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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar a producdo de goma xantana
utilizando X. campestris ATCC 13951 e soro de queijo desproteinado. Foram feitos
ensaios preliminares para determinar as condi¢coes de fermentacédo: 29 °C, pH inicial
7,0 e 180 rpm em agitador orbital por 72 horas. Fez-se dois planejamentos
experimentais utilizando as variaveis: concentracdo de lactose no soro de queijo,
concentragdo de extrato de levedura e sulfato de aménio ou uréia como fonte de
nitrogénio. O melhor resultado quanto a producdo de goma foi obtido com meio
contendo soro desproteinado, lactose (44 g/L), extrato de levedura (3 g/L) e sulfato de
aménio (1,5 g/L) cuja producao de goma alcancou 20,28 g/L em 72 h de fermentacao.
Em meio constituido de soro desproteinado, lactose (44 g/L), extrato de levedura (3 g/L)
e uréia (2 g/L) no lugar de sulfato de aménio, a producao de goma alcangou 18,96 g/L.
Entretanto, utilizando apenas o soro de queijo desproteinado, a producdo de goma foi
praticamente a mesma, atingindo 19,68 g/L. Portanto, a suplementacdo do soro de
queijo desproteinado com fontes de nitrogénio para producdo de goma xantana é
desnecessaria, visto que as fracdes de proteinas e outros compostos nitrogenados do
leite foram suficientes para suprir este elemento a bactéria. O aumento da concentragao
de lactose no soro desproteinado ndo aumentou a produgdo de goma, obtendo-se

melhores resultados em meio com baixa concentragao da fonte de carbono.

Sendo o soro de queijo um sub-produto abundante e de baixo custo, este processo
torna-se interesante na producdo de goma xantana, visto que este polissacarideo tem
importante utilizagdo a nivel industrial sendo atualmente muito utilizada na elaboracao
de produtos alimenticios.
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ABSTRACT

The objective of this work was to study the xanthan gum production using X.
campetris ATCC 13951 and de-proteinated cheese whey. Some preliminary assays
indicated as good fermentation condition 29 °C, initial pH 7.0 and 180 rpm in shaker
during 72 hours. Some assays were done obeying experimental planning being the
variables the lactose concentration at the de-proteinated cheese whey, yeast extract
concentration and ammonium sulfate or urea as nitrogen source. The best result was
obtained in the medium using de-proteinated cheese whey containing 44 g/L of lactose,
3 g/L of yeast extract and 1.5 g/L of ammonium sulfate, where the gum production
reached 20.28 g/L. At the medium using de-proteinated cheese whey (44 g/L of lactose),
yeast extract (3 g/L) and ammonium sulfate replaced by urea (2 g/L) the gum reached
18.96 g/L. However, when the de-proteinated cheese whey was used alone as culture
medium the gum production, almost reached the same concentration (19.68 g/L).
Therefore, the cheese whey supplementation with nitrogen sources to xanthan gum
production is not necessary, since the protein fractions and others compounds
containing nitrogen from whey that remain in the de-proteinated cheese whey are
sufficient to supply this element at the bacteria. The increase of the lactose
concentration in the de-proteinated cheese whey do not increase the gum production
obtaining better results in half with low concentration of carbon source.

Cheese whey is an abundant and low cost byproduct, so this process becomes
interesting for the production of xanthan gum, since it has important industrial use bing
widely used in the preparation of food products.
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1. INTRODUCAO

Os biopolimeros sdo macromoléculas formadas por monossacarideos e derivados
acidos, podendo ser sintetizados por bactérias, fungos e leveduras. Por suas
caracteristicas reoldgicas, os biopolimeros encontram ampla aplicagdo em processos

industriais e particularmente na industria de alimentos.

A goma xantana é um heteropolimero produzido em processos fermentativos por
micro-organismos do género Xanthomonas espécie X. campestris, a qual é composta
de duas moléculas de manose e uma de acido glucurdnico. Este polissacarideo tem
ganhado ampla aplicacao industrial devido a sua habilidade de se dissolver tanto em
agua fria quanto quente, alem de apresentar uma alta viscosidade em comparagao com
outras gomas, inclusive em baixas concentragdes como 0,05% (p/v) (WAITES, 2001).

A producao, comercializacdo e utilizacdo da goma xantana como espessante e
estabilizante tem se tornado crescente nos ultimos anos. Aproximadamente 50 000 tons
de goma xantana sao produzidas anualmente consumidas entre outras, pelas industrias
de petréleo, alimentos, farmacéutica e de produtos agricolas; a industria de alimentos
utiliza aproximadamente 40% da producdo anual de goma xantana como estabilizante,
ganhando na atualidade quase um quarto do mercado Norte Americano como
estabilizante em alimentos; no entanto, a utilizacdo desta goma é limitada devido a seu
alto custo quando comparado ao preco do amido ou outros polimeros sintéticos
(WAITES, 2001; ROSALAM e ENGLAND, 2006).

A nivel industrial, a goma xantana € o polimero mais utilizado em Recuperacéo
Terciaria de Petréleo (EOR), ndo tendo até o momento nenhum outro substituto em
escala comercial que supere suas qualidades (NAVARRETE, 2000).



A xantana utilizada comercialmente no Brasil ndo € produzida em ambito nacional,
dependendo exclusivamente de importacées. O Brasil tem um elevado potencial
econbmico para a implantacao da industria de produ¢do de goma xantana, uma vez
que possui matéria-prima basica para a producao e recuperacao da goma ja que é bom
produtor dos insumos basicos para producdo de xantana, que sao acucar e alcool,
colocando o pais numa posicao favoravel e competitiva frente a paises que dominam
esta tecnologia, como o Japao, Estados Unidos, Franca, Austria e China. (BORGES e
VENDRUSCOLO, 2008; SOUZA et al., 2012). No entanto o uso de acucar puro
(sacarose) como fonte de carbono para produgao da goma xantana incrementa o custo
de producao deste polissacarideo, razao pela qual se tem procurado outras fontes a
serem utilizadas no seu processo de elaboragéao.

O Brasil € um dos paises com maior producao de leite e derivados lacteos. Em
2009, a producédo de queijo no Brasil foi de aproximadamente 614 000 tons, o que
corresponde a uma producdo de soro de aproximadamente 5 526 000 tons, o que
segundo o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ira aumentar
nos proximos anos. Este fato torna possivel a utilizagdo desde subproduto da industria
de queijos; de alto valor nutricional e baixo custo, como meio fermentativo no processo

de elaboracado de goma xantana.

Assim € esperado que o Brasil, como muitos outros paises latinoamericanos,

consiga suprir a demanda deste polissacarideo, conferindo-lhe maior valor agregado.



2. JUSTIFICATIVA

Na industria de alimentos a goma xantana encontra ampla aplicatividade pelas
diversas caracteristicas e vantagens reoldgicas que apresenta; é utilizada em
panificagdo, produgdo de bebidas, derivados lacteos, sobremesas, frutas em calda,
purés, temperos, molhos para saladas, carnes (bovina, frango e peixe), xaropes e
coberturas, sorvetes, sucos artificiais, assim como também em alimentos para animais
(WHISTLER e BEMILLER, 1993; NUSSINOVITCH, 1997).

A industria de alimentos é uma das maiores produtoras de subprodutos e/ou
rejeitos a nivel mundial. Estima-se que pelo menos 10% dos residuos totais produzidos
pela atividade industrial e comercial, correspondem a industria de alimentos. As aguas
residuais da industria alimenticia caracteriza-se por seu conteddo organico facilmente
biodegradavel (carboidratos, proteinas e lipidios) (DOBLE e KRUTHIVENT]I, 2005).

Se estas aguas antes de serem eliminadas, nao receberem previamente o devido
tratamento, pode-se originar sérios problemas ambientais ja que pela natureza orgéanica
destas aguas que contem elevadas concentragcdes de solidos suspensos, a demanda
biolégica de oxigenio (DBO) e demanda quimica de oxigenio (DQO) para seu processo
de degradacao é muito alta (WANG, 2006).

A industria de laticinios gera grandes volumens de &guas residudrias no
processamento dos diferentes derivados lacteos, principalmente na elaboracado de
queijos onde € gerado o soro. Na atualidade, o soro de queijo entre outros meios
complexos provenientes de processos industriais primarios, forma parte das inumeras
pesquisas na busca das melhores condigdes para a producdo da goma xantana por
processos fermentativos j& que proporciona as condicbes necessarias para 0

crescimento dos micro-organismos que produzem este polissacarideo.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
O presente trabalho tem como obijetivo geral estudar o processo de producéao de
goma xantana por linhagem X. campestris ATCC 13951, utilizando soro de queijo

desproteinado como meio de cultivo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as condi¢des 6timas de producdo de goma xantana, utilizando soro de
queijo desproteinado como meio de cultivo.

e Estudar o efeito da concentracao de lactose, extrato de levedura, sulfato de aménio

ou uréia na producao de goma xantana.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. POLISSACARIDEOS BACTERIANOS

Muitas bactérias Gram-negativas sintetizam e excretam polimeros extracelulares
(exopolissacarideos-EPS) com diversas funcdes bioldgicas, assim como protecdo da
célula contra condicdes adversas do meio. Os EPS microbianos podem ser i6nicos ou
nao ibnicos, ramificados ou nao ramificados e podem ser homopolissacarideos,
formados por um unico tipo de polissacarideo, como as gomas dextrana e curdulana;
ou apresentar uma estrutura mais complexa contendo alem de monossacarideos
alguns outros compostos quimicos, como a goma xantana (SUTHERLAND, 1994;
ANDRADE e ROJAS, 2012).

Os dois EPS com maior e merecido estudo e geralmente produzidos em escala
comercial sdo a goma xantana, produzida por Xanthomonas campestris e goma gelana,
produzida por Sphingomonas paucimobilis (ANDRADE e ROJAS, 2012).

4.2. Xanthomonas campestris

Xanthomonas é um género que pertence a familia Pseudomonaceae. Todos os
micro-organismos desse género sao fitopatogénicos, com exce¢do do Xanthomonas
maltophilia (SWINGS, CIVEROLO e SUTHERLAND, 1993; GARCIA OCHOA et al.,
2000).

Uma das mais sérias bacterioses de culturas vegetais é a Podriddo Negra,
causada pelo X. campestris pv. campestris. Essa doenga pode ser observada em
qualquer estagio de desenvolvimento da planta e caracteriza-se por veias nas folhas
que se tornam amarelas e negras. E de desenvolvimento rapido, propagando-se em
poucas semanas, levando a planta a morte e, conseqientemente, a grandes perdas
econbémicas (OLIVEIRA et al., 2000; AZEVEDO, MICHEREFF e MARIANO, 2002).



O género Xanthomonas é composto por bactérias Gram-negativas nao
esporuladas, em forma de bastdo com um unico flagelo movel, estritamente aerébia.
Sao fitopatogénicas e geralmente apresentam-se como colénias mucoides capazes de
produzir um polissacarideo chamado xantana produzida por diferentes espécies do
género Xanthomonas, como X. fragariae, X. oryzae pv. Oryzae, X. campestris sendo
esta Ultima a mais utilizada na producdo de goma xantana a nivel industrial
(BRADBURY, 1984; GNANAMANICKAM, 2006).

Em comparacdo com as bactérias Gram-positivas, as bactérias Gram negativas
apresentam parede celular mais fina, devido a menor quantidade de peptidoglicano, e
tem como maior componente um macropolimero, chamado lipopolissacarideo o qual
fornece uma barreira hidrofilica a superficie celular (PORTILHO, 2002).

A presenca de uma camada de polissacarideo extracelular (EPS) aumenta a
hidrofilicidade da superficie em muitas bactérias. O EPS pode formar uma camada
coesiva e aderente, chamada “capsula”’, ou formar um polissacarideo livre e
“mucilaginoso” com pouca ou nenhuma aderéncia celular. Pode-se utilizar o termo
polissacarideo extracelular ou exopolissacarideo para ambos os tipos de polissacarideo
(SUTHERLAND, JEON e FRIEDLANDER, 1988).

A Xanthomonas campestris (Figura 1), desenvolve e produze exopolissacarideos
numa extensa gama de substratos de carbono, incluindo amino acidos, ciclos
intermediarios de 4cido citrico e carboidratos. Sais de ambnia ou amino acidos podem
ser utilizados como fonte de nitrogénio e s@o necesséarios varios ions para o
crescimento da bacteria e a sintese e producdo do polissacarideo, a qual pode ser
afetada na falta de algum destes componentes no meio (SUTHERLAND, 2005).



Figura 1 - Xanthomonas campestris

4.3. USO DE POLISSACARIDEOS BACTERIANOS EM ALIMENTOS

Os polissacarideos sao incorporados nos alimentos pela capacidade de controle
da textura dos mesmos, modificando as propriedades reoldgicas ou a presenca de
agua, eles previnem ou reduzem a formacao de cristais em alimentos congelados,
assim como também tém influencia na aparéncia, cor e sabor dos alimentos
preparados. Por estas habilidades dos polissacarideos, eles sdo utilizados para
estabilizar espumas e emulsées (SUTHERLAND, 2005).

Geralmente os polissacarideos adicionados aos alimentos provém de bactérias,
leveduras, fungos, algas e plantas. Dentre os polissacarideos microbianos, a dextrina
foi o primeiro a ser comercializado e o primeiro a ser aprovado para uso alimenticio,
mas foi utilizado pouco tempo para este fim. Os exoplossarideos microbianos tém um
uso mais limitado, e s6 dois deles sado geralmente utilizados na industria de alimentos, a
xantana e a gelana (SUTHERLAND, 2005).



4.4. GOMA XANTANA

4.4.1. Origem da Xantana

Na década de 1950, uma nova geragdo de produtos surgiu no mercado
internacional: os polissacarideos de origem microbiana. Até entdo, os polissacarideos
utilizados eram os originados de plantas marinhas e terrestres. A produgdao microbiana
desses polimeros em condicbes controladas de fermentagdo, garante um material de
qualidade e fornecimento constante, vantagem que tem sobre a producdo a partir de
plantas; ainda a grande diversidade de estruturas quimicas capaz de ser elaborada
pelos micro-organismos possibilita a obtencdo de polimeros hidrossolliveis com
diferentes propriedades. A esse grupo de polissacarideos solUveis em agua, de origem
vegetal, animal ou microbioldgica, foi dada a designagcdo de gomas industriais
(LUVIELMO e SCAMPARINI, 2009)

A goma xantana é o polimero que mais tem sido utilizado em alimentos em muitos
paises do mundo. Foi descoberto por pesquisadores do departamento de agricultura
dos Estados Unidos (USDA) no Northern Regional Research Laboratory (NRRL)
durante estudos de identificagcdo de microorganismos que produzissem gomas soluveis
em agua e observaram que a bacteria Xanthomonas campestris, isolada de repolho
roxo, produzia um polissacarideo extracelular com excepcionais propriedades
reoldgicas, sendo isolada pela primeira vez por Jeanes et al. em 1961 (WHISTLER e
BEMILLER, 1993; KATZBAUER, 1998).

ApGs a descoberta da xantana, muitas pesquisas foram realizadas por diferentes
laboratérios industriais até comecar a ser produzida semi industrialmente nos Estados
Unidos pela empresa Kelco. Inicialmente, a xantana foi introduzida na industria com
aplicacbes ndo alimenticias, mas, apds ser comprovada a ndo toxicidade deste
polissacarideo pelo departamento de agricultura dos Estados Unidos (USDA) no
laboratério de pesquisa de Western, em testes de alimentagido aplicados até a 32

geragao em ratos e caes, a goma ganhou grande importancia na industria de alimentos,



sendo liberada pela U.S Food and Drug Administration (FDA) em 1969. Isto permitiu a
utilizacao deste polissacarideo numa ampla gama de produtos alimenticios como leite e
derivados, carnes e produtos carneos, panificacao, sucos artificiais, entre outros, assim
como em materiais que tem contato direto com os alimentos, como em embalagens.
Posteriormente, a utilizagdo da xantana em alimentos foi aprovada também pela Food
and Agriculture Organization (FAO) e a World Heard Organization (WHO) das nagdes
unidas (WHISTLER e BEMILLER, 1993; NUSSINOVITCH, 1997; WAITES, 2001).

4.4.2. Biosintese da Xantana

A goma xantana é um polissacarideo sintetizado por uma bactéria fitopatogénica
do género Xanthomonas, e tem extrema importancia comercial (FONTANIELLA et al.,
2002).

A cadeia da xantana é formada pela adicdo sequencial de D-glucose-1
phosphate e D-glucose, respectivamente, de dois mols de UDP-D-glucose. Depois
disso, D-manosse e acido D-glucurénico sao adicionados de GDP-manosse e acido
UDP-glucurénico, respectivamente. Cada etapa requer de uma enzima especifica e um
substrato especifico. Ausencia de enzima ou de substrato inhibe a sintese do
polissacarideo. Dependendo da cepa utilizada e as condigbes fisioldgicas onde a
bacteria tenha crescido e portanto da estrutura exata do polimero formado, grupos O-
acetil sdo transferidos da CoA acetil ao residuo de manosse interna e piruvato do
fosfoenolpiruvato é adicionado a manose terminal (SUTHERLAND, 2005).

A acetil CoA e o fosfoenolpiruvato ndo sao facilmente aproveitados durante
algumas fases de crecimento que permita a completa acilagdo das unidades repetitivas
da xantana. Consequentemente, a xantana sintetizada no meio de cultura representa os
produtos de todas as fases de crescimento e é possivel uma mistura de varios tipos de
moléculas com graus variaveis de acilacdo e massas variaveis (SUTHERLAND, 2005).



A sintese de xantana em laboratério pode ser por fermentagcdo continua ou
intermitente. A maior parte, se ndo a totalidade, da producdo comercial é feita em
batelada (TAIT, SUTHERLAND e CLARKE-STURMAN, 1986; SWINGS, CIVEROLO e
SUTHERLAND, 1993).

A xantana é sintetizada principalmente quando a bactéria parou de crescer.
Usualmente a concentragao final obtida é entre 20 e 30 g/L com rendimentos sobre
aclicar que oscilam entre 50 e 70% e produtividades de 0,5 g/L-h (GARCIA,
QUINTERO e LOPEZ, 2004).

4.4.3. Estrutura da Xantana

A composicao quimica da xantana tem sido amplamente estudada, por se tratar
de uma estrutura passivel de mudancas ocasionadas pelas diferentes condicoes
operacionais aplicadas durante a fermentagdo, como também pelo micro-organismo
produtor (BORGES e VENDRUSCOLO, 2008).

O polissacarideo xantana, produzido por diferentes espécies de Xanthomonas,
contém normalmente glucose, manose e acido glucurdnico, exceto X. vesicatoria, que
contém galactose em substituicdo a manose (ORENTAS, SLONEKER e JEANES,
1963).

A xantana apresenta-se com uma estrutura primdria composta de repetidas
unidades pentassacaridicas, sua estrutura foi delucidada por Jansson et. al em 1975 e
consiste em uma cadeia principal de (1,4) B-D-glicose com estrutura muito parecida a
da celulose. A esta cadeia principal de glucano, correntes laterais de trissacarideos
estdo ligados alternadamente, através de O-3 (D-glicose da cadeia principal) ao C1 do
primeiro residuo B-d-manose. Na posicdo C2 desta unidade, esta localizado uma
unidade de &acido glucurénico, que esta relacionada com a posicdo C1 da segunda
unidade de D-manose. Um grupo de piruvato esta ligado as posicdes 4 e 6 desta
unidade de manose terminal, sendo a manose interna parcialmente acetilada no C6. A

presenga de acido piravico na metade da unidade terminal de manose representa
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aproximadamente 60% da molécula, conferindo a goma muitas das suas propriedades
Unicas de viscosidade, extraordinaria resisténcia a hidrélise e propriedades de
uniformidade fisica e quimica. A presenga da cadeia lateral na estrutura deste
polissacarideo permite a completa hidratacdo dele em agua (SLONEKER e JEANES,
1962; JANSSON, KENNE e LINDBERG, 1975; NUSSINOVITCH, 1997).

A literatura tem mostrado que variagdes quantitativas entre polimeros produzidos
por diferentes micro-organismos do género Xanthomonas, sdao mais comuns que
diferencas qualitativas. As principais variagdes sao relativas ao conteudo dos acidos
pirdvico e acético. O contelddo de acido piravico no polissacarideo de diferentes
espécies e cepas de Xanthomonas foi avaliado, inicialmente por Orentas, Sloneker e
Jeans (1963), os resultados entre as espécies variaram de 1,05% a 7,64 %.

A xantana comercial & acrescentada de piruvato na faixa de 30 a 40% e de
acetato na faixa de 60 a 70% existindo substanciais variacbes nestas proporcoes
(NUSSINOVITCH, 1997).

A molécula de xantana é perfeitamente regular quanto a presenca de ramificagdes
em uma glicose a cada duas. No entanto, ha uma certa irregularidade, pois nem todas
as cadeias laterais sdo acetiladas ou piruvatadas. Frequientemente, ndo esta piruvatada
mais que uma cadeia de cada duas, mas essa proporcao varia em funcdo da cepa
utilizada e das condicdes de cultivo (LINDEN e LORIENT, 1996).

A estrutura secundaria da xantana depende das condigdes sob as quais a
molécula é caracterizada. A molécula pode estar em uma conformagédo ordenada ou
desordenada. Dois modelos tém sido propostos para a estrutura secundaria da
molécula de xantana: simples e dupla hélice A conformacao ordenada pode ser nativa
ou renaturada; ndo ha consenso quanto a existéncia de relacado entre a natividade da
conformacdo e o tipo de estrutura verificada. A forma nativa estd presente em
temperaturas abaixo do ponto de transi¢cdo conformacional da molécula, que depende
da forca i6nica do meio em que a xantana produzida estd dissolvida. A transicao

conformacional ordem-desordem é dirigida pela ocorréncia de temperaturas acima do
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ponto de transicdo e/ou a reducéo da forga ibnica. Tanto a manutengédo da conformacéao
nativa (ordenada), quanto a renaturada (re-ordenada) dependem dos mesmos fatores
(BORN, LANGENDORFF e BOULENGUER, 2003).

CH.OH

CH,yCOOCH;

Figura 2 - Estrutura quimica da Goma Xantana

Fonte: Nussinovitch A. 1997. (Reproduzida com autorizagdo da NutraSweet Kelco Co.)

O comprimento da molécula de xantana varia em fungdo da cepa da bacteria
utilizada, da composicao do meio de cultura e do processamento de obtengdo. Assim,
alguns autores estiman que o peso molecular da xantana encontra-se na faixa de 3-
7,5x10°, outros autores reportam peso molecular de 2 - 2,5x10° a 5 x10” ou inclusive
valor muito menor de 3x10° frente a uma forte dissociacdo no meio, isso porque a
xantana tende a apresentar agregacao de diversas cadeias individuais (WHISTLER e
BEMILLER, 1993; NUSSINOVITCH, 1997; PAPAGIANNI et al., 2001).

A sua estrutura ramificada e o alto peso molecular que apresenta conferem a
xantana alta viscosidade inclusive em baixas concentragdes, a qual diminui com o

aumento da deformagédo do fluido pelo que a xantana apresenta um comportamento
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pseudoplastico. A viscosidade das solugdes praticamente ndo se vém afetadas com as
variacdes de temperatura e pH, mantendo esta caracteristica em faixas de temperatura
de 4 até 93 °C, e de pH entre 1 e 13, assim como também com forcas idGnicas
equivalentes a concentracdes de cloreto de sédio entre 0,05 e 1% (LIMA et al., 2005).

4.4.4. Propriedades fisicas da Xantana

O polissacarideo que para uma bactéria € usado como protecdo contra a
dessecacao, ou ataque de amebas, fagécitos e bacteriéfagos, é para n6s um produto
capaz de formar solugdes viscosas em meio aquoso, mesmo em baixas concentragdes
(SOUZA e VENDRUSCOLO, 1999).

Das aplicagbes industriais e das muitas propiedades dos poliasacaridios em
solugcdo aquosa a xantana tem sido objeto de um grande numero de estudos de
estrutura e estudos fisico quimicos.

A estrutura da xantana confere um nimero de propiedades fisicas ao polimero, as
quais sao utilizadas nas industrias de alimentos entre outras. E estavel em pH acido ou
alcalino e forma uma dispercao pseudoplastica em agua. Concentragdes relativamente
baixas de polissacarideo produzem solugbes altamente viscosas e esta viscosidade
nao varia muito em elevadas temperaturas. Estas solugbes sdo compativeis com muitos
outros ingredientes alimenticios realgando o sabor dos produtos. As técnicas utilizadas
para determinar os atributos fisicos do exopolissacarideo junto com um completo
conhecimento da sua estrutura quimica tem permitido a reunido de muita informacao e
proporciona um modelo excelente para outros exopolisacarideos microbianos
(SUTHERLAND, 2005).

Uma ampla faixa de valores propostos para o peso molecular da xantana provem
em parte da aplicagdo de diferentes técnicas e também de tendéncias dos
polissacarideos para se agregar em solucdo (WHISTLER e BEMILLER, 1993;
NUSSINOVITCH, 1997).

A xantana pode adotar um estado helicoidal duplo quando encontra-se em solucao
a baixas temperaturas e esta conformacdo causa a aparente inflexibilidade do
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polissacarideo na baixa temperatura ou em alta resisténcia idbnica. (SUTHERLAND,
2005).

A viscosidade da goma xantana é afetada por fatores tais como o peso molecular
da cadeia e o conteudo de piruvato. O uso de goma xantana com peso molecular
médio, como a obtida em laboratério, resulta em géis mais aceitos pelos consumidores
comparados aqueles preparados com a goma xantana comercial. Estes géis serao
como aqueles preparados com goma xantana de alto peso molecular, porém de baixa
elasticidade, coesividade e mastigabilidade e por esse motivo sdo mais aceitos pelo
consumidor (KIOSSEOGLOU et al., 2003).

Solugdes de biopolimeros com propriedades reoldgicas interessantes do ponto de
vista industrial geralmente exibem propriedades pseudoplasticas, viscoelasticas além
de elevada tensdo residual. Entretanto, a determinagéo da viscosidade aparente (Nnap)
em solucao de baixa concentracao é parametro mais simples para se avaliar o potencial
de aplicacéo de um biopolimero (SILVA e RAO, 1999).

A viscosidade, diminuicdo de pseudoplasticidade e o valor de transicdo de gel
flexivel e pseudoplastico, estdo diretamente relacionados com a concentragdo do
polissacarideo. Na concentracdo de 0.3% (p/v) de xantana, a adicdo de sais
praticamente ndo tem um efeito mensuravel, mas pode ser observado um crescimento

da viscosidade em concentragdes elevadas do polimero (SUTHERLAND, 2005).

4.4.5. Aplicacoes da Xantana

A goma xantana, biopolimero produzido por X. campestris é amplamente utilizada
em diversos segmentos industriais devido as suas propriedades reoldgicas que
superam as dos outros polissacarideos disponiveis no mercado, propriedades de
emulsificacdo, suspensao, estabilizacdo e floculacdo (SWINGS, CIVEROLO e
SUTHERLAND, 1993; QUINN, 1999).
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Além de elevada viscosidade até em baixas concentracbes, a goma xantana
apresenta também boa estabilidade em ampla faixa de temperatura e pH mesmo na
presencga de sais. A xantana € muito estavel a diferentes valores de pH, sendo afetada
s6 por valores superiores a pH 11 e inferiores a pH 2,5, dependendo da concentragao;
quanto maior a concentracdo, maior a estabilidade da solucdo. Este polissacarideo é
também muito estavel a uma ampla faixa de temperatura (10 - 80 °C). Alimentos que
contém goma xantana na sua composicao e que recebem tratamentos de esterilizacao
(120 °C/30min) perdem apenas 10% da sua viscosidade inicial (WHISTLER e
BEMILLER, 1993; GARCiA OCHOA et al., 2000; LIMA et al., 2005).

Na industria petrolifera a goma xantana é o polimero mais utilizado em
Recuperacao Terciaria de Petroleo (EOR), ndo tendo até o momento nenhum outro
substituto em escala comercial que supere suas qualidades. A goma xantana tem sido
usada junto com hidroxido de sodio e surfactantes na técnica conhecida como APS
(alcali-polimero-surfactante) (NAVARRETE, 2000; NAVARRETE, 2001; NAVARRETE,
SEHEULT e COFFEY, 2001).

Na industria de alimentos a goma xantana tem adquirido grande importancia, além
do seu uso estar relacionado com a alteragdo das propriedades reoldgicas e a mudanca
de textura nos alimentos, esta associada com melhoras nas propriedade de aroma, cor
e sabor dos mesmos, sendo em comparagdo com outros polissacarideos microbianos
aquele que apresenta maiores beneficios. Por outro lado, a xantana previne que 0s
alimentos se separem nas suas fases originais e permite que os produtos alimenticios

conservem a estabilidade por um tempo maior (SUTHERLAND, 2005).

Conforme mencionado por Whistler e Bemiller (1993) e Nussinovitch (1997), a

goma xantana tem também ampla utilizagdo industrial em:

- Industria agricola. - formulagdes de fungicidas, herbicidas e inseticidas.
- Industria de produtos de limpeza. - produtos altamente alcalinos para drenagem,

produtos para limpeza de azulejos, solu¢des acidas para remogao de oxido, etc.
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- Industria de papel. - ajudando na suspensao e estabilidade na manufatura do
papel particularmente aquele destinado a contato direto com alimentos.

- Industria de cosméticos. - elaboracdo de shampoos, sabonete liquido, pasta de
dentes, géis e etc.

- Industria farmacéutica. - estabilidade de emulcdes, cremes, antibidticos e etc.

4.4.6. Producao da Xantana

Na atualidade a xantana € um dos biopolimeros de maior producéo comercial com
uma producdo anual de 20 000 a 50 000 toneladas correspondendo a um mercado
global de cerca de US$ 500 milhdes por ano e que continua a crescer (WAITES, 2001;
ROSALAM e ENGLAND, 2006; WYATT e LIBERATORE, 2009).

Os custos de producao sao conduzidos pelo rendimento do polimero em relagéo a
quantidade de fonte de carbono necessario, bem como por exigéncias de
processamento. Em grande escala, estas exigéncias tem a ver com a dificuldade para
manter o caldo altamente viscoso bem misturado, o qual aumenta os custos de
producao (REHM, 2010).

Estudos de otimizacdo do rendimento e produtividade dos processos
fermentativos para producdo deste polissacarideo com elevadas propriedades

funcionais e de interesse econémico, representam na atualidade um constante desafio.

A goma xantana é um polissacarideo produzido durante o crescimento dos micro-
organismos do género Xanthomonas espécie X. campestris, onde a sintese da xantana
esta diretamente relacionada ao crescimento das bacterias no meio de cultura. Assim
como na sintese de outros exopolissacarideos bacterianos, a Xantana tem crescimento
maximo durante a fase exponencial e minimo na fase estacionaria (SUTHERLAND,
2005).

Para a bacteria se reproduzir precisa de nutrientes especificos, incluindo
micronutrientes como potassio, ferro e sais de calcio e de macro nutrientes como

carbono e nitrogénio, sendo a glicose e a sacarose as fontes de carbono utilizadas com
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maior freqiéncia em concentragdes geralmente de 2-4%, e como fontes de nitrogénio
extrato de levedura, peptona, nitrato de aménio ou uréia em concentracdoes de 0,05-
0,1%. Concentracbes maiores destes substratos poderiam inibir o crescimento dos
microorganismos (MORAINE e ROGOVIN, 1971; SOUW e DEMAIN, 1980; GARCIA
OCHOA et al., 2000; ROTTAVA, 2005).

O nitrogénio € um macro nutriente essencial, o qual pode ser fornecido ao meio
por um componente organico assim como por uma molécula inorganica. A relagao
existente entre carbono e nitrogénio na etapa de producdo média € menor que a
requerida durante a etapa de crescimento (GARCiA OCHOA et al., 2000; PALANIRAJ e
JAYARAMAN, 2011).

A formacdo da xantana por X. campestris é semelhante aos muitos outros
sistemas de producédo de exopolissacarideos bacterianos, sendo favorecida pela alta
proporcao de fonte de carbono e limitados nutrientes como o nitrogénio. Geralmente o
meio para a sintese de goma xantana no laboratério contem 0.1-0.2% de sais de
aménio e 2-3% de glicose ou sacarose. A producao de goma xantana é maior quando
as bacterias se desenvolvem num meio simples constituido de glicose, sais, fontes de
nitrogénio, e melhorada com a adicao de pequenas quantidades de acidos organicos
(FUNAHASHI, YOSHIDA e TAGUCHI, 1987; SUTHERLAND, 2005).

Atualmente a produgcdo da goma xantana em escala industrial, tenta utilizar
fontes de carbono alternativas visto que o uso de glicose e sacarose fazem com que o
custo de producéo deste polissacarideo seja alto. O soro de leite apresenta resultados
satisfatérios na producdo deste polissacarideo, uma vez que contem quantidades
adequadas de nitrogénio, entre outros fatores propicios para producdo de goma

xantana por processo fermentativo com X. campestris.

A versatilidade nutricional de X. campestris € o maior atributo industrial na
producdo de xantana. Porém, a qualidade do biopolimero sintetizado em diferentes
substratos pode variar consideravelmente quanto ao peso molecular, interferindo em
suas caracteristicas reolégicas (SWINGS, CIVEROLO e SUTHERLAND, 1993).
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As principais industrias produtoras de xantana sao Kelco (EUA), Rhéne-Poulenc
(Franca), Pfizer (EUA) e Mero-Rousselot-Satia (Franca) (LIMA et al., 2005).

A producgédo e a aplicagao de xantana tém sido extensamente estudadas também
por diversos grupos de pesquisadores de universidades brasileiras. Estes estudos ja
resultaram em nove depoésitos de patente no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial; dentre estes, quatro patentes sdo relacionadas ao processo de producéo
(INDUSTRIAL, 2007).

4.4.6.1. Processo fermentativo para obtencao de goma xantana

O processo de produgado da goma xantana a nivel industrial consiste em diferentes
etapas: inoculacdo, fermentagdo, remocado das células, precipitacdo, separacao e
secagem da goma.

No processo de producdo da goma xantana, primeiramente, a cepa microbiana
selecionada é preservada para possivel estocagem por longo prazo através de métodos
que mantenham as propriedades desejadas. Para produzir a goma xantana, culturas de
X. campestris puras sa@o cultivadas usando fermentagdo aerdbia submersa. O meio
esterilizado composto de carboidratos, uma fonte de nitrogénio e sais minerais é
inoculado com cultura selecionada, na escala piloto de fermentagcdo, seguido por
incubacao a 27 — 30 °C por trés dias em uma escala industrial de fermentacao, e por
um tratamento térmico para eliminar micro-organismos viaveis. O crescimento dos
micro-organismos e a produgcdo de goma xantana sdo influenciados por fatores tais
como o tipo de bioreator usado, 0 modo de operagdo (batelada ou continuo), a
composicao do meio, as condi¢bes da cultura (temperatura, pH, concentragdo de
oxigénio dissolvido) (GARCIA OCHOA, CASTRO e SANTOS, 2000; CHI e ZHAOQ,
2003).

Em quanto a temperatura, a maioria dos autores coincidem em valores entre 27 —
30 °C na producédo de goma xantana (SHU e YANG, 1990; GUPTE e KAMAT, 1997;
GARCIA OCHOA et al., 2000).
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Sobre o0 pH, os autores concordam em reportar valor de pH neutro (7,0) como
6timo para o crescimento de X. campestris; o pH deve ser controlado durante todo o
processo de fermentacdo, ja que devido a formacdo de acidos organicos durante a
producdo decresce até valor de pH 5.0. Frente a essa situacdo, alguns autores
recomendam a utilizacdo de alcalis como KOH, NaOH e (NH)sOH para manter a
neutralidade do meio. Alguns dos estudos demonstram que mantendo o adequado
controle de pH, a producdo da xantana culmina ao atingir a fase de crescimento
estacionario, efeito que acontece independente ao uso de alcalis para o controle de pH.
No entanto, quando o pH nao é controlado a produgdo de goma continua ainda na fase
de crescimento estacionario, com baixas na qualidade da mesma. No que se refere a
agitacdo, visto que a Xanthomonas € aerObia, no processo de produgdo do
polissacarideo € necessario contar com parametros de agitacdo para evitar condi¢cdes
de anaerobiose pelo incremento da viscosidade do meio; a velocidade de agitacao esta
diretamente relacionado com a producédo, composi¢cao quimica, crescimento celular e
caracteristicas reoldgicas da goma (SUTHERLAND, 2005).

Na producado da xantana é preciso a presenca de oxigénio no meio, e como
durante o processo a viscocidade aumenta, o oxigenio é rapidamente consumido.
Porém, para cultivar satisfatoriamente as bactérias no fermentador é necessario uma
vigorosa aeracao. A presenga de polissacarideo no meio de fermentacao pode afetar
também a disponibilidade de substratos de carbono como glicose e sacarose, por
interacdo com estes carboidratos (SUTHERLAND, 2005).

Garcia Ochoa, Santos e Alcén, (1995) mostraram que quando a velocidade de
agitacdo é muito baixa, a produgdo da goma diminuia ja que com o incremento da
viscosidade no meio a transferéncia de oxigénio € menor, e quando a velocidade de
agitacdo era maior a 500 rpm, a produc¢ao de goma também era baixa, uma vez que as
células viram-se afetadas pela intensidade da agitacdo mecanica.

Em relacdo ao tempo de fermentacdo na producdo de xantana, os diferentes
trabalhos coincidem em reportar tempos de fermentacéo entre 48 e 96 horas (GARCIA
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OCHOA, SANTOS e ALCON, 1995; GARCIA OCHOA et al., 2000; NITSCHKE,
RODRIGUES e SCHINATTO, 2001; BORGES e VENDRUSCOLO, 2008; SILVA et al.,
2009; PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011).

Em relagdo ao equipamento utilizado, o fermentador deve ter o desenho adecuado
para um meio de elevada viscosidade que permita a homogeneidade no tanque, e o
adequado fornecimento de oxigénio as células. (GARCIA, QUINTERO e LOPEZ, 2004).

Posterior ao processo de obtencdo, o produto é resfriado e a goma xantana é
precipitada em solvente, (isopropanol, etanol ou acetona), ou mediante sais de aménia
quaternarias. Recentemente tem-se proposto a ultrafiltracdo como uma operagao
unitaria que representa grandes vantagens no processo de recuperacdo. Com a
finalidade de conferir certas carateristicas especiais ao produto final, o polissacarideo
pode ser tratado quimica, fisica ou biolégicamente durante sua recuperacdo. Para
aumentar sua viscocidade por exemplo, trata-se com formaldeido, e para ele ser
compativel com outros polissacarideos trata-se com celulases. O produto recuperado
finalmente é secado, moido, peneirado e entdo embalado (GARCIiA OCHOA, CASTRO
e SANTOS, 2000; CHI e ZHAO, 2003; SUTHERLAND, 2005).

4.4.6.2. Substratos utilizados na obtencao de goma xantana

O conhecimento das necessidades nutricionais de uma linhagem é estudo de
vital importancia, objetivando o fornecimento dos nutrientes apenas necessarios, por
questdes econémicas do processo produtivo. Algumas caracteristicas também devem
ser consideradas, como: nao provocar problemas na recuperagdo do produto, nao
causar dificuldades no tratamento final do efluente, ter composigéo razoavelmente fixa
e 0s componentes devem ser estaveis, permitindo armazenamento prolongado
(SCHMIDELL, 2001).

Geralmente, classificam-se os meios de cultivo como meio quimico definido e
meio complexo. Meio quimico definido € o meio cuja composi¢cédo quimica é qualitativa e
quantitativamente conhecida, podendo ser reproduzida a qualquer instante
(SCHMIDELL, 2001). Alternativamente, para suprir as necessidades de linhagens mais
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exigentes e, em geral, com caracteristicas nutricionais ndo tdo conhecidas, pode-se
adicionar certos materiais complexos. Estes sdo chamados de meios complexos, sendo
compostos de nutrientes como exirato de levedura, de carne ou de planta ou de
produtos de digestao protéica dessa ou de outras fontes (TORTORA, FUNKE e CASE,
2005). Esses materiais (individualmente ou adicionados conjuntamente) permitem
introduzir no meio de cultura os fatores ausentes em um meio definido, mas, além de
onerosos, sao complexos e de composicdo varidvel ao longo do tempo de
armazenagem. Também a dependéncia do fornecedor e qualidade variavel dos lotes
sao fatores de restricdo (SCHMIDELL, 2001).

No laboratorio sado utilizados geralmente substratos puros como glicose e
sacarose, mais a nivel industrial sdo utilizados diferentes substratos. Os substratos
industrias devem ser baratos, abundantes em fonte de carbono e frequentemente
acrescentados de alguma fonte de nitrogénio. E precisso que os meios selecionados
sejam aceitaveis para uso alimenticio (SUTHERLAND, 2005).

Dentro dos meios mais complexos, pode-se mencionar o uso de matérias-primas
naturais, tais como caldo de cana-de-agucar, farinhas diversas (trigo, milho, soja,
cevada), agua de maceragdo de milho, entre outros. Como a composicao quimica
dependera de uma série de fatores, tais como solo, variedade do vegetal, safra, clima,
processamento e estocagem, freqliientemente é necesséaria a adicao de alguns sais,
particularmente contendo nitrogénio e fosforo. Esse fato indica que podem ocorrer
oscilagdes no processo fermentativo que emprega essas matérias-primas, obrigando as
empresas produtoras a manterem instalagdes piloto para o ajuste da composi¢cdo do
meio a cada novo lote de matéria-prima que a empresa recebe (KENNEDY et al., 1982;
SCHMIDELL, 2001).

Para produgédo de xantana, o meio padrdo deve conter fontes de nitrogénio, de
carbono, ions fosfato e magnésio, e alguns elementos traco, sendo atribuido o custo de
20 a 30% ao processo total (BORN, LANGENDORFF e BOULENGUER, 2003).

Diversos trabalhos mostram a relagdo entre meio de cultivo (definido, complexo e meio
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adicionado de matérias-primas naturais) e a producao de xantana, composi¢cao quimica
e comportamento reoldgico. Souw e Demain (1979), realizaram um estudo nutricional
de produgdo de xantana em meio quimico definido, sendo testados como fonte de
carbono a sacarose, a frutose e a xilose; como fonte de acidos organicos o piruvato, o
succinato e o cetoglutarato e como fontes de nitrogénio, aminoacidos, sais de aménio,
nitrato de sédio e uréia. Diferentes fontes de nitrogénio (dgua de maceragcao de milho,
farinha de soja, peptona, extrato de levedura e residuos de destilarias) para producao
de xantana por X. campestris IC19 e sua influéncia na viscosidade e composicao
quimica do polimero foram avaliados por Kennedy et al. (1982).

O efeito da fonte de carbono (glucose, sacarose, melago e sirodex A — xarope de
glicose) e fonte de nitrogénio (agua de maceracdo de milho em substituicdo ao
(NH4)2HPO4) na producao e caracteristicas fisico-quimicas da xantana produzida por X.
campestris NRRL B-1459 foi relatado por De Vuyst e A, (1994). Gupte e Kamat, (1997)
avaliaram a influéncia de diferentes fontes de carbono (glucose, sacarose, lactose e
amido), nitrogénio (extrato de levedura, peptona, uréia, agua de maceracao de milho,
(NH4)2S0O4, NH4Cl, NaNO3 e extrato de levedura + peptona) e sais inorganicos (FeCls,
NaCl, citrato, MgSO, 7H.O, CaCOs;, KHyPO., K:HPO.) sobre a produgcéo e
caracteristicas reoldgicas da goma xantana por X. campestris 1Ca-125. Outros meios
utilizados na producdo de xantana sdo, soro de leite (KONICEK e KONICKOVA-
RADOCHOVA, 1992; ANTUNES et al., 2000; NITSCHKE, RODRIGUES e SCHINATTO,
2001; BARRETO et al, 2008; SILVA et al, 2009; SAVVIDES, KATSIFAS e
HATZINIKOLAOU, 2012), residuos citricos (GREEN, SHELEF e BILANOVIC, 1994),
residuos de batata (BILANOVIC et al., 2011), residuo de polpa de beterraba (YOO e
HARCUM, 1999), residuos de azeitona (LOPEZ e RAMOS, 1996), melado
(KALOGIANNIS et al., 2003), residuos agricolas (MORENO et al., 1998; LOPEZ et al.,
2004), amido (ROSALAM e ENGLAND, 2006), fermentagdo em meio sOlido
(STREDANSKY e CONTI, 1999).

Para uma étima sintese de xantana é preciso um balanco entre o carbono

utilizavel e as fontes de nitrogénio adicional ao carboidrato, o qual pode modificar a
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consisténcia na producado e qualidade do produto. Muitas vezes, a qualidade da
xantana produzida em diferentes substratos, seja usando meios de cultivo definidos ou
complexos, pode variar consideravelmente o peso molecular e portanto as

carateristicas reoldgicas da xantana sintetizada (SUTHERLAND, 2005).

4.4.6.2.1. Soro de queijo

O soro de queijo (Figura 3), chamado também de lactossoro ou soro lacteo é o
subproduto liquido separado do leite no processo de elaboragao de queijo, constituido
por todos aqueles componentes do leite que ndo se integram na coagulacao da caseina
(SPREER, 1998).

Durante muito tempo este subproduto industrial ndo era aproveitado pela industria,
sendo geralmente destinado para alimentagcao animal geralmente de suinos e muitas
vezes jogado nas aguas de rios e lagos, dando lugar a problemas graves de poluicao
ambiental. Ao ser jogado nas aguas de rios e lagos precisa de oxigénio para sua
decomposicado, com uma demanda bioquimica de oxigénio - DBO5 de 40 a 60 g/L e
uma demanda quimica DQO de 50 a 80 g/L aproximadamente, o que afeta em alto grau
a vida tanto animal como vegetal nessas aguas, pois caso o lote jogado precise de todo
0 oxigénio presente nas aguas durante o processo de putrefacdo, nenhum tipo de vida
pode persistir. Assim, a quantidade de soro a ser eliminado nas aguas de rios e lagos
tem que ter uma relagcdo logica com o conteudo de oxigénio presente nas aguas
(SPREER, 1998).

Algumas empresas, ao invés de purificar o soro antes de ele ser eliminado nos
rios e lagos preferem eliminar grandes quantidades de soro nas chacaras proximas as
instalagbes de processamento, e assim economizar na elaboragcdo de mddulos
especiais de purificagdo. Isso poderia se tornar em um método de beneficio tanto para a
empresa, quanto para o agricultor, sempre que a freqiéncia de eliminacdo das aguas
nos terrenos seja a correta e que 0 espacgo ao redor seja o suficientemente grande e

distante da &rea urbana, o qual nem sempre acontece (FAO, 1978).
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O soro representa perto dos 90% do volume total do leite e contém a maioria dos
compostos hidrossollveis deste sendo 95% da lactose, 25% das proteinas e 8% da
matéria graxa do leite. Geralmente, a composicao do soro depende da procedéncia do
leite e do tipo de queijo elaborado, que pode ser soro acido com pH de 5.1, gerado da
elaboragao de queijos coagulado com acidos, como o queijo cottage, ou soro doce com
pH de 5.6, gerado da elaboracdo de queijo coagulado com renina, como 0O queijo
Cheddar (VALENCIA e RAMIREZ, 2009).

Figura 3 - Soro de queijo

a) Composicao do soro de queijo
A Tabela 1, mostra a composi¢cao media do soro de queijo segundo o tipo ao qual

ele pertence:

Tabela 1 - Composicao porcentual média de soro de queijo dos diferentes processos comerciais

Caseina Soro

Renina Lactato Soro Soro
Constituente (%) (%) Doce Acido

(%) (%)

Matéria seca 7,08 6,58 7,00 6,50
Lipideos 0,51 0,09 0,20 0,04
Lactose 5,18 4,53 4,90 4,40
Nitrogénio Total 0,15 0,12 0,13 0,11
Acidos (lactico e citrico) 0,16 0,78 0,20 0,05
Cinzas 0,53 0,07 0,50 0,80

Fonte: CHANDAN R. 2008.
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O soro representa de 85 a 95% do volume de leite total utilizado na elaboracao do
queijo, mantendo cerca de 55% do total de nutrientes do leite, contendo de 65¢g/L até
70g/L de proteinas, de 45¢/L até 50g/L de lactose e porcentagens menores de minerais
(SISO, 1996; PANESAR et al., 2007; CHANDAN, KILARA e SHAH, 2008).

A grande maioria dos processamentos do soro de queijo tem a finalidade de
obtencao de proteina, jA que conserva cerca de 20% de um total de 80% de caseina
contida no leite. Esta proteina é geralmente definida como a proteina precipitada a pH
4.6, propriedade que é de importancia na fabricacao de queijo. O soro de queijo é mais
heterogéneo que a caseina, esta constituido predominantemente de beta-lactoglobulina
e alfa-lactoalbumina. Outras proteinas do soro de queijo presentes em quantidades
menores sao albuminas, imunoglobulinas (por exemplo, IgA, IgG, IgM), peptonas de
protease, lactoferrina e transferrina, cada uma delas com caracteristicas Unicas.
Concentrados de proteinas do soro de queijo e isolados, sao utilizados como
ingredientes em ampla gama de formulagcdes de alimentos (MCBEAN, MILLER e
JARVIS, 2007).

Outro componente de porcentagem elevada no soro é a lactose com cerca de
25%. Este é um acucar redutor cuja estrutura consiste de galactose e glicose com
ligacao de um 1-4 glicosidico, cujo nome sistematico € B-O-D-galactopyranosyl-(1- 4)-
a-D-glucopyranose (a-lactose) ou B-O-D-galactopyranosyl-(1-4)-p-D-glucopyranose (B-
lactose). E o principal carboidrato do leite, representando 54% do total dos sélidos ndo
graxos presentes no leite, e contribui com 30% da energia (calorias) total dada pelo leite
(FOX e MCSWEENEY, 1998).

A lactose tem um papel muito importante no leite e nos produtos derivados uma
vez que € um componente essencial na producao de produtos fermentados do leite, faz
parte do valor nutritivo do leite e derivados e causa alteragcées de cor e sabor em
produtos de leite tratados com aquecimento intenso (FOX e MCSWEENEY, 1998).

A produgdo mundial de queijo é de aproximadamente 1,4x10’ toneladas anuais, e
0 soro gerado na elaboracdo deste, contém aproximadamente 6x10° toneladas de
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lactose, desta producédo de lactose, sé 7% é potencialmente aproveitado (HORTON,
1993; FOX e MCSWEENEY, 1998).

A lactose assim obtida é utilizada pela industria de alimentos e industria
farmacéutica. Um dos usos em processos industriais € como substrato ou fonte de
carbono para crescimento de bactérias na producdo de polissacarideos, sendo um
deles a goma xantana gerada pela X. campestris e que tem ampla aplicatividade na
industria de alimentos. A utilizacdo desde acucar na producdo de xantana é bastante
viavel, considerando que esta contida num substrato disponivel e de baixo custo como
é o soro de queijo (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006).

b) Producao do soro

Para cada quilograma de queijo produzido sao gerados nove litros de soro. Uma
planta produtora de queijo pode gerar cerca de um milhdo de litros de soro diariamente
(ONWULATA e HUTH, 2008).

A producao e projecao de producao de queijo no Brasil (Soro - Lactose) sao
apresentados na Tabela 2 e Figura 4, onde se observa a tendéncia de aumento na
producao para os préximos anos (MINISTERIO DE AGRICULTURA, 2009).

Tabela 2 - Dados estimados de producéo e projecéo de produgéo de queijo (Soro -

Lactose)

Ano Queijo Soro Lactose

(mil ton) (mil ton) (mil ton)
2009 614 5526 221
2010 648 5832 233
2011 669 6022 241
2012 695 6252 250
2013 720 6482 259
2014 746 6712 268
2015 771 6942 278

Fonte: MAPA, 2009.
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Figura 4 - Dados e projecao da producao de queijo (Soro-Lactose) Brasil 2009.

Na atualidade o soro de queijo é considerado como materia-prima e nos ultimos
anos a industria tem desenvolvido diferentes alternativas de recuperacao dos nutrientes
de elevada qualidade contidos nele. Assim, a indlstria de alimentos aproveita os
componentes do soro na producéao de:

e Bebidas Isotdnicas - dirigidas a criangas, esportistas e mulheres gravidas, para
controlar a sede, reposicéo de eletrélitos e prover energia.

e Obtengédo de proteinas - utilizadas na industria farmacéutica e na industria de
alimentos no mesmo processo de producédo de queijos, panificacdo, produtos
dietéticos, produtos carneos.

e Obtencdo de Lactose - utilizada na industria de alimentos e na industria
farmacéutica para elaboracdo de produtos diuréticos, dietéticos, penicilina e
outros antibiéticos (VEISSEYRE e VENTANAS, 1988; SPREER, 1998)

Por processos fermentativos obtencdao de etanol, bebidas alcodlicas e
biopolimeros microbianos, o que permite revalorizar este subproduto industrial ao
mesmo tempo que se reduz consideravelmente a concentracdo de lactose no soro,
resolvendo o delicado problema de poluicdo ambiental (VEISSEYRE e VENTANAS,
1988; SPREER, 1998; DRAGONE et al., 2009).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. MATERIAL

5.1.1. Micro-organismo
O microorganismo utilizado foi a linhagem de X. campestris ATCC 13951, obtida

da Colecéao de Culturas da Fundacao Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello.

5.1.2. Meio de crescimento e manutencao do Micro-organismo

A bactéria foi mantida em meio Agar Nutriente da marca OXOID preparado

conforme as especificades da embalagem.

5.1.3. Meio de cultura e reagentes

O meio de cultura utilizado foi soro de queijo, este foi adquirido em pd da empresa
Alibra cuja composicdo é mostrada na Tabela 3, foi reconstituido a diferentes
concentragdes com agua destilada, e acrescentado de extrato de levedura e sulfato de

amodnio e/ou uréia como fontes de nitrogénio.

Tabela 3 - Composicao do meio de cultura utilizado

Meio de cultura

Soro de Queijo Valores médios
Aspecto P& uniforme sem grumos
Cor Branco a amarelado
Sabor Sabor lacteo, levemente salgado
Umidade (%) Max. 3,0
Gordura (%) Max. 1,5
Proteinas (%) Min. 10
Acidez (% Ac. Lactico) Max. 2,5
pH (solugdo 10%) 6,0a7,0
Teor de cinzas (%) Max. 8,0
Bolores e leveduras <50
Contagem de mesofilos (UFC/g) < 50.000
Staphylococcus aureus (UFC/g) <100
Coliformes totais (UFC/g) <10
Coliformes Termotolerantes (UFC/g) <10
Salmonella SP Ausente em 25¢g

Fonte: Alibra 2012.
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O soro a ser utilizado foi desproteinado e hidrolisado, sendo que apés ser diluido
foi corrigido o pH para 4,3 com HCI 2N, levado a ebulicdo e resfriado a temperatura
ambiente como mostrado na Figura 5.

Figura 5 - Separagao da proteina do soro

Posteriormente, o soro foi filtrado a vacuo para separagao da proteina, a proteina
obtida foi desprezada e o meio desproteinado utilizado como meio de cultura, o qual foi
acrescentado de extrato de levedura e sulfato de aménio ou uréia como fontes de
nitrogénio, para avaliagdo e comparacao dos melhores resultados.

5.1.4. Meio para preparo do pré-inoculo

O meio para o pré-inoculo foi constituido de glicose (50g/L); KH2PO4 (5g/L);
MgSO. .7H20 (0.2g/L); citrato de sodio (2.3g/L); (NH4)2 SO4 (2g/L); HsBO3 (0.006g/L) e
extrato de levedura (5¢g/L).

5.1.5. Meio para preparo do inoculo para fermentacao

O meio utilizado para inoculo foi preparado em frascos de Erlenmeyer de 500 mL

contendo 80 mL de soro de leite, extrato de levedura, (NH4)>SO4 ou ureia, em diferentes
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concentragbes e acrecentados de 10 mL de solugdo de sais (KH2POs 20g/L,
MgS0O47H20 0.2¢g/L, ZnSO4 2g/L.

5.2. METODOS

5.2.1. Testes preliminares

Inicialmente foram feitas ferrmentagdes utilizando como meio soro de queijo
desproteinado sem hidrolizar. Os frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL
de meio foram incubados em Shaker (TECNAL mod TE 421) a 29°C e 180 rpm com
amostragens em 24, 48 e 72 horas de fermentagéo.

Realizaram-se diferentes testes preliminares com meio hidrolisado com intengao
de determinar os parametros a serem utilizados posteriormente, e ajustar corretamente
0 processo fermentativo para depois poder aplicar o planejamento experimental e

avaliar a significancia de cada uma das variaveis no processo.

5.2.2. Preparo do meio para manutencao do micro-organismo

O meio Agar Nutriente apds diluido em agua destilada e homogenizado
completamente com aquecimento até ebulicdo. Em seguida foi adicionado 10 mL em
tubos, os quais foram esterilizados a 121°C por 15 min. Os tubos inoculados
posteriormente em meio aséptico com o microorganismo X. campestri ATCC 13951
foram incubados por 72 horas, a temperatura de 30°C e conservados em refrigeracao a
4°C. Para melhores resultados no processo fermentativo o microorganismo foi repicado
a cada 30 dias.

5.2.3. Preparo do soro de queijo desproteinado e hidrolisado.

Uma amostra de 150 g de soro de queijo em pd foi dissolvida em &gua,
completando-se o volumen para 1L. O pH foi ajustado para pH 4,3 e, ap6s aquecimento
até 93 °C para precipitacao das proteinas, o soro foi filtrado e o pH novamente ajustado
para pH 7,0.
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Para a preparacao do meio de cultura, o soro desproteinado foi diluido com agua
destilada, de forma que obteve-se concentracao inicial de lactose nos meios de 133,
116, 89, 62 e 44 ¢g/L, para atender ao planejamento experimental inicialmente proposto.

Os frascos contendo os meios nas diferentes concentracées foram hidrolisados
com adicdo de 600 mg de enzima lactase para cada frasco, que foram mantidos em
banho-maria a temperatura de 37 °C por 120 min.

5.2.4. Métodos analiticos - Meio de cultura

5.2.4.1. Determinacao da concentracao de lactose pelo método Fehling.
O contelido de lactose do soro desproteinado foi determinado através do método
Fehling para o qual foi preparada:

e Solucdo Fehling A: 34,65 g de sulfato de cobre foram dissolvidos em agua
destilada para 500 mL.

e Solucao Fehling B: 173 g de tartarato de sodio e 125 g de KOH foram dissolvidos
em agua destilada para 500 mL.

Em frascos de Erlenmeyer foram colocados 10 mL da solugdo A e 10 mL da
solugao B, seguido de homogeneizacao, e adigao de trés gotas de solucdo de azul de
metileno.

A mistura de solugdes preparada foi titulada com soro de queijo desproteinado a
quente, até que se obtivesse coloragao vermelho tijolo, anotando-se o volume gasto. As
analises de lactose no soro de queijo foram feitas em triplicata.

5.2.4.2. Determinacao de glicose no meio hidrolisado

Foram colocados em tubos 2mL de reagente para teste de glicose acrescentado
de 20 pl de amostra (soro de queijo desproteinado, hidrolisado). Preparou-se um tubo
branco contendo agua destilada no lugar do soro e outro tubo padrdo contendo solugcéo
de glicose 1 g/L, conforme instrucbes do fabricante do reagente glicose enzimatico
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colorimétrico. Os tubos foram levados em banho a 37 °C durante 10 min e, apds
resfriados, foram feitas leituras de absorbancia em espectrofotémetro HACH modelo
DR/4000U em 505 nm. As andlises de determinacao de glicose foram feitas em

triplicata.

5.2.4.3. Determinacao de nitrogénio total no meio substrato

Para determinacdo da concentracdao de nitrogénio total do soro de queijo
desproteinado foi utilizado o Test N Tube™ Vials método 10072 para determinacéo de
Nitrogénio Total HR (10 — 150 mg/L N).

5.2.5. Métodos de cultivo

5.2.5.1. Pré-in6culo

Frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio previamente
esterilizados a 121°C por 15 min, foram inoculados com alga de cultura do micro-
organismo em meio semi sélido e incubados em condicoes de 29 °C, 180 rpm.

5.2.5.2. Fermentacao em frascos de Erlenmeyer

Frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 80 mL de meio previamente
esterilizados a 121°C por 15 min, foram hidrolisados, inoculados com 10 mL do pré-
inéculo, 10 mL de sais também esterilizadas a 121°C por 15 min e o pH do meio foi
corrigido a pH 7. A fermentacao dos frascos foram feitas em Shaker (TECNAL mod TE
421) a 29 °C e 180 rpm com amostragens em 24, 48 e 72 horas de fermentagao.

Do meio de fermentacao foram retirados 20 mL de amostra a cada 24 horas para
determinacdo de pH, producdo de goma xantana, producdo de biomassa e lactose

consumida. Todas as andlises realizadas aos meios foram feitas em triplicata.
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5.2.6. Otimizacao da producao de goma xantana através de Delineamento central
composicional rotacional (DCCR)

Para o estudo da influéncia das variaveis de processo na producdo de goma
xantana foi utilizado um planejamento experimental 2° completo, com tres pontos
centrais (nivel 0) e seis pontos axiais (niveis + o) totalizando 17 ensaios, onde as
variaveis independentes foram: concentracao de lactose, concentragao de extrato de
levedura e concentracao de sulfato de aménio ou uréia. As respostas estudadas foram:
goma xantana produzida (g/L), producao de biomassa (g/L) e lactose consumida (g/L).

A Tabela 4 apresenta os valores utilizados para cada uma das variaveis no

planejamento.

Tabela 4 - Valores utilizados no DCCR para trés fatores.

Variaveis (g/L) | codigo | -1,68 -1 0 1 1,68
Lactose X; | 44,00 62,00 89,00 116,00 133,00
Ext. Levedura Xo 300 381 500 619 7,00
(NH4)2S04 Xs | 0625 1,00 1,50 2,00 2,375
"""""" Uéia | Xs | 1,00 140 200 2,60 300

O delineamento experimental assim como as faixas de cada variavel estudada

estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Composicao dos meios de cultura para producao de goma xantana por X.
campestris ATCC 13951 - DCCR para concentragdes de lactose, extrato de levedura,
sulfato de ambnio e/ou uréia.

Variaveis codificadas Variaveis em (g/L)

Ensaios Lactose | Ext. Lev. EonteAdfa Lactose | Ext. Lev. Fontes cje .nltrogenllo
nitrogénio Sulf. Aménio | Ureia

1 -1 -1 -1 62 3,81 1,00 1,40
2 1 -1 -1 116 3,81 1,00 1,40
3 -1 1 -1 62 6,19 1,00 1,40
4 1 1 -1 116 6,19 1,00 1,40
5 -1 -1 1 62 3,81 2,00 2,60
6 1 -1 1 116 3,81 2,00 2,60
7 -1 1 1 62 6,19 2,00 2,60
8 1 1 1 116 6,19 2,00 2,60
9 -1,68 0 0 44 5,00 1,50 2,00
10 1,68 0 0 133 5,00 1,50 2,00
11 0 -1,68 0 89 3,00 1,50 2,00
12 0 1,68 0 89 7,00 1,50 2,00
13 0 0 -1,68 89 5,00 0,63 1,00
14 0 0 1,68 89 5,00 2,38 3,00
15 0 0 0 89 5,00 1,50 2,00
16 0 0 0 89 5,00 1,50 2,00
17 0 0 0 89 5,00 1,50 2,00

5.2.7. Comprovacao do meio de cultura otimizado para producao de goma
xantana por X. campestris ATCC 13951.

Para comprovar o melhor resultado obtido através do planejamento DCCR, foi
feito um ensaio com trés repeticdes, utilizando o meio de composicado indicada pelo
conforme a Tabela 6.

Tabela 6 - Composi¢cao do meio de cultura para validacao da produgéao de goma
xantana por X. campestris ATCC 13951.

Componente Concentracao
Lactose (g/L) 44
Extr. Levedura (g/L) 3,0
(NHa4)2 SO4/Uréia (g/L) 1,5/2,0
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5.2.8. Métodos analiticos - Meio fermentado

5.2.8.1. Determinacao da biomassa seca
Para determinagdao da massa celular seca produzida, 10 mL do meio fermentado

foram diluidos com 50 mL de agua destilada, para reduzir a viscosidade do mesmo e
permitir a decantacdo das células bacterianas, ja que a alta viscosidade dificulta a
remogao da biomassa do caldo (KENNEDY e BRADSHAW, 1984). Dez mL de cada
amostra diluida foram centrifugados em centrifuga CENTRIBIO modelo 80 2B a 2300 g
por 20 minutos. O primeiro sobrenadante obtido foi reservado para posteriores andlises
de goma e agucar remanescente. A massa celular obtida foi lavada duas vezes com
agua destilada e centrifugada nas mesmas condigdes, seguindo-se secagem em estufa
avacuo a 110 mm Hg e 60 °C até peso constante. Os resultados represetan a média de
triplicata.

5.2.8.2. Recuperacad da goma xantana do meio fermentado

Do primeiro sobrenadante obtido da centrifugacdo dos meios foram tomados 5
mL de cada ensaio, aos quais foram acrecescentados etanol 99,5 °GL até a
precipitacdo da goma (GARCIA OCHOA et al., 2000). Uma vez separada do liquido, a
mesma foi secada em placa de Petri em estufa a vacuo a 110 mmHg e 65 °C, até peso
constante. Todas as analises foram feitas em triplicata.

Dependendo do tempo de fermentagdo foi necessario aumentar o volume de
alcool utilizado para precipitacdo, sendo que para 24 horas de fermentacdo adicionou-
se 12 mL de &lcool, para 48 horas 15 mL e para 72 horas 20 mL.

5.2.8.3. Determinacao do pH
A determinacdo do pH, foi feita por leitura direta em potenciémetro digital
Digimed, modelo DM 20.

5.2.8.4. Determinacao de glicose no meio fermentado
Para determinacdo de glicose foi utilizado o teste enzimatico colorimétrico.

Foram colocados 2mL de reagente enzimatico colorimétrico em tubos de ensaio e 20 pl
do primeiro sobrenadante. Para o preparo do branco utilizou-se agua deionizada e para

35



0 padrao solucao de glicose 1 g/L. Todos os tubos foram incubados em banho a 37 °C
durante 10 minutos e as leituras de absorbancia em espectrofotémetro HACH, modelo
DR/4000U a 505 nm, em triplicata.

5.2.9. Curvas de producao de goma, producao de biomassa e lactose consumida
no meio

Com a finalidade de analisar o crescimento celular e consumo de substrato em
relacdo a producdo de goma foram realizadas amostragens ao longo do tempo de
fermentacdo em frascos de Erlenmeyer. As amostragens foram feitas a cada 24 horas
por um periodo de 3 dias, onde para cada intervalo de tempo foram retirados 20 mL de
amostra para andlise da producdo de goma, producdo de biomassa e lactose
consumida.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ANALISE DA MATERIA-PRIMA

O meio de soro de queijo desproteinado utilizado apresenta concentracdo de
lactose de 133 g/L e nitrogénio total 98 g/L.

6.2. TESTES PRELIMINARES

Nos testes preliminares utilizando como meio soro de queijo desproteinado sem
hidrolizar, as andlises realizadas nos diferentes tempos mostraram que ndo era
possivel separar totalmente a goma produzida da massa celular apds a centrifugacéo,
ficando sempre parte de goma junto com a biomassa, o que nao permitiu a
determinacédo da producado real de goma utilizando este meio. A Tabela 7 mostra os
resultados obtidos.

Tabela 7 - Producdo de goma e biomassa em 24, 48 e 72 h de fermentacdo em
meio soro de queijo desproteinado sem hidrolizar, suplementado com extrato de

levedura
Tempo (h) Goma (g/L) Biomassa (g/L)
24 5,280 3,450
48 7,830 3,820
72 9,840 3,940

A quantidade e a qualidade de goma xantana produzida em uma cultura de
batelada variam com a composicdo do meio e os parametros do meio, e com as
condicdes de fermentacao (GARCIA OCHOA et al., 2000).

Realizaram-se também fermentacbes do soro de queijo desproteinado e
hidrolizado com valores de pH inicial abaixo de 7, mas apds 72 horas de fermentagéao
nao se obteve producdo de goma. Garcia Ochoa (et al., 2000) mostraram que para o
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crescimento do X. campestris, os melhores intervalos de pH encontram-se entre pH 6,0
a 7,5 e para a produgdo da goma xantana e qualidade do polimero os melhores
intervalos de pH estao entre 7,0 — 8,0.

6.3. FERMENTACAO DE SORO DE QUEIJO DESPROTEINADO

Para o processo de producdo de goma foi utilizado como meio soro de queijo
desproteinado e hidrolisado, acrescentado de extrato de levedura e sulfato de ambnio
ou uréia como fontes de nitrogénio, cujas concentracées foram estudadas através de
Delineamento composto central rotacional DCCR de 3 variaveis com 6 pontos axiais e 3
repeticdes no ponto central totalizando 17 ensaios. Os ensaios ocorreram a 29 °C, 180
rom e pH inicial 7, com base em resultados da literatura. Garcia Ochoa (et al., 2000)
mostraram valores de temperatura de 25 °C a 27 °C para o 6timo crescimento do X.
campestris, no entanto para a producao e melhor qualidade da goma xantana a melhor
faixa de temperatura e de 25 °C — 30 °C.

Shu e Yang (1990), concluiram que maiores rendimentos de goma xantana podem
ser obtidos com fermentacdes realizadas em uma faixa de temperatura de entre 27 °C
e 30 °C.

Segundo Gupte e Kamat (1997), no seu estudo com X. campestris ICa-125, as
maiores concentragdes de exopolissacarideo extracelular ocorreram na temperatura de
32 °C. Porém, nesse estudo foram testadas apenas as temperaturas de 25 °C, 32°C, 35
°C e 38 °C, obtendo-se 4,2; 9,0; 8,7 € 3,6 g.L ™, respectivamente.

6.3.1. Otimizacao da producdao de goma xantana através de Delineamento
composto central rotacional em meio constituido de soro de queijo
desproteinado, extrato de levedura e sulfato de aménio

A Tabela 8 apresenta a matriz dos ensaios com os valores das variaveis em
g/L, assim como das respostas produgdo de goma, produgdo de biomassa e lactose
consumida, para o meio constituido de soro de queijo desproteinado, extrato de
levedura e sulfato de aménio, em tempos de fermentacdo de 24 h, 48 he 72 h.
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Tabela 8 - Producao de goma xantana por X. campestris utilizando soro de queijo desproteinado suplementedo com

sulfato de amdnio; biomassa produzida e lactose consumida (g/L).

, Goma |Biomassa|lLact. Cons.| Goma | Biomassa | Lact. Cons.| Goma |Biomassa| Lact. Cons.
Ensaios| X1* | X2* | X3*
24h 24h 24h 48h 48h 48h 72h 72h 72h
1 62,0 | 3,81 | 1,0 5,04 2,76 22,03 13,62 5,16 36,47 17,58 5,26 47,76
2 116,01 3,81 | 1,0 7,02 2,88 55,08 13,80 6,00 65,37 18,48 6,10 73,17
3 62,0 | 6,19 | 1,0 3,84 3,28 22,64 12,00 5,22 37,63 18,24 5,06 47,59
4 116,01 6,19 | 1,0 6,00 2,70 54,78 12,00 6,60 66,55 18,00 7,86 71,65
5 62,0 | 3,81 | 2,0 5,34 3,36 23,93 13,98 5,48 37,89 17,70 2,42 51,46
6 116,01 3,81 | 2,0 5,22 2,94 52,53 11,16 6,44 64,53 17,22 7,22 68,40
7 62,0 | 6,19 | 2,0 3,66 2,60 25,17 6,72 6,16 34,83 13,80 6,40 47,01
8 116,01 6,19 | 2,0 6,06 2,84 54,40 7,56 6,96 62,68 13,98 7,70 65,65
9 4401 50 | 15 6,48 3,88 12,27 12,36 4,52 27,93 13,68 4,26 40,15
10 133,0| 5,0 | 1,5 8,16 3,10 62,00 11,40 6,16 73,23 11,34 7,68 78,28
11 89,0 3,0 | 1,5 7,32 3,72 34,67 13,38 5,70 46,50 17,64 5,60 59,85
12 89,0 7,0 [ 1,5 6,00 3,96 32,79 10,44 6,52 44,60 12,72 8,92 50,82
13 89,0 | 5,0 |0,63 7,86 4,00 36,64 14,16 5,90 49,46 17,70 6,20 62,99
14 89,0 | 5,0 [2,38 6,84 4,12 33,68 10,86 6,28 44,48 12,90 8,08 53,45
15(C) | 89,0 | 5,0 | 1,5 7,08 3,50 31,89 11,04 6,06 42,35 12,36 7,74 49,75
16 (C) | 89,0 | 5,0 | 1,5 5,64 2,48 38,54 10,44 5,46 4476 12,48 8,00 53,29
17 (C) | 89,0 | 5,0 | 1,5 5,10 2,96 39,29 10,74 6,44 44,60 12,24 7,58 52,84

* X1 —lactose (g/L), X2 — extrato de levedura (g/L), X3 — sulfato de aménio (g/L)
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A Tabela 8 mostra que as melhores respostas para producdo de goma foram
obtidas apds 72 h de fermentacdo, observando-se que para 0s seis primeiros ensaios
assim como para os ensaios 11 e 13 a producédo de goma foi muito similar, atingindo
concentragcdo maxima ao redor de 18+1 (g/L) e minima de 11,34 (g/L), para o ensaio 10.
Quanto a producao de biomassa, as concentracdes variaram entre 2,42 (g/L) - ensaio 5,
e 8,92 (g/L) - ensaio 12. O consumo de lactose variou de 40,15 (g/L), no ensaio 9, a
78,28 (g/L) no ensaio 10.

Pela Tabela 8 pode-se observar também que a maior concentracdo de lactose no
meio (ensaio 10), a produgdo de goma foi a menor entre todos 0s ensaios, embora o
consumo de lactose tenha atingido o maximo em 72 h de fermentagcdo, ademais pode-
se observar que nao existe muita diferencia entre o valor atingido pelo ensaio 10 as 48
h de fermentacao (11,40 g/L) e o obtido apds 72 h (11,34 g/L) e pela Figura 6, observa-
se que a partir de 48 h a producdo de goma para este ensaio atingi a fase
estascionaria. O ensaio 2 apresentd a melhor producéo de goma entre todos os ensaios
(18,48 g/L) em 72 h, com importante consumo de lactose (73,17 g/L). Pode-se observar
que o excesso de nitrogénio no meio, favorece o crescimento celular mas ndo assim a
producdo de goma. Em termos de produtividade observa-se que o ensaio 10 em 24 h,
apresenta produtividade de 0,34 g L' h™ maior que o valor obtido em 72 h no ensaio 2
(0,26 g L' h™"), no entanto e considerado um aspecto de importancia, a qualidade da
goma obtida no ensaio 10 em 24 h, foi muito baixa, apresentou pouca estabilidade,
consisténcia fraca e baixa elasticidade, caso oposto aconteceu com a goma obtida no
ensaio 2 em 72 h, onde a goma apresentou maior textura, foi mais consistente e muito
mas elastica, além de apresentar elevado consumo de lactose. Provavelmente este € o
motivo pelo qual a maioria dos autores consideram para produgdo de goma xantana,
tempos maiores a 24 h (SOUW e DEMAIN, 1979; ANTUNES et al.,, 2000; GARCIA
OCHOA et al., 2000; KRISHNA LEELA e SHARMA, 2000; NITSCHKE, RODRIGUES e
SCHINATTO, 2001; PAPAGIANNI et al., 2001; BARRETO et al., 2008; ROTTAVA et al.,
2009; PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011; SAVVIDES, KATSIFAS e HATZINIKOLAOU,
2012).
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Em uma andlise geral dos dados da Tabela 8 em quanto a producdo de goma
apos 72 h, observa-se que para os ensaios 1, 2, 3, 4 e 13 onde a concentracao da fonte
de nitrogénio foram as mais baixas, obteve-se maiores valores de producao de goma,
0S ensaios 5, 6 e 11 mesmo nao tendo concentragcdes minimas de sulfato de amdnio
apresentaram valores elevados de producao de goma provavelmente devido aos baixos
valores de extrato de levedura. O comportamento € mostrado nas Figuras 6,7,8 e 9.

Na Figura 6 pode-se observar o comportamento na produgdao de goma para cada
ensaio ao longo do tempo de fermentacao (72 h), onde para os seis primeiros ensaios
assim como para os ensaios 11 e 13 foram reportadas producdées de goma que
atingiram concentracdo maxima ao redor de 18 (g/L) e minima producéo para o ensaio
com maior concentracdo de lactose (ensaio 10), onde provavelmente devido a
saturacado do meio 0 micro-organismo nao encontrara condicdes 6timas de crescimento
atingindo em 48 h de fermentacao a fase estacionaria, com producao de goma de 11,40
g/L que baixa mais ainda ap6s 72 h, chegando em valor de 11,34 g/L.

20 1 ——o—Ensaiol
—#—Ensaio 2
—#—Ensaio 3
—>—Ensaio 4
—¥—Ensaio 5
—0—Ensaio 6
—+—Ensaio 7

Ensaio 8
10 - Ensaio 9

—&—Ensaio 10
——Ensaio 11
Ensaio 12
Ensaio 13
Ensaio 14
Ensaio 15
Ensaio 16

Ensaio 17

Producdo de goma xantana (g/L)

0 24h 48h 72h

Tempo (horas)

Figura 6 - Produgdo de goma xantana por X. campestris em meio soro de queijo
desproteinado, suplementado com extrato de levedura e sulfato de aménio para cada
um dos ensaios do DCCR (2%).
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Figura 7 - Produgdo de Biomassa de X. campestris usando como meio soro de queijo
desproteinado, suplementado com extrato de levedura e sulfato de aménio para cada um dos
ensaios do DCCR (2%).

A Figura 7 mostra a produgdo de biomassa para os diferentes ensaios, cuja
concentragao variou de 2,42 (g/L) no ensaio 5 até 8,92 (g/L) no ensaio 12, apds 72 h de
fermentagcdo. A produgcdo de biomassa foi cerca de 3,7 vezes maior no ensaio 12,
porém a producao de goma alcangou 5 g/L a mais no ensaio 5, o que pode ser atribuido

ao fato deste ser mais pobre em extrato de levedura.

A Figura 8 mostra o comportamento da concentracao de lactose consumida (g/L)
para cada um dos ensaios, ao longo do tempo de fermentacgéo.
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Figura 8 - Lactose consumida no processo de producdao de goma xantana por X. campestris
usando como meio soro de queijo desproteinado desproteinado suplementado com extrato de
levedura e sulfato de amonio como fonte de nitrogénio.

O rendimento da produgcdo de goma é mostrado na Figura 9, onde se pode
observar que para 24 h de fermentagdo os valores situam-se na faixa de 10% - 23%
para todos os ensaios exceto para o ensaio 9 no qual, o valor obtido foi de 53%.
Observe-se que no ensaio 9, o conteudo inicial de lactose assim como de sulfato de
aménio eram baixos, 0 que provavelmente favoreceu a produgdo num inicio ao nao se
ter um meio saturado que permita a inibicdo por excesso de nutrientes, atingindo em
termos de rendimento o maximo de 53% nas primeiras 24 h de fermentag&o, diminuindo
com o tempo. Para o tempo de 48 h os rendimentos obtidos para cada um dos ensaios
encontraram-se na faixa de 12% - 44%, ja para o tempo final de fementacao de 72 h,
obteve-se rendimentos entre 15% e 38% para todos os ensaios. Comportamento
parecido observa-se no estudo realizado por Nitschke et.al (2001), que utilizaram soro
de leite como meio com concentracédo de 1,5% lactose, 0,2% NH4CI e 0,1% extrato de

levedura, e em condi¢des de fermentacao de 28°C, 200 rpm, o rendimento na producao
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de goma xantana para as primeiras 20 h foi de 45%, apdés 30 h de processo o
rendimento foi de 75% e no final depois de 70 h o rendimento total atingiu 55%.

60% - —&—Ensaio 1
—— Ensaio 2
= Ensaio 3
—>Ensaio 4
== Ensaio 5
40% - =®—Ensaio 6

50% -

== Ensaio 7
——Ensaio 8
Ensaio 9
=& Ensaio 10
——Ensaio 11

30% -

Rendimento (%)

20% - Ensaio 12

Ensaio 13

Ensaio 14

0, 4
10% Ensaio 15

Ensaio 16

0% Ensaio 17

Tempo (horas)

Figura 9 — Rendimento na produgdo de goma xantana por X. campestris usando como meio
soro desproteinado de queijo suplementado com extrato de levedura e sulfato de aménio como
fonte de nitrogénio.

Em relagdo aos valores de pH, mostrados na Tabela 9, pode-se observar que para
0S ensaios com baixas concentragbes dos componentes dos meios de cultura, os
valores do pH apresentaram leve diminuicdo en funcdo ao tempo de fermentagéo,
sendo o valor mais baixo pH 6,2 no ensaio 9 em72 h . No caso dos ensaios com
maiores concentracbes de componentes, observou-se que o valor de pH ficou

praticamente constante e perto da neutralidade até 72 h de fermentagéo.
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Tabela 9 - Valores de pH para os diferentes ensaios do DCCR (2°) no processo de
produgdo de goma xantana por X. campestris usando como meio soro de queijo
desproteinado suplementado com de extrato de levedura e sulfato e ambnio como
fonte de nitrogénio.

Valores de pH

Ensaio 24 h 48 h 72 h
7,16 6,94 6,49
7,17 7,16 7,35
7,18 7,04 6,53
7,23 7,19 7,28
7,18 6,94 6,24
7,12 7,07 7,11
7,30 7,03 6,93
7,16 7,19 7,27
7,23 6,84 6,20
7,25 7,22 7,36
7,20 7,09 6,73
7,25 7,20 7,29
7,24 7,12 6,83
7,22 7,14 7,22
7,18 7,23 7,28
7,23 7,07 7,28
7,25 7,03 7,02
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Observa-se que os meios nos quais 0 pH manteve-se proximo a neutralidade
proporcionaram melhores condigdes de producao de goma até o final da fermentagéo,

embora o crescimento celular houvesse atinjido a fase de crescimento estacionario.

Muitos autores concordam que o pH neutro é o melhor para o crescimento do X.
campestris. Durante a produgdo da goma xantana, o pH decresce de neutro para
valores até préximos a 5,0 por causa da formagao de grupos &cidos presentes na goma
xantana. Quando o pH é controlado, a produ¢do da goma cessa na fase de crescimento
estacionaria e este efeito independe do alcali usado para controlar o pH. Quando o pH
ndo € controlado, a producdo da goma continua durante a fase de crescimento
estacionario (GARCiA OCHOA et al., 2000).
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6.3.1.1. Producao de goma xantana (g/L)

Através dos resultados obtidos foram calculados os coeficientes de regressao
para a resposta producédo de goma (g/L), apresentados na Tabela 10, para tempo de 72
h de fermentagdo. Para o delineamento composto central rotacional foram analisados
os fatores lineares e quadraticos para cada variavel, assim como as interagdes entre
cada uma delas, observando-se que as interacées das variaveis X1Xo € XXz ndo foram
estatisticamente significativas ao nivel de significancia de 10% (p < 0,10).

Tabela 10 - Coeficientes de regressdo para a resposta concentracdo de goma
xantana (g/L) usando como meio soro de queijo desproteinado, suplementado com
extrato de levedura e sulfato de aménio como fonte de nitrogénio.

. | Coeficiente de Erro
Fatores Regressio padrio T p-valor
Média 12,20 0,07 176,49 0,0000
X1 (L) -0,26 0,03 -8,06 0,0150
X1 (Q) 0,59 0,04 16,55 0,0036
X2 (L) -1,12 0,03 -34,35 0,0008
X2 (Q) 1,54 0,04 42,96 0,0005
X3 (L) -1,29 0,03 -39,85 0,0006
X3 (Q) 1,58 0,04 4415 0,0005
X1 X2 -0,06 0,04 -1,41 0,2929
X1 X3 -0,12 0,04 -2,83 0,1056
X2 X3 -0,91 0,04 -21,57 0,0021

* X1 —lactose, X2 — extrato de levedura, X3 — sulfato de aménio

A Equacao (1) a seguir descreve a produgdao de goma xantana prevista pelo
modelo matematico em fungdo das variaveis codificadas, contendo apenas os termos

estatisticamente significativos, esta equagéao apresenta modelo de segunda ordem.

Producdo de Goma (g/L) = 12,20 — 0,26X; + 0,59X1® — 1,12X> + 1,54X2% — 1,29X5 +
1,58X5% — 0,91X2X3 (1)

Para determinar a validade do modelo calculado, foi calculado o coeficiente de
determinacdo R? considerando o modelo reparametrizado, (Tabela 11).
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Tabela 11 - ANOVA para resposta producado de goma xantana (g/L) para 72 h de
fermentagcdo, usando como meio soro de queijo desproteinado suplementado com
extrato de levedura e sulfato de aménio como fonte de nitrogénio.

Fon.te (Ele Soma dos Qraus de Quafjrgdo Fealc Ftab Fcal/Ftab
Variacdo quadrados liberdade  Meédio
Regressao 89,87 7 12,84 5,14 2,51 2,0
Residuos 22,4829 9 2,50

Total 112,3560 16

% variagao explicada (R®) = 80%

Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que o modelo matematico

pode ser utilizado para predicdo da producdo de goma xantana, dentro da faixa

estudada em nivel de confianca de 90%, uma vez que Fiapelado < Fcalculado- Al€éM disso 0

coeficiente R?foi de 80% para o mesmo nivel de confianca.

A Figura 10 mostra os valores observados experimentalmente e os previstos pelo

modelo para a resposta producdao de goma. Observa-se boa concordancia entre os

mesmos, 0 que era esperado com base nos resultados da analise de variancia.

20

—_
©

Valores preditos de Produgdo de Goma (g/L)

Valores experimentais de Producdo de Goma (g/L)

Figura 10 - Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a producéo de

goma xantana (g/L).
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Como o teste F apresentou significancia para a resposta producdo de goma, foi

possivel descrever os resultados atraves das superficies de resposta da Figura 11.

Figura 11 - Superficies de resposta para produgdo de goma xantana (g/L) em funcdo da
concentracao de lactose e de extrato de levedura (a), da concentragédo de lactose e de sulfato
de aménio (b) e da concentracdo de extrato de levedura e de sulfato de aménio (c).
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Analisando a resposta producédo de goma (g/L) em fungao das concentragdes de
extrato de levedura e sulfato de aménio (Figuras 11a e 11b), observamos que para a
faixa analisada de ambas variaveis, a maxima producdo de goma ocorreu quando
utilizou-se as concentracées mais baixas das fonte de nitrogénio (nivel -1,68), para toda
a faixa de concentragcao de lactose (44 - 133 g/L). A Figura 11c mostra os efeitos do
extrato de levedura e sulfato de aménio na producao de goma xantana, observando-se
que a producao da goma atinge o maximo quando utilizada a concentracdo mais baixa
(nivel -1,68) e/ou a concentracdo mais alta (nivel 1,68), tanto para o extrato de levedura

quanto para o sulfato de aménio.

6.3.1.2. Producao de biomassa (g/L)

Para a resposta produgé@o de biomassa para o delineamento composto central
rotacional, analisando os fatores lineares e quadraticos para cada uma das variaveis,
assim como as iteracdes entre elas, observa-se que somente a interagdo das variaveis
Xi1X2 ndo foi estatisticamente significativa ao nivel de significancia de 10% (p < 0,10),
como mostrado na Tabela 12.

Tabela 12 - Coeficientes de regressao para a resposta producao de biomassa (g/L)
usando como meio soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de
levedura e sulfato de aménio.

. | Coeficiente de Erro
Fatores regressao Padrao T p-valor
Média 7,82 0,12 64,02 0,0002
X1 (L) 1,13 0,06 19,78 0,0025
X1 (Q) -0,80 0,06 -12,66 0,0062
X2 (L) 0,85 0,06 14,81 0,0045
X2 (Q) -0,34 0,06 -5,43 0,0322
X3 (L) 0,19 0,06 3,35 0,0789
X3 (Q) -0,39 0,06 -6,11 0,0258
X1 X2 -0,19 0,07 -2,57 0,1240
X1 X3 0,31 0,07 410 0,0546
X2 X3 0,36 0,07 4,84 0,0402

* X1 —lactose, X2 — extrato de levedura, X3 — sulfato de aménio
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A Equacgéo (2) a seguir descreve a producao de biomasa em fung¢édo das variaveis

codificadas, contendo apenas os termos estatisticamente significativos:

Produgdo de Biomassa (g/L) = 7,82 + 1,13Xy — 0,80X:® + 0,85X, - 0,34X>? + 0,19X3 -
0,39X3? + 0,31X¢X3 + 0,36X2X3 (2)

Da mesma forma que para producdo de goma a equacado, para producao de
biomassa é também de segunda ordem.

A analise de variancia para a resposta produgdo de biomassa, mostrada na
Tabela 13, apresentou significancia estatistica para o modelo, a nivel de confianca de
90%, visto ter sido o valor de Fcacuiado > Ftavelado, @SSim como também coeficiente de
determingdo R? igual a 83%, comprovando a validade do modelo utilizado.

Tabela 13 - ANOVA para resposta producdo de biomassa (g/L) para 72 h de
fermentacdo usando como meio soro de queijo desproteinado suplementado com
extrato de levedura e sulfato de aménio como fonte de nitrogénio.

Fontede Somados Grausde Quadrado Fealc Ftab Fcal/Ftab

variacdo quadrados Liberdade meédio

Regresséo 37,29 8 4,66 5,03 2,59 1,9
Residuos  7-4175 8 0,93

% variacdo explicada (R®) = 83%

A Figura 12 mostra os valores observados experimentalmente e os previstos pelo
modelo, associado a resposta producédo de biomassa. Pode-se observar que o modelo

gerou respostas proximas aos valores experimentais correspondentes.
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Figura 12 - Concentracdes de biomassa preditos pelo modelo matematico versus
concentragdes experimentais

O comportamento da producado de biomassa em relacado as variaveis do modelo,
podem ser observadas pelas superficies de resposta das Figuras 13a, 13b e 13c.
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Figura 13 - Superficies de resposta para producdo de biomassa (g/L) em fungdo da
concentracdo de lactose e de extrato de levedura (a), da concentracdo de lactose e de sulfato
de amdnio (b) e da concentracédo de extrato de levedura e de sulfato de aménio (c).

Analisando as superficies de resposta (Figura 13), observamos que as condicoes
de maior massa celular foram obtidas nas concentragdes referentes ao ponto central,
para as trés variaveis estudadas. As regides das curvas com valores um pouco
menores as do ponto central, que levaram as mesmas respostas de densidade otica
ocorreram quando utilizadas altas concentragcées de extrato de levedura (niveis 0 até
1,68) correspondente aos valores de 5, 6,19 e 7 (g/L) e concentragbes de lactose
(niveis 0 — 1) que corresponde aos valores de 89 e 116 (g/L) (Figura 13a). No caso da
Figura 13(b), quando se utilizaram concentragdes de sulfato de aménio (niveis -1 — 0)
de 1 e 1,5 (g/L) e concentragdes de lactose (niveis -1 até 1) de 62, 89 e 116 (g/L). Para
o caso da Figura 13(c), quando utilizadas concentrages intermediarias de extrato de
levedura, (niveis -1 até 1) correspondente aos valores de 3,81; 5 e 6,19 (g/L) e baixas
concentragbes de sulfato de aménio, (niveis -1,68 até 0) que corresponde a valores
analizados de 0,625; 1 e 1,5 (g/L).
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6.3.1.3. Consumo de Lactose (g/L)

Para a resposta lactose consumida foram calculados os coeficientes de regressao
para o delineamento composto central rotacional analisando os fatores lineares e
quadraticos, assim como as interacdes entre elas como mostrado na Tabela 14. O
termo quadratico para a variavel X, assim como para as interagdes XXz, X1X3 e X2Xs,
néo apresentaram significancia estatistica no nivel de significancia de 10% (p < 0,10).

Tabela 14 - Coeficientes de regressao para lactose consumida (g/L) usando como
meio soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e sulfato
de am6nio como fonte de nitrogénio em 72 h de fermentacao.

_ | Coeficiente de Erro
Fatores regressao Padréao T p-valor
Média 51,88 1,11 46,83 0,0005
X1 (L) 10,92 0,52 20,99 | 0,0023
X1 (Q) 2,82 0,57 4,93 0,0388
X2 (L) 1,76 0,52 339 | 0,0773
X2 (Q) 1,45 0,57 253 0,1271
X3 (L) -1,73 0,52 -3,33 0,0795
X3 (Q) 0,47 0,57 4,31 0,0498
X1 X2 0,04 0,68 0,07 0,9539
X1 X3 -1,74 0,68 -2,55 0,1252
X2 X3 -0,69 0,68 -1,01 0,4174

* X1 —lactose, X2 — extrato de levedura, X3 — sulfato de aménio
O modelo matematico obtido é de segunda ordem e esta representado pela
Equacéo (3) abaixo.
Lactose consumida (g/L) = 53,74 + 10,92X; + 2,39X:% - 1,76Xz - 1,73X3 + 2,04X3 (3)

A Tabela 15 apresenta a analise de variancia para a resposta lactose consumida,
cujos resultados mostram que o modelo é altamente significativo a nivel de confianca
de 90%.
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Tabela 15 - ANOVA para resposta Lactose consumida (g/L) para 72h de
fermentacdo usando como meio soro de queijo desproteinado suplementado com
de extrato de levedura e sulfato de aménio.

Fonte de Somados Graus de Quadrado

Fcalc Ftab Fcal/Ftab
variacao quadrados liberdade  Médio
Regressao 1812,83 5 362,57 46,40 2,45 18,9
Residuos 85,9537 11 7,81
Total 1898,7797 16

% variagao explicada (R®) = 95%

O valor de Fcacuado foi bastante maior ao valor de Fiaeiado, € 0 coeficiente de
determingdo R? igual a 95%, mostrando a validade do modelo utilizado.

A relacao entre os valores experimentais e previstos para lactose consumida sao

apresentados na Figura 14, observando-se bom ajuste do modelo ao ter respostas
proximas.
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Figura 14 - Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a resposta
lactose consumida.
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Para observar o comportamento da lactose consumida no processo de producéo de

goma, em relagdo as variaveis do modelo, as superficies de resposta estado ilustradas

na Figura 15 aeb.

AR KKK Y
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Figura 15 - Superficies de resposta para lactose consumida (g/L) em funcdo da concentragdo
de lactose e de extrato de levedura (a) e da concentracao de lactose e de sulfato de aménio

(o).

Através das superficies de respostas Figura 15a e 15b, observa-se que para
concentragbes maiores de lactose (nivel 1,68), o consumo de lactose for alto
independente da concentracdo de extrato de levedura ou sulfato de aménio, para os
quais ndo mostra significancia para toda a faixa de concentracao utilizada.

Levando em consideragcdo que para os trés componentes do meio de cultura
estudados pode-se utilizar concentragcbes minimas ou maximas para obter altas
producdes de goma xantana, optou-se por utilizar concentracbes mais baixas para

reduzir os custos do processo.

55



6.3.2. Otimizacao da producido de goma xantana através de Delineamento
composto central rotacional para o meio constituido de soro de queijo
desproteinado, extrato de levedura e uréia

A Tabela 16 mostra a matriz dos 17 ensaios com os valores em g/L das varidveis
estudadas, assim como as respostas (g/L) de producdo de goma, producado de
biomassa e lactose consumida para o0 meio constituido de soro de queijo
desproteinado, extrato de levedura e uréia, em tempos de fermentacéo de 24 h, 48 h e
72 h.

Observa-se na Tabela 16 que as melhores respostas para producao de goma para
o meio constituido de soro de queijo desproteinado, extrato de levedura e uréia foram
obtidos em 72 h de fermentacao, com maior producéo de goma (19,26 g/L) no ensaio 5,
que combina concentracbes baixas de lactose e extrato de levedura e a maior
concentracao de uréia, e mesmo que nao apresentase elevado consumo de lactose, a
produtividade obtida neste ensaio (0,27 g L h™") foi a maior entre todos os ensaios em
72 h. A menor producdo de goma em 72 h (9,90 g/L), corresponde ao ensaio 4, que
combina altas concentragcdes de lactose e extrato de levedura e concentragao
intermediaria de uréia. O maior consumo de lactose no meio (75,15 g/L) foi atingido
pelo ensaio 10 mas a producéo de goma foi muito baixa (10,44 g/L), com produtividade
de (0,15gL'h™).

Para produgédo de biomassa, as concentragbes variaram entre 3,52 (g/L), (ensaio
9) e 7,90 (g/L) (ensaio 8) em 72 h de fermentagdo. Quanto ao caso de consumo de
lactose, os valores variaram entre 42,36 (g/L), (ensaio 9) e 75,15 (g/L) o (ensaio 10).
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Tabela 16 - Produgao de goma xantana por X. campestris utilizando soro de queijo desproteinado suplementedo com

uréia: goma xantana, biomassa e lactose consumida (g/L).

Ensaios | x1* | xo* | xa* Goma |Biomassa| Lact. Cons. Goma |Biomassa | Lact. Cons.| Goma |Biomassa| Lact. Cons.
24h 24h 24h 48h 48h 48h 72h 72h 72h
1 62,0 | 381 | 14 5,88 3,48 18,78 14,64 5,36 33,26 16,86 4,14 45,93
2 116,0| 3,81 | 14 6,18 3,66 48,39 12,12 5,90 57,41 16,56 7,44 63,14
3 62,0 | 6,19 | 14 4,68 3,14 17,25 9,48 5,94 31,00 15,42 7,08 4474
4 116,01 6,19 | 1,4 3,60 3,64 46,13 6,72 6,32 57,70 9,90 7,02 61,04
5 62,0 | 3,81 | 2,6 6,24 3,60 23,55 11,46 5,48 33,94 19,26 3,80 46,14
6 116,0| 3,81 | 2,6 9,00 3,36 51,12 9,42 6,02 54,80 12,12 7,32 60,59
7 62,0 | 6,19 | 2,6 6,12 3,80 20,48 8,10 5,96 30,77 16,68 6,90 4292
8 116,0| 6,19 | 2,6 9,00 3,48 47,94 10,44 6,60 55,94 10,68 7,90 62,40
9 440 | 50 | 2,0 5,04 3,46 16,47 12,72 5,88 30,13 16,56 3,52 42,36
10 133,0| 5,0 | 2,0 4,56 2,80 58,78 9,24 6,48 70,10 10,44 5,72 75,15
11 89,0 | 3,0 | 2,0 4,20 2,72 37,42 9,96 5,92 49,25 16,32 5,70 62,59
12 89,0 | 7,0 | 2,0 3,00 2,40 32,78 6,24 5,94 43,59 10,44 7,12 49,81
13 89,0 | 50 | 1,0 4,44 2,76 35,71 11,88 6,30 48,53 16,68 5,18 62,06
14 89,0 | 50 | 3,0 2,04 3,28 40,19 6,48 5,80 50,99 14,04 5,78 59,96
15(C) [ 89,0 50 | 2,0 6,42 2,98 32,45 7,32 6,26 40,92 15,24 6,12 58,32
16 (C) | 89,0 | 50 | 2,0 717 3,40 31,60 8,04 6,10 39,49 14,73 6,32 57,75
17(C) | 89,0 | 50 | 2,0 7,92 3,76 32,74 8,76 6,28 41,25 14,22 6,40 59,11

* X1 —lactose (g/L), X2 — extrato de levedura (g/L), X3 — uréia (g/L)
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En termos de produtividade observa-se na Tabela 16 que os ensaios 6 e 8 em 24
h, apresentaram os valores mas elevados de produtividade (0.38 g L' h™) com
consumo de lactose de 51 e 48 ¢g/L respectivamente, mas mesmo sendo uma
produtividade maior a atingida pelo ensaio 5 apds 72 h, é de considerar a qualidade da
goma obtida; em 24 h, a goma é pouco estavel, de consisténcia fraca e de baixa
elasticidade, caracteristicas que melhoran consideravelmente na goma obtida apés 72
h de fermentagcdo. Este seja provabelmente o motivo pelo qual a maioria dos autores
consideram tempos maiores a 24 h na producao de goma xantana (SOUW e DEMAIN,
1979; ANTUNES et al., 2000; GARCIiA OCHOA et al, 2000; KRISHNA LEELA e
SHARMA, 2000; NITSCHKE, RODRIGUES e SCHINATTO, 2001; PAPAGIANNI et al.,
2001; BARRETO et al., 2008; ROTTAVA et al., 2009; PALANIRAJ e JAYARAMAN,
2011; SAVVIDES, KATSIFAS e HATZINIKOLAQU, 2012).

Também pela Tabela 16, observa-se em quanto producdo de goma, que apos 72
h, 0s ensaios com menor concentracdo de lactose, apresentaram maior producao de
goma, 0 ensaio 2 mesmo nao tendo baixa concentracdo de lactose atingiu elevada
producado de goma (16,56 g/L) provavelmente devido as baixas concentragdes das
outras variaveis, este comportamento é apreciado nas Figuras 16, 17, 18 e 19.

As Figuras 16 e 17 mostram a producéo de goma e de biomassa respectivamente,
para os diferentes ensaios ao longo das 72 h de fermentacao.

58



—&—Ensaio 1
——Ensaio 2
—A—Ensaio 3
—>—Ensaio 4
—¥—Ensaio 5
—8—Ensaio 6
—+—Ensaio 7
——Ensaio 8
~——Ensaio9
—o—Ensaio 10
=#—Ensaio 11
Ensaio 12

Produgdo de goma xantana (g/L)

Ensaio 13
Ensaio 14
Ensaio 15
Ensaio 16

S5 Ensaio 17
0 24h 48h 72h

Tempo (horas)

Figura 16 - Produgdo de goma xantana utilizando como meio soro de queijo desproteinado
suplementado com extrato de levedura e uréia para cada um dos ensaios do DCCR (2°).
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Figura 17 - Produgcdo de biomassa X. campestris utilizando como meio, soro de queijo
desprotei:?ado suplementado com extrato de levedura e uréia para cada um dos ensaios do
DCCR (2°).
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Comparando as Figuras 16 e 17, observa-se que em quanto a producao de goma
cresce a biomassa atinge valores mais baixos, assim no ensaio 5 que atingiu a maxima
producdo de goma (19,26 g/L) apds 72 h, o valor de biomassa foi de 3,80 g/L e no
ensaio 4 com producao de goma de 9,90 g/L o valor de biomassa foi quase o dobro que
no ensaio 5 com valor de 7,02 g/L.

A Figura 18 mostra o comportamento da concentracédo de lactose consumida (g/L)
para cada um dos ensaios, ao longo do tempo de fermentacao.
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==Ensaio 5
—®—Ensaio 6
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Lactose consumida (g/L)

Ensaio 13
Ensaio 14
Ensaio 15
Ensaio 16

Ensaio 17

0 24h 48h 72h

Tempo (horas)

Figura 18 - Lactose consumida no processo de produgdo de goma xantana utilizando como
meio, soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e uréia para cada
um dos ensaios do DCCR (2°).

A Figura 19 mostra os rendimentos da producdo de goma. Em 24 h de
fermentacdo o rendimento dos ensaios cresce na faixa de 5% - 31%. Para o tempo de

48 h os rendimentos obtidos para cada um dos ensaios encontraram-se na faixa de
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12% - 44%, entanto que para o tempo final de fermentacdo de 72 h, obteve-se
rendimentos entre 14% e 42% para todos 0s ensaios.

Observe-se que nos ensaios 1 e 9 as concentracdes iniciais de lactose e uréia sao
baixos pelo qual provavelmente o micro-organismo encontrou até as primeiras 48 h
condigbes 6timas de crescimento atingindo em termos de rendimento, valores de 44%

e 42% respectivamente que diminuiram com o tempo, atingindo as 72 h valores de 37%
e 39%.
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—=+=—Ensaio 7
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Figura 19 — Rendimento no processo de produgdo de goma xantana utilizando como meio soro
de queijo desproteinado suplementado desproteinado com extrato de levedura e uréia para
cada um dos ensaios do DCCR (2°).

A Tabela 17 mostra os valores de pH obtidos nos diferentes ensaios. Observa-se
que para os ensaios que combinam baixas concentragdes dos componentes do meio,
os valores do pH apresentam uma leve diminuicdo em funcdo ao tempo de
fermentagdo, sendo o valor mais baixo encontrado no ensaio 9 (6,09) apds 72 h de
fermentacao.

61



No caso dos ensaios com concentracbes maiores dos componentes do meio,
observa-se que o valor de pH fica praticamente constante e perto da neutralidade até
72 h, como consequéncia de maior efeito tampao. Os valores de pH ao final de 72 h de
fermentacdo mostram boas condicdes de producdo de goma, uma vez que sao valores
préximos a neutralidade e também proporcionam boas condicées de crecimento da
bactéria.

Tabela 17 - Valores de pH observados para os diferentes ensaios em fermentacao
de soro de queijo desproteinado para producao de goma xantana.

: Valores de pH
Ensaio ——74 48h 72h
1 7.30 6,99 6.40
2 7.30 7.38 7,31
3 7.39 7.5 6,90
4 7.40 7.40 7.39
5 7.34 7.15 6,54
6 7.25 7,25 7,25
7 7.30 7.25 6,86
8 7.28 7,07 7.35
9 7.31 6,89 6,09
10 7.30 7.29 7.28
11 7.31 7.18 6,96
12 7.43 7.02 7.34
13 7.39 7.05 6,43
14 7.36 7.19 7,31
15(C) | 7,40 7.10 7,25
16 (C) | 7,24 7.15 7.10
17(C) | 7.35 7.13 7.21

6.3.2.1. Producao de goma (g/L)
A producdo de goma para o delineamento composto central rotacional foi

analisado levando em conta as interagdes entre as variaveis. Observa-se que apenas
os termos lineares para as variaveis X1 e Xo e a interagdo X1Xs foram significativos ao

nivel de significancia de 10% (p < 0,10), como mostrado na Tabela 18.
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Tabela 18 - Coeficientes de regressdao para a resposta concentragdo de goma
xantana (g/L) usando como meio soro de queijo desproteinado suplementado com
extrato de levedura e uréia como fonte de nitrogénio.

Coeficiente Erro
Fatores’ de T p-valor

Regressao Padréao
Média 14,69 0,29 49,98 0,0004
X1 (L) -2,14 0,14 -15,52 0,0041
X1 (Q) -0,29 0,15 -1,92 0,1947
X2 (L) -1,61 0,14 -11,68 0,0073
X2 (Q) -0,33 0,15 -2,20 0,1588
X3 (L) -0,33 0,14 -2,36 0,1426
X3 (Q) 0,37 0,15 2,41 0,1377
X1 X2 -0,51 0,18 -2,83 0,1056
X1 X3 -0,91 0,18 -5,07 0,0367
X2 X3 0,51 0,18 2,83 0,1056

* X1 —lactose, X2 — extrato de levedura, X3 — uréia

Analisando os coeficientes de regressao (Tabela 18) e ignorando os fatores néao
significativos (p < 0,10) com excecado das interagdes X1Xo e X2X3, obteve-se o modelo
de primeira ordem (Equacéo 4) em funcao das variaveis estudadas para producao de
goma xantana utilizando como meio soro de queijo desproteinado suplementado com

extrato de levedura e uréia como fonte de nitrogénio.

Producéao de Goma (g/L) = 14,48 — 2,14X1—1,61X>— 0,51X1X2—0,91X1 X3 + 0,51 X2X3
(4)

Como parte da validagao do modelo encontrado foram calculados a Tabela ANOVA
(Tabela 19) e o coeficiente de determinacdo R? considerando os dados do modelo

reparametrizado.
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Tabela 19 - ANOVA para resposta producao de goma xantana (g/L) para 72h de
fermentacdo usando como meio soro desproteinado de queijo acrescentado de
extrato de levedura e uréia como fonte de nitrogénio.

Fontede Somados Grausde Quadrado

Fcalc Ftab Fcal/Ftab
variacdo quadrados Liberdade  médio
Regressdao 108,99 5 21,80 14,39 2,45 59
Residuos 16,6589 11 1,51
Total 125,6453 16

% variagao explicada (R°) = 87%

Os valores do coeficiente de determinagdo R? = 87% e do Fcacuiado bastante maior
a0 Fiapelado Mostrados na Tabela 19, corroboram a validade do modelo mateméatico

obtido para a resposta producédo de goma xatana dentro da faixa estudada em um nivel
de confianca de 90%.

A Figura 20 mostra que ha boa concordancia entre os valores observados

experimentalmente e os previstos pelo modelo para producdo de goma.

19

Valores preditos de Produgao de Goma (g/L)

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Valores experimentais de Produgdo de Goma (g/L)

Figura 20 - Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a resposta
producdo de goma xantana.
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Para observar o comportamento da producdo de goma xantana com relacado as

variaveis do modelo foram analisadas as superficies de resposta apresentadas na
Figura 21.
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Figura 21 - Superficies de resposta para produgdo de goma xantana por X. campestris em

fungéo da concentragao de lactose e de extrato de levedura (a), da cocentracéo de lactose e de
uréia (b) e da concentracao de extrato de levedura e de uréia (c).
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A superficie de resposta apresentada na Figura 21(a) mostra que quanto mais
baixas as concentracdes de lactose e extrato de levedura, maior a producdao de goma.
Através da superficie de resposta da Figura 21(b) verifica-se que quando a
concentracdo de lactose era baixa, a producdo de goma aumentou com aumento da
concentracao de uréia. Na Figura 21(c) observamos os efeitos do extrato de levedura e
da uréia na producao de goma xantana, sendo a producao maxima atingida quando

foram utilizadas as concentracdes mais baixas de ambas variaveis.

6.3.2.2. Producao de biomassa (g/L)
Quanto a producdo de biomassa, foram calculados os coeficientes de
regressao analisando os fatores lineares e quadraticos para cada uma das variaveis,

assim como as interacdes entre elas como mostrado na Tabela 20.

Analisando os coeficientes de regressdo observa-se que tanto os termos lineares
como 0s quadraticos para a variavel X3 ndo apresentaram significancia estatistica no
nivel de significancia de 10% (p < 0,10). Para o caso da interacdo X2X3, mesmo nao
apresentando significancia, o valor foi mantido no modelo devido a proximidade deste

com o nivel de significancia utilizado.

Tabela 20 - Coeficientes de regressdo para a resposta producdo de biomassa
usando como meio soro de queijo desproteinado suplementado com de extrato de
levedura e uréia.

. | Coeficiente de Erro
Fatores ~ ~ T p-valor
regressao Padrao
Média 6,22 0,08 74,80 0,0002
X1 (L) 0,84 0,04 21,50 0,0022
X1 (Q) -0,37 0,04 -8,53 0,0135
X2 (L) 0,63 0,04 16,11 0,0038
X2 (Q) 0,27 0,04 6,21 0,0250
X3 (L) 0,09 0,04 2,34 0,1438
X3 (Q) -0,06 0,04 -1,45 0,2845
X1 X2 -0,73 0,05 -14,41 0,0048
X1 X3 0,16 0,05 3,14 0,0883
X2 X3 0,14 0,05 2,84 0,1046

* X1 - lactose, X2 — extrato de levedura, X3 — uréia
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Obteve-se a Equacao (5) do modelo reparametrizado de segunda ordem a partir

das variaveis codificadas, contendo os termos estatisticamente significativos:

Producéo de Biomassa (g/L) = 6,14 + 0,84X; — 0,35X;2 + 0,63Xz + 0,28X,2 - 0,73X1Xz +
0,16X1X3 + 0,14XoX3 (5)

A Tabela 21 apresenta os resultados da ANOVA e o coeficiente de determinacgao.

Tabela 21 - ANOVA para resposta producdo de biomassa utilizando como meio
soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e uréia.

Fontede Somados Grausde Quadrado

Fcalc Ftab Fcal/Ftab
variagdo quadrados Liberdade Médio
Regresséo 22,94 7 3,28 6,94 2,51 2,8
Residuos 42519 9 0,47
Total 27,1878 16

% variacdo explicada (R®) = 84%

A andlise de variancia para a resposta producao de biomassa no meio em estudo,
mostra significancia estatistica para o modelo a nivel de confiangca de 90%, sendo
Fiabelado < Fealcuiado, @SSiM como também o coeficiente de determingao R? obtido de 84%,

mostrando a validade do modelo utilizado.

A Figura 22 apresenta os valores observados experimentalmente e os previstos
para producdo de biomassa. O modelo gerou respostas préximas aos valores

experimentais correspondentes.
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Valores preditos de Produgéo de Biomassa (g/L)

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Valores experimentais de Produgéo de Biomassa (g/L)

Figura 22 - Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a resposta
produgéo de biomassa.

A Figura 23 mostra as superficies de resposta para a producdo de Biomassa com
relagdo as variaveis em estudo.
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Figura 23 - Superficies de resposta para producao de biomassa em fun¢do da concentracao de
lactose e de extrato de levedura (a), da concentracdo de lactose e de uréia (b) e da
concentracao de extrato de levedura e de uréia (c).

A Figura 23(a) mostra que a maior produgdo de massa celular foi obtida nas
concentracbes mais altas de lactose e de extrato de levedura, a Figura 23(b) mostra
que as maiores concentragbe de biomassa ocorreram quando se utilizou altas
concentragbes de lactose e concentracdes baixas de uréia e pela Figura 23(c)
observa-se que sé quando foram utilizadas concentragdes altas de extrato de levedura
obteve-se maior producdo de biomassa, independente da concentracao de uréia
utilizada.

6.3.2.3. Consumo de Lactose (g/L)

Para o caso da resposta lactose consumida, do meio constituido por soro de
queijo desproteinado, extrato de levedura e uréia foram calculados os coeficientes de
regressao para o DCCR, analisando fatores lineares e quadraticos das variaveis e suas
interacdes, como mostra a Tabela 22. Vemos que o termo quadratico para a variavel X3
assim como as interagdes X1Xz, X1X3 € X2X3 ndo apresentaram significancia estatistica
ao nivel de significancia de 10% (p < 0,10). No caso do termo quadratico para a variavel
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X3, apesar de néo ter apresentado significancia, foi mantida no modelo devido a sua

proximidade ao nivel de significancia utilizado.

Tabela 22 - Coeficientes de regressao para a resposta lactose consumida utilizando
como meio soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e

uréia.
| Coeficiente de Erro
Fatores regressao Padrdo T p-valor
Média 58,73 0,39 149,08 0,0000
X1 (L) 8,98 0,19 48,52 0,0004
X1 (Q) 1,05 0,20 5,16 0,0356
X2 (L) -1,92 0,19 -10,36 0,0092
X2 (Q) 1,95 0,20 19,59 0,0107
X3 (L) -0,46 0,19 -2,50 0,1293
X3 (Q) 0,25 0,20 1,24 0,3410
X1 X2 0,52 0,24 2,13 0,1668
X1 X3 0,05 0,24 0,22 0,8497
X2 X3 0,24 0,24 0,98 0,4314

* X1 —lactose, X2 — extrato de levedura, X3 — uréia

A Equacédo (6) representa o modelo reparametrizado de segunda ordem
determinado a partir das variaveis codificadas.

Lactose consumida (g/L) = 58,41 + 8,98X — 0,98X:% - 1,92X; - 1,88X5%— 0,46X3 (6)

A Tabela 23 apresenta a andlise de variancia para a resposta lactose consumida,
onde os resultados obtidos mostram que o modelo é altamente significativo a nivel de

confianca de 90%.
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Tabela 23 - ANOVA para resposta lactose consumida utilizando como meio soro de
queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e uréia.

Fontede Somados Grausde Quadrado

Fcalc Ftab Fcal/Ftab
variagdo  quadrados liberdade médio
Regressao 1201,12 5 240,22 19,06 2,45 7,8
Residuos  138,6474 11 12,60
Total 1339,7717 16

% variagao explicada (R®) = 88%

Observando que Fiapelado < Fealculado, € que o coeficiente de determingéo R? foi igual
a 88%, corrobora-se a validade do modelo utilizado.

Na Figura 24 é mostrada a relacdo entre os valores observados
experimentalmente e os previstos pelo modelo matematico. Nota-se que o modelo

gerou respostas préximas aos valores experimentais correspondentes.

Valores preditos para Lactose consumida (g/L)

35
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Valores experimentais para Lactose consumida (g/L)

Figura 24 - Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a resposta
lactose consumida.
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Para observar o comportamento do consumo de lactose no processo de producao
de goma xantana em relacdo as variaveis do modelo, construiu-se as superficies de

resposta da Figura 25.
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Figura 25 - Superficies de resposta para lactose consumida (g/L) em fungéo a concentracdo de
lactose e concentracao de extrato de levedura (a), e da cocentracdo de lactose e concentracao
de uréia (b).

Através das superficies de resposta da Figura 25(a) e 25(b), observa-se que para
concentragbes altas de lactose, a lactose consumida na produgdo de goma foi alta,
independente da concentragdo usada de extrato de levedura ou uréia.

Depois das analises feitas no meio com soro de queijo desproteinado, extrato de
levedura e uréia, observou-se que para conseguir boa producdo de goma pode-se
utilizar valores minimos de concentragdo de lactose e de extrato de levedura, e

concentragdes intermediarias de uréia.
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6.3.3. Confirmacao experimental das condicoes otimizadas para cada um dos
meios utilizados

A Tabela 24 e as Figuras 26 e 27 apresentam os resultados médios usando as

melhores condicoes dos meios avaliados: lactose, extrato de levedura, sulfato de

amodnio (44 g/L, 3 g/L e 1,5 g/L) e lactose, extrato de levedura e uréia (44 g/L, 3 g/L e 2

g/L) respectivamente.

Tabela 24 - Concentracdo de goma xantana, concentracao de biomassa e lactose
consumida (g/L) em meio constituido por soro de queijo desproteinado contendo
sulfato de ambnio e uréia.

Meio: Soro, Extrato de Levedura e Meio: Soro, Extrato de levedura e
Sulfato de alménio Uréial
Tempo i Lact. | Lact.
(h)y | Goma | Biomassa | Consumida | Goma | Biomassa|{ Consumida
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
24 522 : 2,60 15,66 7,08 : 3,57 21,84
48 13,44 | 4,36 29,86 14,70 © 4,50 32,52
72 20,28 | 2,64 40,47 18,96 3,60 40,58

* Concentracao inicial de lactose-44 Q/L.

Observa-se na Tabela 24, em quanto a producdo de goma, o meio com sulfato de
amodnio apresentd valor de 20,28 g/L e rendimento de 50% em 72 h de fermentacao, no
entanto 0 meio com uréia atingiu valor de 18,96 g/L com rendimento de 47% para o
mesmo tempo de fermentacdo, ou seja, o meio com sulfato mostrou-se melhor para

producao de goma.

Em termos de produtividade, o meio com uréia, apresentou produtividades de 0,30
gL"h"e 0,31 gL'h", em tempos de fermentacdo de 24 h e 48 h respectivamente, e o
meio contendo sulfato de aménio, obteve produtividades de 0,22 g L' h" em 24 h e
0,28 g L' h™" em 48 h de fermentacéo. Apds 72 h de fermentacéo, no meio com sulfato
de aménio, a produtividade se manteve em 0,28 g L' h”', mas no meio com uréia, a
produtividade diminui a 0,26 g L' h™. Deve-se observar que mesmo tendo-se obtido
maiores valores de produtividade em 24 h e 48 h de fermentagdo no meio com uréia e

em 48 h no meio com sulfato de aménio, um aspecto importante a ser considerado, é a
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qualidade da goma xantana produzida, a qual atingiu melhores condi¢cdes de textura,
consisténcia e elasticidade ap6s 72 h de fermentacao.

biomassa, lactose consumidae lactose
remanescente (g/L)

Produc¢do de goma xantana,producdo de

0 24h 48h 72h
Tempo (horas)

—&— Produgdo de goma—®— Produgdo de biomassa Lactose consumida -->--- Lactose remanesc.

Figura 26 - Concentracdo de goma xantana, biomassa, lactose consumida e lactose
remanescente (g/L) em fermentagdo de soro de queijo desproteinado suplementado com
extrato de levedura e sulfato de aménio.

Produgdo de goma xantana, produgdode
biomassa, lactose consumidae lactose
remanescente (g/L)

0 24h 48h 72h
Tempo (horas)

—— Produg¢do de goma —®— Produgdo de biomassa Lactose consumida -->¢-- Lactose remanesc.

Figura 27 - Producdo de goma xantana, biomassa, lactose consumida e lactose
remanescente (g/L) em fermentacdo de soro de queijo desproteinado contendo uréia como
fonte de nitrogénio.
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Geralmente, baixas concentracées de carbono e nitrogénio sdo Uteis para a
producdo da goma xantana. O nitrogénio é um nutriente esencial tanto como
componente organico ou como molécula inorganica. (GARCIA OCHOA et al., 2000).
Resultados similares aos encontrados no nosso trabalho foram obtidos por Souw e
Demain (1979). Segundo estes autores, quando o carbono e o fésforo sdo nutrientes
limitantes, a produgdo de goma xantana aumenta. A concentragéo da fonte de carbono
afeta a eficiéncia da conversdo em polissacarideos, sendo relatado na literatura que
concentragdes entre 1 — 5%, ddao o melhor rendimento, enquanto que em
concentragdes mais altas de glicose, o rendimento do produto decresce (PAPAGIANNI
et al., 2001).

A Figura 28 mostra os resultados experimentais da produgdo de goma xantana
usando as duas fontes de nitrogénio.

Uréia (NH,),S0,

Figura 28 - Produgéo de goma xantana apds 72 h de fermentagado utilizando uréia ou
sulfato de aménio como fontes de nitrogénio.

75



6.3.4. Comportamento do pH dos meios otimizados contendo sulfato de amoénio e
uréia como fontes de nitrogénio, ao longo do tempo de fermentacao

A Tabela 25 mostra os valores de pH dos meios otimizados contendo sulfato de
aménio e uréia como fontes de nitrogénio. Observa-se que em 72 h de fermentacgéo,
ambos meios contendo sulfato de amdnio ou uréia como fonte de nitrogénio

apresentaram o menor valor de pH, ao redor de 5,9.

Tabela 25 - Valores de pH dos meios constituidos por soro de queijo desproteinado
suplementados com sulfato de aménio.

Valores de pH
Tempo (h) —
Sulfato Uréia
24 7,02 7,24
48 6,59 6,70
72 5,89 5,94

6.3.5. Producao de goma xantana excluindo do meio de cultivo as fontes de
nitrogénio

Foram realizados testes com meios ndo suplementados com sulfato de aménio
e/ou uréia como fontes de nitrogénio, baseados nos ensaios onde se obteve boa
produgcdo de goma, e cujos meios tinham baixas concentragbes das fontes de
nitrogénio. Os resultados estao apresentados nas Tabelas 26 e 27.

Na Tabela 26, observa-se os resultados de produgdo de goma xantana, producao
de biomassa, assim como os valores de lactose consumida e lactose remanescente em
24 h, 48 h e 72 h de fermentagédo para o meio, soro desproteinado suplementado com
extrato de levedura. Os melhores resultados para producédo de goma, foram obtidos em
72 h, pelos ensaios 4 e 5 que atingiram o mesmo valor de 23,28 g/L com rendimentos
de 29% e 27%, respectivamente, e produtividade de 0,32 g L™ h™' em ambos casos, no
entanto, observa-se que a quantidade de lactose remanescente presente no meio é

bastante alto. Observando o ensaio 1, vemos que a producao de goma foi de 18,72 g/L,
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rendimento de 46% e mesmo que a produtividade ndo seja tao alta quanto os ensaios
anteriormente mencionados, o consumo de lactose no meio é bastante elevado, o qual

deixa um residuo menos poluidor.

Funahashi, Yoshida e Taguchi (1987), estudaram o efeito da concentracdo de
glicose na producao de goma xantana por X. campestris ATCC 13951. Segundo este
estudo, concentracbdes de glicose entre 30 g e 40 g/Kg de meio consistem na melhor
faixa de concentracdo para a producdo de goma xantana. A possibilidade da adigcao
intermitente de glicose de forma a manter seu teor no meio entre 30 e 40 g/Kg, preveniu
a inibicao do crescimento celular e da producdo de goma. Através dessa alimentacao
estratégica de glicose, a concentracdo de goma xantana atingiu 43 g/Kg ap6s 96 h de
fermentagdo. A concentracdo 6tima inicial de glicose foi considerada pelos autores
como a de 40 g glicose/Kg de meio. Savvides, Katsifas e Hatzinikolaou (2012),
encontraram melhor producédo de goma xantana quando a solugdo equimolar de glicose
e galactose foi de 43 g/L, no referente a fonte de carbono. Esta concentracdo foi a mais
favoravel também na producao de goma xantana em batelada, em outros estudos (DE
VUYST e A., 1994).

A Tabela 27 mostra os resultados obtidos utilizando meio constituido apenas por
soro de queijo desproteinado, e pode-se observar, que independente da concentracao
de lactose utilizada para producado de goma, foram obtidas cerca de 20 g/L ap6s 72 h
de fermentacéo ou seja, producao equivalente as obtidas com os meio suplementados
(Tabela 24) com produtividade de 0,27 g L™ h™'. Em termos de rendimento foi o ensaio 1
0 que obteve maior resultado com valor de 58%. Observando os resultados obtidos na
producdo de goma xantana utilizando sé soro de queijo, pode-se concluir que a
suplementacdo do soro é desnecessaria, ndo havendo também a necessidade de
concentrar o soro, uma vez que em concentracbes altas de lactose ndo se obteve
maiores producdes de goma e a lactose remanescente no meio também é alta. Assim,
a utilizacdo de baixa concentracdo de lactose, além dos beneficios econdmicos, traz

também o beneficio ao meio ambiente, visto ser o efluente menos poluidor.
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Tabela 26 - Producao de goma, producao de biomassa e lactose consumida (g/L) por X. campestris utilizando como
meio soro desproteinado suplementado com extrato de levedura.

24 horas 48 horas 72 horas

Ensaios Lact. E;(\t, Goma | Biomas. Cl)_gr?ts FLQS{_ Goma | Biomas. égﬁts Iligf;'_ Goma | Biomas. é‘grﬁ; Iligf;'_
(g/L)| (g/L) | (g/L) | (g/b) | (g/b) | (g/b) | (g/L) | (g/b) | (g/b) | (g/b) | (g/L) | (g/L) (/L) | (g/L)

1 44 3 4,20 0,78 14,99 | 29,01 | 14,04 | 0,90 30,03 | 13,97 |18,72| 0,30 40,36 3,64

2 62 3 6,24 1,20 23,89 | 38,11 | 1560 | 1,62 38,56 | 23,44 |18,84| 0,72 49,96 | 12,04

3 89 3 6,96 1,92 36,14 | 52,86 | 16,92 | 2,64 50,38 | 38,62 |22,56| 1,68 62,80 | 26,20

4 116 3 7,32 2,10 54,75 | 61,25 | 19,68 | 4,68 64,90 | 51,10 | 23,28 | 3,60 80,50 | 35,50

5 133 3 9,12 2,46 72,88 | 60,12 |17,88| 4,56 81,10 | 51,90 | 23,28 | 5,70 86,21 | 46,79

Tabela 27 - Produgé&o de goma, producédo de biomassa e lactose consumida (g/L) por X. campestris meio constituido
apenas por soro de queijo desproteinado.

24 horas 48 horas 72 horas

Ensaios Lact. | Goma | Biomas. éng]ts ;2?:1'_ Goma | Biomas. é‘gﬁ; ;gﬁ[{_ Goma | Biomas. égﬁ; IF‘écr:;'_
(g/L) | (g/L) | (g/L) (g/L) (/L) | (g/L) | (g/L) (g/L) (g/L) | (g/L) | (g/L) (g/L) (g/L)

1 44 | 6,48 0,48 16,66 27,34 | 17,88 | 0,96 32,66 11,34 | 19,68 | 0,18 33,89 10,11

2 62 | 5,40 1,56 22,76 39,24 | 17,52 | 0,66 39,83 22,17 | 19,80 | 0,18 47,10 14,90

3 89 | 6,84 1,44 36,54 52,46 | 17,76 | 2,58 4788 | 41,12 | 19,68 | 0,66 61,61 27,39

4 116 | 10,20 | 2,22 48,56 67,44 | 14,28 | 3,60 67,02 | 48,98 | 19,68 1,86 80,80 35,20

5 133 | 7,32 2,10 60,84 72,16 | 13,32 | 3,54 76,92 56,08 | 19,44 | 3,78 86,46 46,54
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A Tabela 28 resume os resultados de producédo de goma, producéo de biomassa e
lactose consumida, obtidos nos ensaios A (soro de queijo desproteinado suplementado
com extrato de levedura e sulfato de aménio), B (soro de queijo desproteinado
suplementado com extrato de levedura) e C (soro de queijo desproteinado sem
suplementacao), a producédo de goma em 72 h de fermentacédo para cada ensaio foi de
20,28 (g/L), 18,72 (g/L) e 19,68 (g/L) respectivamente, com produtividades de 0,28 g L™
h1,026gL'h"'e0,27gL"h".

Tabela 28 - Produgédo de goma, producao de biomassa e lactose consumida (g/L) por X.
campestris em soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e
sulfato de aménio, soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura
e soro de queijo desproteinado sem suplementacéo.

24 h 48 h 72 h
Ensaios | Goma | Biomas. Lact. Goma | Biomas. Lact. Goma | Biomas. Lact.
Cons. Cons. Cons.
(g/L) | (g/Lb) (/L) | (g/b) | (g/L) (/L) | (g/b) | (g/L) (g/L)
A 5,22 2,60 15,66 | 13,44 | 4,36 29,86 | 20,28 | 2,64 40,47
B 4,20 0,78 14,99 |14,04| 0,90 30,03 | 18,72 | 0,30 40,36
C 6,48 0,48 16,66 |17,88| 0,96 32,66 | 19,68 0,18 33,89

Ensaio A = soro desproteinado (lactose 44 g/L), extrato de levedura (3 g/L) e sulfato de amoénio (1,5 g/L);
Ensaio B = soro desproteinado (lactose 44 g/L) e extrato de levedura (3 g/L);
Ensaio C = soro desproteinado (lactose 44 g/L).

A Tabela 28 e Figura 29 mostram que nao houve grandes diferencas na producao
de goma xantana apds 72 h de fermentacdo para os trés ensaios. Em relagcdo ao
rendimento, o ensaio C, constituido apenas de soro de queijo desproteinado atingiu
valor de 58%, obtendo o rendimento mais alto entre os trés ensaios em 72 h de analise.
Este mesmo ensaio apds 48 h de fermentagdo, ja produziu cerca de 3 g/L de goma a
mais que 0s outros meios, e apresentou boa qualidade de goma com rendimento de
55%. Por estes resultados, verifica-se mais uma vez que apenas 0 soro de quejo
constitui bom meio para producdo de goma xantana, visto ser a fragdo de compostos
nitrogenados do soro, suficiente ao suplemento deste elemento a X. campestris.
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25 4

Produgdo de goma xantana (g/L)

0 24h 48h 72h

Tempo (horas)

—o—Ensaio A ——Ensaio B —#&—Ensaio C

Figura 29 - Producdo de goma xantana por X. campestris nos meios soro desproteinado
suplementado com extrato de levedura e sulfato de amoénio (A); soro desproteinado
suplementado com extrato de levedura (B) e soro desproteinado (C).

A Figura 30 mostra o aspecto de amostras de goma obtidas em 72 h de
fermentacao para os trés meios estudados (Tabela 28).

Figura 30 - Goma xantana produzida por X. campestris apds 72 h de fermentacdo, para os
meios A, B e C.
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Nas Figuras 31 e 32 é mostrado o comportamento para a producéo de biomassa e
de lactose consumida durante o processo de fermentacao de 72 h para os trés meios
em analise.

Produgdo de biomassa (g/L)

0 24h 48h 72h

Tempo (horas)

=—&—Ensaio A —— Ensaio B Ensaio C

Figura 31 - Producdo de biomassa na fermentagcdo dos meios soro desproteinado
suplementado com extrato de levedura e sulfato de amoénio (A); soro desproteinado
suplementado com extrato de levedura (B) e soro desproteinado (C).

30 A

Lactose consumida (g/L)

10 -

o

24h 48h 72h

Tempo (horas)

—&—Ensaio A ~fi—Ensaio B Ensaio C

Figura 32 - Lactose consumida em fermentagdo dos meios soro desproteinado suplementado
com extrato de levedura e sulfato de amonio (A); soro desproteinado suplementado com extrato
de levedura (B) e soro desproteinado (C).
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A Tabela 29 mostra a variacao dos valores de pH para os trés meios: soro de queijo
desproteinado suplementado com extrato de levedura e sulfato de aménio; soro desproteinado
de queijo suplementado com extrato de levedura e soro de queijo desproteinado. Observamos
que apds 72 h de fermentacao, os valores de pH diminuiram em quase dos pontos para cada
meio, sendo que a queda mais acentuada ocorreu no meio constituido apenas por soro,

atingindo valor de pH 5,32.

Tabela 29 - Valores de pH dos meios: soro de queijo desproteinado suplementado
com extrato de levedura e sulfato de aménio; soro de queijo desproteinado
suplementado com extrato de levedura e soro de queijo despreoteinado.

Valores de pH
Tempo (h)
A B C
24 7,02 7,18 7,19
48 6,59 6,68 5,93
72 5,89 5,99 5,32

A - soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e sulfato de aménio
B - soro de queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura
C — soro de queijo desproteinado

Ensaios preliminares indicaram o pH neutro como o melhor para producdo de
goma xantana, o que é relatado também na literatura. A Tabela 29 mostra diminui¢cdo
do pH em funcgéo do tempo de fermentagéo para cada um dos ensaios em analise, com
maior incidéncia no ensaio C, o qual atingiu no final do processo o menor valor de pH
5,32. A diminuicdo do pH durante a producdo de goma xantana se deve a formacao de
grupos acidos presentes na goma (GARCiA OCHOA et al., 2000).

Pode-se observar no presente trabalho mesmo que a producédo de goma xantana
utiizando soro de queijo como meio, ndo atingisse rendimentos e concentragbes
elevadas como os alcancados em meios convencionais (glicose e sacarose), a
producdo de goma xantana foi bastante razoavel o que torna este processo atrativo por
ser 0 soro de queijo um sub-produto de baixo custo e que muitas vezes € considerado

como residuo.
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7. CONCLUSOES

e A producdo de goma xantana por X. campestris ATCC 13951 utilizando como meio
soro de queijo desproteinado sem hidrolisar, mostrou que nao era possivel separar
totalmente a goma produzida da massa celular conservando sempre parte de goma

junto com a biomassa, o que determinou a necessidade de hidrolisar 0 meio.

e Em soro de queijo desproteinado e hidrolisado, ja a partir de 24 h de fermentacao
observou-se produgdo de goma xantana, mas esta atingiu as melhores

caracteristicas de textura, consisténcia e elasticidade em 72 h de fermentagéo.

e A utilizagdo de soro de queijo concentrado como meio, ndo aumentou a producao
de goma xantana, pelo contrario gerou na maioria dos casos, valores baixos de
producado de goma, diminuigdo pouco acentuada do pH e elevadas quantidades de
lactose no meio ao final do processo.

e A producdo de goma xantana por X. campestris ATCC 13951, utilizando soro de
queijo desproteinado e hidrolisado, ndo necessitou de suplementos de extrato de
levedura e sulfato de aménio, porque o proprio soro supriu todos os nutrientes

necessarios a bactéria, inclusive nitrogénio.

e Embora a concentracdo de goma xantana obtida a partir de soro de queijo nao seja
tdo alta quanto as gomas obtidas utilizando fontes de carbono convencionais, este
processo torna-se atraente porque o soro de queijo € um subproduto de baixo valor
agregado e a goma xantana tem larga aplicagdo industrial em alimentos.
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