagéo, e a
avaliagdo da necessidade de fonte adicional de nitrogénio, fésforo e
potassio, ou outros nutrientes, no substrato.
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“PRODUCXO DE POLISSACARIDEO TIPO GOMA - XANTANA POR
XANTHOMONAS EM MEIO FERMENTATIVO ..COM. .GLICEROL . OU

GLICERINA”

A presente Patente de Invengdo refere-se a utilizaggo de glicerol ou glicerina como

nte d& carbono/ substrato no processo fermentativo por Xanthomonas para obtencdo de
polimero tipo goma xantana.

O termo glicerol aplica-se geralmente ao composto puro, ou seja, ao 1,2,3-

propanotriol, enquanto o termo glicerina aplica-se aos produtbs comerciais que contenham

95%, ou mais, de glicerol na sua composi¢do. Glicerina-é um subproduto resultante da

hidrélise de triglicérideos de leos ou gorduras, ¢ um residuo gerado em grandes volumes

na produgdo de biocombustiveis, sabdo, acidos gordos, alcoois - de “acidos gordos, etc

(FELIZARDO, P. M. G. Produgdo de biodiesel a partir de 6leos usados de fritura. Lisboa:
Instituto Superior Técnico. Engenharia Quimica, p. 113, 2003). Por ser uma fonte
alternativa de carbono, o glicerol ou glicerina, suplementados ou néo, podem ser usados
como nutrientes na fermentagdo por Xanthomonas campestris para produzir um polimero
tipo goma xantana com bons rendimentos. Além disso, esses subprodutos (glicerol/
glicerina) apresentam um baixo valor comercial agregado, sdo obtidos de fontes renovaveis
e gerados em grande quantidade no pais, apresentando grandes problemas para o descarte.
A glicerina € normalmente usada na pfep;ragﬁo de diversos produtos da industria
férmacéutica, de alimentos e outros produtos como resinas alquidicas, poliol — poliéster,
celofane e explosivos, todavia o seu uso € condicionado ao seu grau de pureza, que deve

estar usualmente acima de 95% (SALVADOR, A. F.; MACHADO, A. S.; SANTOS, E. P.
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Purificagdo da Gliceﬁna Bruta Vegetal. Senai. BIODIESEL: o novo combustivel do
Brasil. Lauro de Freitas: p. 20-23, 2007). A demanda cresce mais nos mercados de uso
pessoal e higiene dental, e alimentos, onde o produto tem maior pureza e valor, que
corresponde a 64% do total. Em alimentos, a demanda de glicerina e derivados cresce em

PO ) N biodieselbr.com i RPN LYUIPR ¥ JEK TR Sy, TCpRps [pupupsy Jpu | JEpINNCISUSGN Nty
llp.l/WWW.Ul 1exc1urIr.cony UlUUleCllglltUl md/ UlUUlCBCl'glILeI ina.uenn,

4% ao ano (h
acessada em fevereiro 2007).

Os grandes volumes de glicerina, derivada da produgdo do biodiesel, geram a
perspectiva de problemas sérios de descarte, portanto, destinos vidveis de utilizagdo estdo
sendo buscados pela comunidade académica e empresarial.

Na Europa, 0 aumento de biodiesel, para atingir apenas alguns pontos porcentuais
do diesel, cobriria grande ‘parte -~da ‘~demanda ~“atual --por ‘glicerol
(http://www.biodieselbr.com/biodiesel/glicerina/biodiesel-glicerina.htm, acessadé em
fevereiro 2007). A produgio brasileira de biodiesel ¢ ainda incipiente, com 1.075 mil litros
no primeiro semestre de 2006 (Agéncia Nacional de Petréleo - ANP. Relatorio gerencial:
situacdo de produtores de biodiesel. Brasilia, mar. 2006). Ao se considerar um consumo
de 6leo diesel de 38 milhdes de L/ ano, a adi¢gdo de 2% de biodiesel a partir de 2008
regulamentada por lei deve gerar uma demanda de 760 milhdes de L/ ano (LICHT, F. O.
Word ethanol & biofuels report. F. O. LICHT, [S. L], v. 3, n. 13, 2005).

Estudos indicam que cada 90m’ de biodiesel produzido pela reagdo de
transesterificagdo sdo gerados 10m? de glicerina. Estima-se que a partir de 2008 e 2013,

havera um excedente de glicerina de ordem de 80 mil e 150 mil ton/ ano, respectivamente,
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no mercado brasileiro, muito maior que a atual na faixa de 30 mil ton/ ano (ABIQUIM.
Anuario da Indastria Quimica Brasileira. Sdo Paulo, 2005).
A xantana é um heteroexopolissacarideo natural produzido por fermentagdo

aerdbica por Xanthomonas campestris, importante do ponto de vista comercial devido sua

para recuperagdo de 6leo (CASAS J. A.; SANTOS V. E.; GARCIA-OCHOA F. Xanthan
Gum Production Under Several Operations Conditions: Molecular Structure and
Rheological Properties. Enzyme and Microbial Technology, v. 26, 282-291, 2000).

A goma xantana é um importante biopolimero induétrial introduzido em 1964. Por
ser completamente atéxica, a adigdo de xantana em alimentos € permitida desde 1965, pelo
Decreto Lei n° 55.871, da legislagao Brésileira de Alimentos (LTMA, U."A;"AQUARONE,
E.; BORZANI, W.; SCHMIDELL, W. Biotecnologia Industrial: processos fermentafivos €
enzimaticos. Sdo Paulo: Edgard Bliicher Ltda, v. 3, 125-154, 2001).

Esse biopolimero € o mais utilizado na recuperagéo terciéria de petréleo (EOR), néo
tendo até o momento nenhum outro em escala comercial que supere suas qualidades,
devido suas propriedades fisico-quimicas. Dentre estas propriedades destaca-se a sua
elevada viscosidade em baixas concentragdes e estabilidade em ampla faixa de temperatura
e pH. No Brasil, o substrato que contém sacarose como fonte de carbono € utilizado em
estudos cientificos para produgdo de goma xantana e representa um baixo custo de
produgdo quando comparado a outros paises onde o custo do meio fermentativo da glicose
representa um fator critico sob o aspecto comercial na producdo do polissacarideo.

Portanto, o Brasil mostra-se com grande potencial para fabricagdo deste biopolimero em
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escala industrial, ja que dispde de matéria-prima bésica para a produgdo: sacarose, extrato
de levedura e alcool do setor sucroalcodléirs (PADILHA; F."F."Produ¢ao de biopolimeros
sintetizados por microrganismos. Tese de Doutorado, UNICAMP, Campinas, 2003).
Entretanto, a diversidade de outras fontes de carbono é grande, podendo viabilizar o baixo
custo de produgdo, entre elas a glicerina ou glicerol.

Da produgio anual de 30.000 toneladas de goma xantana, aproximadamente 5.000
sdo usadas como. fluido na inddstria de petréleo. O consumo de goma xantana nos Estados
Unidos tem crescido anualmente entre 5-10%, entretanto somente € vidvel comercialmente
como grau alimeﬁtl'cio, devido principalmente ao alto custo de sacarose usado como fonte
ae carbono na fermentagio (STREDANSKY, M; CONTI, E. Xanthan Production by Solid
State Fermentation. Process Biochemistry;v. $4, »p.»#581-587,1999; “YOO=S.D;
HARCUM S. W. Xanthan Gum Prod_uctiOh ‘from "Waste Sugar Beet 'PQ’Ip’."Bioresource
Technology, v. 70, p. 105-109, 1999). Na industria petroquimica, o produto é considerado
estratégico por ser utilizado na lubrificagio das brocas de perfuragdo e também na
recuperagio secunddria de pogos de petrdleo, processos ja utilizados na Arabia Saudita e na
China e adotados pela Petrobras. No Brasil, a demanda pelo produto € de 3,5 mil toneladas
anuais (http://www.assintecal.org.br, acessada em margo 2007).

Ainda ndo se conhece uma produgdo economicamente viadvel de goma de xantana
por fermentagio de fontes de carbono alternativas. Entende-se que para viabilizar qualquer
processo produtivo industrial é necessario baixar os custos da matéria-prima e de produgéo
sem qualquer prejuizo da qualidade do produto ﬁnal. Uma alternativa € a utilizagio de

substratos baratos, desde que atendam as caracteristicas necessarias. Substratos alternativos
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tém sido estudados em todo mundo na tentativa de diminuir os custos de produgdo da goma
xantana (YOO, S. D.: HARCUM, S. W. Xanthan gum production from waste sugar beet

pulp. Bioresource Technology, v. 70.1, p. 13-15, 1999).

A presente invengdo relata que a utilizagdo do glicerol ou glicerina, provenientes do
processo de fabricagdo de biodiesel ou de outras fontes em bioprocessos, permite obter
substratos fermentativos alternativos de baixo custo para produgdo de polissacarideo tipo
goma xantana, auxiliando na resolugdio de problemas ambientais graves. Além de serem
residuos obtidos de fontes renovaveis, possui baixo custo por ser de dificil descarte e
gerados em grande quantidade no 'pais, e constituem, quando complementados
convenientemente com sais e nutrientes (geralmente uma fonte de nitrogénio e fésforo), um
substrato alternativo vidvel para a produgdo de polissacarideo tipo goma xantana por
fermentag3o, o que abre uma nova fonte de uso desse material € uma nova fonte de renda
para o setor.

Existem varias utilizagdes de glicerina ou glicerol para produgdo de compostos
organicos ou outros derivados da indistria quimica ou petroquimica como a patente
depositada no Brasil PI0413519-9, e de patentes de outros paises W02006111810,
W02005019153, W02006045584 ¢ W02006136336, no entanto, nenhuma delas propde o
uso da glicerina ou glicerol como fonte de carbono no meio fermentescivel para a produgo
de biopolimero tipo goma xantana.

As patentes oriundas do Brasil, P10406309-0, P10302205-6, P18200767-5, e de

outros paises como a PT74943 e JP11116603, sdo algumas das que citam a produgdo de



10

15

20

6/ 12

goma xantana, a otimizagdo do processo produtivo, medidas de viscosidade da goma e teor
de piruvato contido, entretanto todas as citagdes utilizaram sacarose ¢ glicose como fonte
de carbono na obtengdo da goma -xantana. Todas elas apresentam a desvantagem
competitiva de produzir goma xantana com um alto custo, tornando inviavel principalmente
sua utilizago no setor petroquimico que necessita de grandes quantidades. isto porque, as
fontes de carbono utilizadas possuem alto valor agregado, por ja serem comercialmente

aproveitadas e destinadas a fabricagdo de alimentos e alcool.

As patentes US2005095336, JP2006298819 e JP2005179255 s&o algumas das que

citam a utilizagdo de formulagdes de glicerina e/ou glicerol com goma xantana para

aplicagio em processos alimenticios, farmacéutico e afins, no entanto, apresentam |

desvantagens quanto ao encarecimento no mercado de alimentos, farmacéutico e outros
ramos, por utilizarem um complexo de gomas e reagentes organicos ou inorgénicos.

A patente US4071406 trata a produgdo de polissacarideo por Xanthomonas
utilizando soro de soja como substrato, esse residuo da agroindistria de grdos € gerado em
grandes quantidades e ainda nfo possui valor comercial agregado, no entanto, o autor

complementa o soro de soja com glicose e sacarose como meio nutritivo para a produgdo de

goma xantana, o que apresenta a desvantagem de utilizar um produto de alto custo para

suplementagdo, que encarece o produto final.

A patente US5434078 aborda a produgdo de goma xantana por diferentes linhagens
de Xanthomonas utilizando produtos residuais derivados do leite, no entanto fez
enriquecimento do meio nutritivo com um produto Sigma contendo lactose, vitaminas,

proteinas, lipidios e minerais. Este meio nutritivo, composto de soro de leite, possui a
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desvantagem de utilizar um composto industrializado para a obtengﬁo>de bidpoh’meros, 0
que podera encarecer o produto final além de néo agregar valores ambientais.

A patente, depositada no Brasil, PI0007342-3 ressalta a produgéo de goma xantana
por fermentagdo a partir de mandioca, batata e residuos da agroindistria cafeeira, no
entanto o hidrolisado da casca de café contém quantidades varidveis de cafeina, acido
caféico, acidos clorogénicos e taninos, que por serem substincias tdxicas e recalcitrantes,
inibem o crescimento microbiano sendo necessario a remogdo destes através de processos

de separagdo, apresentando a desvantagem de agregar custos ao produto final.

SUMARIO DA INVENCAO

Esta patente tem a vantagem de inventar.uma.nova.atilizagio -para.os.residuos,
glicerol ou glicerina, provenientes do processarniento-de biodiesel vude ~utras-fontes; que
sdo fontes renovéveis e possuem baixo valor econdmico agregado, além de minimizar os
impactos ambientais visto que os residuos sdo gerados em grande quantidade no pais e sdo
de dificil descarte.

As requerentes descobriram que esses residuos industriais podem ser utilizados
como substrato para a produgdo de polimeros tipo goma xantana, minimizando assim os

custos de producdo e tornando vidvel a sua utilizagio em areas de atuagdo que exigem

grandes quantidades de produto, como a indistria do petréleo, além da inddstria de

alimentos e farmacéuticas, onde ja sdo comercialmente utilizadas.

Uma dificuldade apresentada por esta invengdo € que estes subprodutos, por serem

provenientes de residuos industriais (mamona, soja, algoddo, etc.) com processos
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diferenciados entre as indistrias e devido & biodiversidade entre as diferentes espécies de
matérias primas do setor, podem possuir diferengas no teor de compostos a serem
bioconvertidos por Xanthomonas precisando ser mensurado caso a caso 0O respectivo

rendimento e/ ou propriedades reoldgicas do polissacarideo tipo goma xantana obtido em

cada caso.

DESCRICAO DETALHADA DO PROCESSO

A invengdo consiste na utilizagdo de residuo industrial proveniente da produg&o de
biodiesel ou de outras fontes, glicerina ou glicerol, para producdo de goma xantana por
fermentagdo. A invengio envolve a otimizagio dos parimetros fisico-quimicos do processo
fermentativo de produgdo da goma xantana a partir da ilariagﬁo da concentragdo de residuo
industrial, glicerol ou glicerina, bem como a variagdo de outras fontes de nutrientes.(fonte
de nitrogénio e fonte de fosforo) do meio fermentativo.

Conforme a invencdo, as cepas de Xanthomonas utilizadas no processo fermentativo
sdo capazes de produzir polimeros tipo goma xantana com caracteristicas reoldgicas
comerciais a partir dos residuos industriais.

A bioconversdo de glicerol ou glicerina em polissacarideo tipo goma xantana inicia
pela manutengdo e conservagdo da cepa de Xanthomonas, que € realizada por repicagem
por periodo que pode ser de 3 a 15 dias, em tubo. inclinado, em.meio.contendo YM agar,
incubada em temperatura entre 25 a 32°C por tempo de 12 a 32 horas. Posteriormente, para
aumentar 0 hﬁmero de células de Xanthomonas, o in6culo é preparado com célula de

Xanthomonas por 48 horas, em agitador orbital em temperatura entre 25 e 32°C e agitagéo
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entre 60 e 300 rpm, em meio liquido contendo glicose (0,5 a 2,5%), extrato de malte (0,1 a
1,0%), extrato de levedura (0,1 a 1,0%) e peptona bacteriolégica'(0,1 a1,5%).
O crescimento microbiano é diretamente influenciado pela fonte de nitrogénio

empregada no processo fermentativo. Algumas fontes de nitrogénio podem ser empregadas

Al
cloreto ou sulfato de amdénio,

como, por exemplo, sais de amd
peptona, extrato de malte, uréia, extrato de levedura, levedura de cerveja ou alcool
(Saccharomyces cerevisiae) que podem ser usadas separadamente ou associadas. Esta
invengdo prefere que seja usada como fonte de nitrogé€nio no processo de produgéo de
polimeros tipo goma xantana, nitrato de pdtéssio, extrato de levedura ou uréia.

A produgio de polimeros tipo goma xantana, em fermentagdo liquida, se da pela
transferéncia da solugdo de inéculopara-o'meio de produgio, na-propor¢io-de-5-a25% em
volume. O meio fermentativo de produgdo do ~biopolimero utilizado & cofnposto
basicamente de 0,5 a 10% de glicerina ou glicerol; puro e/ ou impura; sélida, liquida ou
outras formas, com pH ajustadolbﬁgtgg 6,0 e 8,0 e complementados com fonte de nitrogénio
(0,005 a O,SV%) e fonte de potassio (0,01 a 1,0%), inoculados e incubados entre 25 e 32°C
em agitador orbital com rotag4o entre 60 e 1000 rpm, durante 2 a 6 dias.

O polissacarideo tipo goma xantana produzido € soluvel em agua e aumenta
substancialmente a viscosidade do meio. A separagdo das células de Xanthomonas do
polimero ppde ser realizada por centrifugagdo (3000 a 18000 rpm, -5 a 30°C, por 5 a 80
minutos). A extragdo do caldo de fermentagdo pode ser feita por precipitagdo da goma
xantana com volume apropriado de alcool etilico (1:2 a 1:5 v/v). A goma precipitada pode

ser removida por filtragdo, secada por diferentes técnicas e triturada para obten¢do de um
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p6 granulado. O alcool utilizado no processo para precipitar a goma xantana produzida,

pode ser recuperado por destilagéo.

EXEMPLO 1

Como referéncia demonstrativa e néo restritiva, foi utilizado glicerol P.A., glicerina P.A. e
glicerina bruta oriunda da transesterificagdo da inddstria do biodiesel doada pelo
Departamento de Ciéncias Exatas da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), em

[lhéus-BA. As cepas de Xanthomonas utilizadas foram doadas da Colegdo de Culturas de

Fitobactérias do Instituto Biolégico — IBSBF, Campinas-SP. -

EXEMPLO 2

Como referéncia demonstrativa e ndo. restritiue, «2s.cepas.4os. micrerganismes usados.na
produgio de polimeros tipo goma xantana, para ndo perderem sua viabilidade, foram
conservadas, por repicagem, a cada periodo de 15 dias, em tubo contendo meio de cultura
sélida YM agar, incubadas em temperatura entre 25 a 32°C por 2 dias. Para a propagagdo
celular foi produzida inicialmente uma solugfo indculo de células das cepas com idade de
48 horas em meio YM liquido (sem agar) e colocado em agitador orbital na temperatura de

28 + 2°C e agitagdo de 150 a 250 rpm.

EXEMPLO 3

Como referéncia demonstrativa € ndo restritiva, uma solugdo aquosa contendo 0,5 a 10% de

glicerina ou glicerol na forma liquida, pura e oriunda do biodiesel, cada um testado
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independentemente, obtidos de acordo com EXEMPLO 1, em um frasco erlenmeyer de 250

mL, foi submetida a agitagdo para obtengdo’da maxima*homogengizagao.

EXEMPLO 4

Como referéncia demonstrativa e ndo restritiva, 50 a 120 mL do homogeneizado produzido
de acordo com o EXEMPLO 3, sdo distribuidos em frascos erlenmeyer de 250 mL,
adicionado 0,005 a 0,5% de uréia (fonte de nitrogénio) e 0,01 a 1,0% de K;HPO, (fonte de
potassio € fésfbro) sdo distribuidos em frascos erlenmeyers, resistente a autoclavagem, de
250 mL. Caso necessario, o pH do meio deve ser ajustado préximo & neutralidade. Os
frascos foram esterilizados em autoclave a 100 a 140°C por 15 a 50 minutos. Ap6s resfriar
a solugdo, os frascos sdo inoculados com 10 a 20% de solugdo de células de Xanthomonas

preparada conforme o EXEMPLO 2, .incubados.2.25.2.329C. durante.48.2.144 horas, e€m

condi¢des de agitagdo (200 a 300 rpm).

EXEMPLO 5

Como referéncia demonstrativa e ndo restritiva, a goma xantana produzida € precipitada
com 4alcool etilico numa proporgédo de 1:3a1:4 (v/v), e seca em estufa (30 + 2°C) por 24 a
72 horas. Apds a fermentagdo, foi ‘aitalisatio “nio -‘-”Cé’r}ﬁo“*’fermentzitivo“*“'&e""éada"‘"fra‘sqo,‘“'a
concentragdo de goma xantana ﬁroduz'idal ‘Utilizando o glicerol PA. liquida obteve-se 1,3 a
8,2 gL de polissacarideo tipo goma xantana, utilizando a glicerina pura liquida obteve;se
2,3 a 5,0 gL' de polissacarideo tipo goma xantana e, utilizando a glicerina bruta liquida

obteve-se 1,8 a 5,5 gL' de polissacarideo tipo goma xantana, dependendo da cepa de
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Xanthomonas utilizada. Estes Qalores foram de 1 a 10 vezes maiores que os obtidos para
produgio de goma xantana a partir de sacarose como fonte de carbono no meio
fermentativo, nas mesmas condigdes de produgdo dependendo da cepa utilizada. Os
biopolimeros produzidos apresentaram coloragdo clara, produzindo um polimero de

caracteristicas especiais, de baixo custo

comercial.

EXEMPLO 6

Como referéncia demonstrativa e nfo restritiva, a viscosidade aparente méxima das gomas
obtidas, dependendo das cepas Xanthomonas utilizadas, variou de 180,67 a 208,82 mPa.s,
utilizando glicerol ou glicerina pura e oriunda do biodiesel; e de 78,31 a 146,92 mPa.s,

utilizando sacarose pura, ambas numa concentragdo de 1%, e taxa de cisalhamento de 2557

a25°C.
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REIVINDICACOES

1. “PRODUGCAO DE POLISSACARIDEO TIPO GOMA XANTANA POR
Xanthomonas EM MEIO FERMENTATIVO COM GLICEROL OU GLICERINA”,
utilizando a bactéria Xanthomonas, CARACTERIZADO pelo aproveitamento do residuo
industrial, glicerol ou glicerina oriunda da producdo de biodiesel ou de outras ‘fontes, como
fonte de carbono em processos fermentativos, sendo extremamente favoravel.

2. “PRODUCAO DE .POLISSACARiDEO TIPO GOMA FXANTANA POR
Xanthomonas EM MEIO FERMENTATIVO COM GLICEROL OU GLICERINA”,
utilizando a bactéria Xanthomonas, CARACTERIZADO pelo aproveitamento do residuo
industrial, glicerol ou glicerina, puro ou impuro, na suas diversas formas fisicas (solida,
liquida ou outras formas), da producdo de biodiesel ou de outra fonte, como fonte de
carbono no substrato em processos fermentativos, sendo extremamente favoravel.

3. “PRODUCAO DE POLISSACARIDEO TIPO GOMA XANTANA POR
Xanthomonas EM MEIO FERMENTATIVO COM GLICEROL .OU GLICERINA”, de
acordo com a reivindicagdo 1 e 2, CARACTERIZADO pela aplicagéo de diferentes valores
para as variéveis fisicas do processo fermentativo, tais como: concentragdo da fonte de
carbono (0,5 a 70%), temperatura de .25.a.32°C,.pH.de..6.2 7, .xotagio..com injegdo
controlada de oxigénio ou nédo e_' tempo de fermentagiode 2:a-6'dias.

4. “PRODUCAO DE POLISSACARIDEO TIPO GOMA XANTANA POR
Xanthomonas EM MEIO FERMENTATIVO COM GLICEROL OU GLICERINA”, de

acordo com a reivindicagdo 1, 2 e 3, CARACTERIZADO pela suplementagio dos residuos
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com fonte de nitrogénio, fosforo e potassio no meio fermentativo, de natureza diversa e ém
concentra¢des variadas determinadas para cada cepa utilizada de Xanthomonas.

5. “PRODUCAO DE POLISSACARIDEO TIPO GOMA XANTANA POR
Xanthomonas EM MEIO FERMENTATIVO COM GLICEROL' OU GLICERINA”, de
acordo com a reivindicagdo 1, 2, 3 e 4, CARACTERIZADO peio uso de bioreatores € ou
fermentadores continuos ou em batelada, aerados e agitados mecanicamente.

6. “PRODUCAO DE POLISSACARIDEO TIPO GOMA XANTANA POR
Xanthomonas EM MEIO FERMENTATIVO COM GLICEROL OU GLICERINA”, de
acordo com a reivindicagﬁd 1, 2, 3, 4 ¢ 5, CARACTERIZADO pelas etapas de
pasteurizag:ﬁé e/ ou esterilizagdo; pela purificagdo da goma produzida com ou sem
centrifugagdo; da precipitagdo com solventes ‘orgdnicos; separagdo por filtragdo; secagem

por estufa, liofilizagdo ou atomizador tipo spray drier; € moagem para obtengdo da goma

xantana em po.
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RESUMIO

A presente patente de invencdo refere-se a “PRODUCAQ DE PQLISSACAREEO
TIPO GOMA XANTANA POR XANTHOMONAS EM MEIO FERMENTATIVO
COM GLICEROL QU GLICERINA” utilizando glicerina ou glicerol, puro ou
impuro, com diferentes formas fisicas (sélida ou liquida) ou de outras formas,

subproduto do biodiesel ou de outras fontes, como fonte de substrato, suplementado ou

ndo com nitrogénio ou potassio e outros nutrientes, em meio de cultura utilizadc na
fermentacio por Xanthomonas para a obtengdo do polissacarideo tipo goma xantana,
utilizando reatores aerados e agitados. A invencdo visa obter substratos alternativos de
baixo custo para o processo fermentativo na produgdo de polissacarideo tipo goma
xantana quando comparado ao processo industrial de bicconversdo de sacarcse ou
glicose. Esta invengdo envolve a otimizacio dos pardmetros fisico de fermentacdo tais

como pH, temperatura, tempo e velocidade de agitacdo, € a avaliacdo da necessidade de

fonte adicional de nitrogénio, fosforo e potassio, ou outros nutrientes, no substrato.
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