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A goma xantana é um polissacarideo sintetizado por bactérias do género
Xanthomonas e de extrema importancia no aspecto comercial. A sua aplicagdo na
industria de alimentos, farmacéutica e petroquimica é devida principalmente as suas
propriedades de formar solugbes viscosas em baixas concentragdes, ampla faixa de
estabilidade a pH e temperatura. A goma xantana pode ser produzida a partir de meios
quimicamente definidos € meios industriais. O soro de queijo, um residuo industrial,
possui proteinas de alto valor biolégico, e, além disso, possui alto teor de lactose
(4,5%) e sais minerais (0,6%) constituindo um substrato rico e de facil obtencéo para a
produgao de polissacarideos. Na maioria das industrias de processamento de leite, o
soro é tratado como residuo e descartado inadequadamente. Este descarte, além de
trazer danos a natureza, corresponde também a um desperdicio inaceitavel diante de
suas caracteristicas nutricionais, sendo portanto, considerado um substrato potencial
para a producdo de biopolimeros. O objetivo deste trabalho foi a producdo da goma
xantana em meio a base de soro de queijo e posterior estudo de viscosidade aparente
do biopolimero produzido. Foi utilizado um biorreator de bancada de 2,5L utilizando
um volume util de 1L, contendo 900mL de meio de fermentacdo contendo: soro de
queijo, 0,1% de sulfato de magnésio e 2% de fosfato de potassio. Foi realizado um
planejamento fatorial completo 2%, no qual as varidveis estudadas foram agitagdo e
aeragao. Todos os ensaios foram realizados a 28°C = 2°C por 72 horas. A maior
producdo, 36,89 g.L”, foi encontrada com agitacdo de 410 rpm e aeracdo 1,5 vvm,



correspondente ao ponto central do planejamento de experimentos. Para o estudo da
viscosidade aparente da goma xantana produzida foram preparadas solugbes aquosas
das gomas na concentracao de 3%, a 25°C, para todos os ensaios de fermentagao.
Para as andlises de viscosidade aparente foi utilizado o reémetro digital marca
Brookfield. Avaliou-se também o comportamento da viscosidade em solugdes salinas
de gomas de acordo com a metodologia de planejamento de experimentos, para a
goma produzida no ponto central da fermentag&o, variando-se a concentragdo de
goma, a concentracao de sal e a temperatura. O estudo da adicdo de sais na solugdo
de goma permitiu concluir que o uso de CaCl, resultou na maior viscosidade da
solugdo dentre os sais estudados. Na condigdo de 25°C, 0,1% de CaCl, e 4,68% de

goma foi alcancada uma viscosidade de 1704 cP.
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1 INTRODUCAO

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

Os biopolimeros sdo interessantes do ponto de vista industrial por serem
amplamente utilizados como espessantes, gelificantes, agentes de suspenséo,
col6ides protetores, entre outras aplicagdes. Exibem uma combinacao de propriedades
que sao essenciais para definir sua aplicacdo final. Tais propriedades sao
determinadas por sua composi¢cao quimica, agrupamentos e ligagcdes moleculares, sua
massa molar média e sua distribuicao (PACE, 1991).

Biopolimeros ou polissacarideos microbianos podem ser intracelulares, da
parede celular ou extracelulares (exopolissacarideos ou EPS), e estes podem ser
capsulares ou livres. Os de maior interesse sao os extracelulares livres, devido a sua
facilidade de obtengao e menor custo para a industria.

Nas Ultimas décadas observaram-se progressos significativos em relagdo a
identificacdo, caracterizacdo e utilizacdo de polissacarideos sintetizados por
microrganismos (PADILHA, 1997). Inimeros biopolimeros tém sido produzidos e
utiizados comercialmente, entre eles: dextrana, xantana, curdulana, alginato
bacteriano, zanflo, gelana, welana, escleroglucana, pululana, celulose bacteriana
(SUTHERLAND, 1992; MARTINS e SA-CORREIA, 1993; GIAVASIS et al., 2000;
MAUGERI, 2001; GIAVASIS et al., 2003; KALOGIANNIS et al., 2003; CAMPBELL et
al.,, 2003). Qutros, tais como indicana, emulsana, pululana, ciclossoforanas, clairana,
diutana, dentre outros vém sendo estudados, sem ainda serem produzidos em escala
industrial (MAUGERI, 2001; NAVARRETE e SHAH, 2001; CHI e ZHAO, 20083;
MOREIRA et al., 2003). Dextrana, xantana e gelana sao, praticamente ainda os Unicos
polissacarideos microbianos comercializados em larga escala, tendo importancia
relevante no mercado de gomas (MAUGERI, 2001).

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

Diversos estudos que visam o aproveitamento de residuos industriais na
bioprodugdo de goma xantana sdo encontrados na literatura, devido ao mercado
crescente de polissacarideos de alto valor agregado e a reducdo do custo de
producao. A utilizacido de substratos alternativos, como soro de queijo, além de auxiliar
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a producdo de goma xantana pode ajudar a eliminar possiveis problemas ambientais
como descarte de efluentes.

O soro do queijo é um liquido obtido da coagulagédo do leite na elaboragéo dos
queijos, logo apos a separacao da coalhada (caseina) e da gordura. No leite, 0 soro
representa de 80% a 90% do volume total que entra no processo industrial e contém
em torno de 6,0% a 6,4% de extrato seco, cerca de 55% dos nutrientes do leite original
permanecem no soro, sendo proteinas sollveis, lactose, vitaminas e sais minerais.
Apesar do grande valor nutritivo, o soro foi considerado durante muito tempo um
subproduto sem utilidade (ALMEIDA et al., 2001). Na atualidade, o soro é utilizado em
algumas industrias na fabricacdo de bebidas lacteas, ricotas, achocolatados, porém
em pequena escala.

O descarte do soro, além de trazer danos a natureza, corresponde também a um
desperdicio inaceitavel devido a apreciavel quantidade de proteinas, lactose, e demais
compostos, tornando-se assim muito atrativo técnica e economicamente para
utilizagdo em processos fermentativos.

A goma xantana deve provavelmente continuar sendo o polimero mais utilizado
nos préximos anos, devido as suas caracteristicas reoldgicas singulares, pois pode
alterar as propriedades basicas da agua com capacidade de espessamento,
estabilizacdo, emulsificacao, suspensao e gelificacdo. Solugcdes de xantana possuem
alta viscosidade em baixas concentragdes, estabilidade em uma ampla faixa de
temperatura, pH e concentragdo de sais. Por estas razées a goma xantana tem sido
bastante empregada na industria alimenticia e petrolifera, e apesar do preco ser mais
elevado por unidade de massa, € menor quando comparado por unidade de
viscosidade obtida (MORAINE e ROGOVIN, 1973; MAUGERI, 2001).

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi utilizar soro de queijo na
producdo de goma xantana em biorreator a partir da bactéria Xantomonas campestris
pv mangiferaeindicae. E como objetivos especificos otimizar as condicbes de
producdo (agitacdo e aeragdo) da goma xantana em meio industrial (soro de queijo) e
analisar as caracteristicas reolégicas do polissacarideo produzido e a influéncia da
adicdo de solugdes salinas (NaCl, CaCl, e KCI) na viscosidade aparente dos
biopolimeros.
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REVISAO DA LITERATURA

Polissacarideos Microbianos

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

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

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

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

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

Os EPS sao, geralmente, considerados metabdlitos secundarios, produzidos
quando uma fonte de carboidratos esta presente em excesso (PACE e RIGHELATO,
1980). Metabdlitos secundarios sdo compostos sintetizados pelos microrganismos
quando as células crescem lentamente ou cessam o crescimento. Seu papel no
crescimento e metabolismo do microrganismo nem sempre € bem definido.
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Os polissacarideos capsulares sdo altamente hidratados, e, portanto protegem a
bactéria da dessecacgéao, evitando que moléculas hidrofébicas penetrem na cépsula e
cheguem a membrana celular. Os EPSs acidos produzidos pela maioria das bactérias
fitopatogénicas sdo altamente aniénicos e assim, podem atuar como resinas de troca
ibnica, concentrando minerais e nutrientes ao redor da célula. Outra funcao importante
do polissacarideo capsular, no solo ou em ambiente aquaticos, é auxiliar na adesao da
bactéria a superficies biolégicas ou inertes, nas quais existem altas concentragdes de
nutrientes. As bactérias fitopatogénicas precisam crescer ou sobreviver no solo, em
folhas ou raizes de plantas para completar seu ciclo de vida, portanto a protecao
contra o meio ambiente hostil pode ser um motivo para que a bactéria produza EPS
(SILVA et al., 2001).

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

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

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

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

As gomas microbianas ndao dependem de condicbes climaticas, e nao estio
sujeitas a contaminacdo marinha ou falha na colheita, que prejudicam a oferta das
gomas tradicionais. Além disso, sdo0 menos suscetiveis a variabilidade em sua
qualidade, pois sua producdo pode ser controlada cuidadosamente. Os
polissacarideos obtidos de microrganismos possuem propriedades especificas, sendo
uma alternativa valida para o desenvolvimento de novos produtos, pois possuem
propriedades similares aos de origem vegetal e animal. Essas gomas tém como
principal desvantagem o seu elevado custo, o que se deve aos processos de producao
que sao intensivos em capital e energia (PACE, 1991; MAUGERI, 2001).
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As propriedades dos biopolimeros sdo determinadas por sua composicao
quimica, agrupamentos e ligacdes moleculares, sua massa molar e sua distribuicao. A
principal caracteristica dos polimeros é sua capacidade de modificar a reologia de
solugcbes, além de serem, em sua maioria, multifuncionais, isto &, exibem uma
combinagédo de propriedades que sdo essenciais para definir sua aplicacao final. Os
EPS microbianos podem ser polimeros de monossacarideos anibnicos, neutros e
catibnicos ou derivados destes e, freqlientemente, contém grupos laterais como
acetato, piruvato, succinato, componentes lipidicos, nitrogénio organico ou ions
inorganicos. O grau de substituicdo destes grupos laterais tem um importante efeito
sobre as propriedades dos polimeros (PACE, 1991).

As propriedades mais importantes de uma solucdo de goma sdo agua ligada,
viscosidade em termos de gelatinizagdo e capacidade espessante. Em adicao a estas
fungdes, elas sédo também usadas em formulagbes de alimentos para estabilizagao de
emulsdes, prevencao de recristalizacdo do gelo e atributos sensoriais (KAYACIER et
al., 2005).

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

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

A goma xantana foi descoberta da década de 1950 e comercializada a partir da
década de 1960, sendo um polissacarideo natural e um importante biopolimero
industrial (GARCIA-OCHOA et al., 2000). E um heteropolissacarideo produzido por
cultivo aer6bio de culturas de Xanthomonas campestris, normalmente pelo pv
campestris (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MAUGERI, 2001).
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A instabilidade das linhagens de Xanthomonas campestris podem ocasionar
uma variagdo de massa molar do polissacarideo, e do grau de piruvatacao e
acetilagdo. Segundo MAUGERI (2001), através de manipulagées genéticas é possivel
alterar o grau de acetilagdo, aumentar o grau de piruvatacdo em 45% e aumentar o
rendimento da goma em 20%.

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

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

Um alto potencial de aplicacdo nos mais diversos segmentos industriais tem
surgido para biopolimeros, destacando-se a industria alimenticia devido principalmente
a propriedade de formar solucbes viscosas e géis hidrossoluveis. Para DRUZIAN
(2000), a pesquisa visando a aplicacdo industrial esta concentrada nos
polissacarideos extracelulares (EPS), pois resultam em processos de extracdo e
purificacdo mais simples e produtividade mais elevada.

Xanthomonas sp

A bactéria Xanthomonas campestris, capaz de elevar a viscosidade do meio
onde se desenvolve, foi isolada por Vers em 1940. A viscosidade é produzida pela

secrecdo no meio de um heteropolissacarideo aniénico, denominado goma xantana,
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produzido em escala industrial por fermentacao aerébica pela X. campestris (MAURY
e ROQUE, 1986).

As bactérias Xanthomonas pertencem a familia Pseudomonaceae.
Microrganismos deste género sdo bactérias fitopatogénicas relativamente comuns
responsaveis por causar “black root” em cruciferas, resultando em grandes perdas
econdmicas (ESGALHADO et al., 1995; CROSMAN et al., 2004).

As Xanthomonas sao bactérias Gram-negativas, com formato de bastonetes
(0,4-0,7um de largura e 0,7-1,8um de comprimento), méveis por flagelo Gnico (1,7-
3um de comprimento), com exceg¢ao a X. maltophilia que possui varios flagelos. As
colénias de Xanthomonas sp sao normalmente amarelas, lisas e viscosas. Os
pigmentos amarelos, xantomonadinas, estdo presentes em todas as espécies de
Xanthomonas, porém, podem estar ausentes quando acontece alguma degradagao
(GARCIA-OCHOA, 2000). So essencialmente fitopatogénicas, com excecdo da X.
maltophilia que é um patégeno humano (HOLT et al., 1994).

Estes microrganismos sao quimiorganotréficos, capazes de usar uma
variedade de carboidratos, sais e acidos organicos como fonte de carbono,
estritamente aerdébios, com um tipo de metabolismo respiratério que requer oxigénio
como o aceptor de elétrons terminal, resistentes a estreptomicina. A bactéria ndo
desnitrifica, é catalase-positiva e oxidase-negativa. A Xanthomonas sp pode oxidar a
glicose e o caminho de Entner-Doudoroff € predominantemente usado para o
catabolismo da glicose (o caminho da pentose fosfato também acontece, mas usa sé
8-16% da glicose total consumida); o acido tricarboxilico e os ciclos de glioxilato estao
presentes (GARCIA-OCHOA, 2000).

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

As bactérias colonizam a superficie dos vegetais pela adesdao a certas
estruturas. Apds invadirem os espacos intercelulares, desenvolvem microcoldnias
rodeadas de material fibrilar, provavelmente o EPS xantana. Passadas 24 horas
encontram-se abundantemente rodeadas por EPS, que preenche os espacos
intercelulares. Como o muco secretado pela bactéria apresenta alta capacidade de
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retencdo de agua, os espacos tornam-se congestionados; este fenébmeno é conhecido
como water soaking. O tecido é continuamente desintegrado e é o primeiro sintoma da
infeccdo e pré-requisito para a efetiva colonizacdo bacteriana (RUDOLPH, 1993).
Como a congestao é progressiva, os danos vao agravando-se. A planta vai murchando
devido a reducao da fotossintese e aumento da permeabilidade da membrana celular.
A bactéria utiliza como substrato o tecido necrosado, uma vez que é capaz de secretar
diversas enzimas que degradam os polissacarideos estruturais como a celulose e
pectinas (SUTHERLAND, 1993).

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

As linhagens utilizadas para a producdo de goma xantana séo selecionadas e
cultivadas por muitos métodos convencionais. A modificagdo genética pode levar a
melhorias nas propriedades requeridas para aplicacoes de recuperacao da cepa ou
suplementacdo do meio, ou ainda aumentar a producgdo, reduzindo o tempo de
fermentacdo e simplificando a recuperagédo e purificacdo do produto no processo
(ROSALAM e ENGLAND, 2006).

Goma Xantana

A Goma Xantana é um polissacarideo sintetizado por bactérias do género
Xanthomonas, e um importante biopolimero industrial. A descoberta da goma xantana
foi resultado de um programa sistematico de busca ou screening iniciada pelo
Departamento de Agricultura dos EUA. O resultado deste programa foi a descoberta
da xantana na década de 1950 nos Laboratérios de Pesquisa Regionais do Norte
(NRRL) no Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (MORRIS, 1984). A
xantana é completamente atéxica, tendo sido aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA desde 1969, como aditivo em alimentos. No Brasil, a
adicao de xantana em alimentos é permitida desde 1965, pelo Decreto Lei n® 55.871,
da Legislagéo Brasileira de Alimentos (LIMA et al., 2001).
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A Xantana é um heteropolissacarideo, cuja unidade basica repetidora é um
pentassacarideo, formado por duas unidades de glicose, duas unidades de manose e
uma unidade de acido glucordnico na proporgao molar de 2,8:2,0:2,0 e grupos piruvato
e acetil. Sua cadeia principal consiste em unidades de B-D-glucose com ligagdes nas
posicoes 1 e 4. O trissacarideo da cadeia lateral contém uma unidade de &cido D-
glucurénico entre duas unidades de D-manose ligadas na posicdo O-3 de residuos de
glicose da cadeia principal. Aproximadamente metade dos residuos D-manose
terminais contém um acido piravico ligado, com distribuicdo indeterminada. A unidade
D-manose ligada a cadeia principal contém um grupo acetil na posicao O-6. A
presenca dos acidos acético e piravico produz um polissacarideo do tipo aniénico
(SUTHERLAND et al., 1992; GARCIA-OCHOA et al., 2000; PORTILHO, 2002). A

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

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

A massa molar da goma xantana varia de 2 x 10° a 20 x 10° Da (Daltons). Esta
distribuicdo da massa molar depende da associagdo entre cadeias, dando forma a
agregados de diversas cadeias individuais. As variagbes nas condigbes de
fermentacédo sao fatores que influenciam a massa molar da xantana (GARCIA-OCHOA
et al., 2000, LIMA et al., 2001).

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

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

A principal caracteristica da xantana € sua capacidade de modificar a reologia ou
o comportamento de escoamento das solucbes (MARGARITIS e PACE, 1985). Suas
propriedades sao determinadas por sua composi¢cdo quimica, arranjos e ligacoes
moleculares (PACE, 1980).

As solugdes de xantana mostram um comportamento pseudoplastico, ou seja, a
viscosidade diminui com o aumento da deformagdo do fluido. A viscosidade das
solugbes praticamente ndo se alteram com a temperatura entre 42 e 93°C, com pH
entre 1 e 13 e com forcas ibnicas equivalentes a concentracdes de cloreto de sodio
entre 0,05% e 1%. H& compatibilidade plena com uma grande diversidade de insumos
usados industrialmente, como metais, acidos, sais, agentes redutores, outros
texturizantes, solventes, enzimas, surfactantes e conservantes. Em conjunto com
galactomananas (goma guar e goma de algaroba) apresenta um aumento sinérgico de
viscosidade e formam géis termorreversiveis (LIMA et al., 2001).

A goma xantana com alto grau de acetilacdo e especialmente baixo grau de
piruvatacdo, aumenta a viscosidade de suas solugdes porque associagoes
intermoleculares sdo favorecidas. Um problema importante relacionado com a
producdo de goma xantana deve-se a instabilidade das linhagens de X. campestris,
resultando em uma variacdo de massa molar do polissacarideo, € do grau de
piruvatacao e acetilagdo. Com a identificagcdo dos genes responsaveis pela sintese do
polissacarideo é possivel, através de manipulagbes genéticas, alterar o grau de
acetilacdo, aumentar o grau de piruvatacdo e aumentar o rendimento da goma (LIMA
et al., 2001; MAUGERI, 2001).

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

Em 1992 a capacidade mundial de producao de biopolimeros (principalmente
xantana) excedia 30.000 toneladas anuais correspondendo a 408 milhdes de dolares
(KALOGIANNIS et al., 2003). O Brasil segue a tendéncia mundial de incremento no

consumo de xantana, mesmo sendo esta totalmente importada, demonstrando a
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relevancia de se investir em uma producdo nacional competitiva, ja que o Brasil
mostra-se com um grande potencial para a fabricacdo deste polimero em escala
industrial, pois dispde de matéria-prima basica para a producdo: aglcar, e alcool para
a recuperacao do polimero (MOREIRA, 2002).

No Brasil o substrato representa um baixo custo de producédo, entretanto em
outros paises o custo do meio de fermentacdo representa um fator critico sob o
aspecto comercial na produgao do polissacarideo. Por esse motivo, vem aumentando
muito o interesse por substratos alternativos como, por exemplo, residuos industriais
que podem ser utilizados como uma alternativa para producdo de polissacarideos
diminuindo custos de produgao e minimizando problemas ambientais causados pelo
seu descarte (ROTTAVA, 2005).

Producao de biopolimeros por fermentacao

A producgao de biopolimero depende da composi¢cao do meio, da linhagem e das
condi¢des de fermentacdo utilizadas, tais como: temperatura, velocidade de agitagéao,
concentracdo inicial de nitrogénio. Obtendo-se deste modo uma variagdo nos
rendimentos e na qualidade do polimero, pois influenciam na estrutura molecular e nas
propriedades da goma xantana produzida (CASAS et al., 2000; GARCIA-OCHOA et
al., 2000).

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

Segundo GARCIA-OCHOA et al. (2000) o meio de producéo 6timo para xantana
inclui: sacarose (40 gL™), &cido citrico (2,1 g.L"), sais de aménia, potassio, magnésio,
sédio, zinco, ferro e célcio, acido borico e acido cloridrico concentrado, sendo o pH
ajustado para 7,0. Nitrogénio pode ser fornecido nas formas organica ou inorganica,
sendo que a razdo C:N usada no meio de produgdo deve ser menor que a usada
durante o crescimento. Glutamato é a melhor fonte de nitrogénio, usada em
concentragdes de 15 mM. Pequenas quantidades de &cidos organicos adicionados ao
meio, melhoram a producdo (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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A relagdo carbono:nitrogénio no meio de cultura influencia grandemente a
producao de goma xantana. Uma elevada concentracdo de nitrogénio é necessaria
para um rapido crescimento celular, entretanto, quando a concentragdo de nitrogénio
no meio de cultura for muito elevada, a goma xantana produzida possui propriedades
reolégicas inadequadas (NITSCHKE et al., 2001).

Para NITSCHKE et al. (2001) meios contendo elevado teor de fonte de carbono
e baixo teor de nitrogénio favorece o acumulo de polimero. A goma xantana é
produzida como metabdlito secundario em processo com duas fases distintas: a fase
de crescimento, onde maior concentragdo de nitrogénio é requerida para o
crescimento celular e a fase de producao, onde maior concentracao de carbono é
necessaria, visando o acumulo de produto.

GARCIA-OCHOA et al. (2000) verificou que nitrogénio, fésforo e magnésio
influenciam o crescimento, enquanto nitrogénio, fésforo e enxofre influenciam a
producdo de goma xantana.

CASAS et al. (2000) observou, porém, que a concentracdo de nitrogénio
influencia o aumento de biomassa, primeiramente aumentando conforme aumenta a
concentragdo de nitrogénio, chegando a um maximo quando 1,144g.L™" de NH4NO;
sao utilizadas, a partir disso ocorre uma diminuicdo da biomassa com aumento da
concentracdo do nitrogénio. Sobre a producdo de goma xantana nenhum efeito foi
verificado.

Acidos organicos como succinato, piruvato e a-cetoglutarato tiveram efeito
estimulante no crescimento e produgdo de goma xantana, porém concentracoes

maiores que 0,3% de piruvato, 0,6% de succinato e 0,4% de a-cetoglutarato

mostraram efeitos inibitérios (SOUW e DEMAIN, 1979).

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

As temperaturas empregadas para a producao de xantana variam de 25 a 34°C.
GARCIA-OCHOA et al., (2000) concluiram que a temperatura 6tima para a produgéo
de xantana depende do meio de produgao utilizado, sendo esta de 28°C para 0 meio
otimizado por eles. Em temperaturas mais baixas entre 25° e 28°C obtém-se maior
conteldo de acetato do que em temperaturas mais altas compreendidas entre 312 e
34°C. Com aumento da temperatura ocorre também um decréscimo na massa molar
média da goma produzida (CASAS et al., 2000).
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O pH neutro é apontado pela maioria dos pesquisadores como 6timo para o
crescimento da Xanthomonas campestris, sendo que este decresce para 5,0 durante a
producdo de goma xantana, devido aos grupos &cidos presentes no polimero
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; PAPAGIANNI et al., 2001).

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

Aeracdo é requerida para se obter produgcdo de goma em processos
fermentativos, aumentos nos niveis de agitacao resultam em niveis de producao mais
altos, o que ocorre também para o crescimento celular. Em baixas velocidades
ocorrem limitacdes de oxigénio resultando em baixas producdes e gomas com baixa
massa molar. Os efeitos benéficos do aumento da agitagdo séo atribuidos ao aumento
da transferéncia de nutrientes e oxigénio necessarios para a formagdo de goma
xantana (PAPAGIANNI et al., 2001).

A faixa de oxigenacao recomendavel para a producdo de xantana é de 1,5-3,5
mM O./minuto, e um bom nivel de aeracdo é requerido para se obter uma boa
producado de goma em processos fermentativos, uma vez que ocorre grande aumento
da viscosidade do meio ao longo da fermentagao (WOICIECHOWSKI, 2001). O tempo
de fermentacgao é de 48 a 96 horas (LIMA et al., 2001).

Na condugao de uma fermentacdo, o preparo do in6culo e a fermentacao
propriamente dita sdo as principais fases do processo. Na primeira, multiplica-se o
microrganismo em quantidade suficiente e em condigbes adequadas para assegurar
seu desenvolvimento na etapa seguinte (CADMUS et al., 1978; GARCIA-OCHOA et
al., 2000).

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

A produgdo de biopolimeros por microrganismos pode ser em meio liquido
contendo fonte de carbono e sais minerais, como visto, ou por via enzimatica,
utilizando enzimas purificadas, sem adicdo do microrganismo (RODRIGUES, 1989
apud PADILHA, 1997). A fermentagdo em cultivo submerso € a mais comumente
utilizada para obtencdo de goma xantana por ser de facil controle, possibilitando a
variagdo do meio de cultivo, facil esterilizacdo do meio, aeragao estérii menos
dispendiosa e a superficie bacteriana fica inteiramente exposta ao meio facilitando as
trocas metabdlicas (REGULY, 2000 apud PINTO, 2005).
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O processo de fermentacdo pode ser efetuado de maneira descontinua ou
continua. No procedimento descontinuo ou em batelada, o cultivo das bactérias é
adicionado ao um meio contendo os substratos necessarios ao desenvolvimento do
microrganismo e sao fornecidas as condi¢des ideais para que as reagdes ocorram. No
momento em que a concentracdo do produto atingir o valor maximo o processo é
finalizado. Em escala laboratorial este método pode ser realizado em agitadores
orbitais ou em bioreatores. Nos agitadores orbitais apenas pode-se controlar a
temperatura, o tempo e a agitacdo do processo fermentativo, enquanto que em
bioreatores o controle é mais rigoroso sendo possivel monitorar outros parametros
como pH e a concentragao de oxigénio dissolvido (TAIT et al., 1986).

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

O grande interesse de produgédo de goma xantana no pais despertou o interesse
no desenvolvimento de pesquisas que melhorassem geneticamente as linhagens
produtoras de goma xantana, visando aumentar a sua producéo e qualidade. Estudos
dos genes responsaveis pela sintese de goma xantana vém sendo realizados ha
muitos anos, sempre tendo como enfoque o processo de biossintese da goma e os
fatores que a relacionam com a viruléncia quando infectam as plantas (PADILHA,
20083).

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

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

Uma qualidade interessante na producao industrial de goma xantana é a
versatilidade nutricional da X. campestris, a qual pode utilizar diferentes substratos,

porém com o inconveniente da variagdo da massa molar da goma sintetizada,
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interferindo nas qualidades reolégicas e na qualidade do biopolimero sintetizado
nestes meios (SUTHERLAND, 1993).

A industrializacdo e comercializagao extensiva da xantana tiveram inicio a partir
de 1964. Atualmente, os maiores produtores de goma sao Merck, Kelko e Pfizer nos
Estados Unidos, Rhdéne-Poulenc, Mero-Rousselot-Satia e Sanofi-Elf, na Franca e
Jungbunzlauer na Austria (GARCIA-OCHOA, 2000; LIMA et al., 2001).

Substratos utilizados na producao de biopolimeros

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

Utilizando meios alternativos em processos fermentativos, tais como residuos
agroindustriais, & possivel reduzir os custos de producdo, além de minimizar
problemas ambientais, pois auxilia na destinagao desses residuos. Diversos trabalhos
referentes a producéo de biopolimeros utilizam residuos da agroindustria.

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

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

ANTUNES et al. (2000a) estudaram a relacao entre viscosidade e composi¢édo
quimica da goma xantana sintetizada por X. campestris pv pruni cepa 06 em meios
convencionais MPI, composto por 1,5 g.L”" NHH.PO,4; 2,5 g.L" K.HPO,; 0,6 g.L"
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MgS0,.7H,0; 2,0 g.L" &cido citrico; 5,0 g.L"' KH,PO,; 0,006 g.L" Bos; 2,0 g.L”
(NH,)>SO,; 0,0024 g.L' FeCls; 0,002 g.L' ZnSO, e 50 g.L" de sacarose, e MPII
composto por 1,5 g.L”" NH,H.PO,; 2,5 g.L™" K,HPO,; 0,2 g.L" MgS0O,4.7H,0O e 50 g.L™
de sacarose, e em meios alternativos como soro de queijo adicionado de sacarose ,
soro de queijo adicionado de sacarose e sais e farelo de arroz e soro de queijo
adicionado de sais, sacarose e farelo de trigo. Esses autores verificaram que em
meios convencionais a goma xantana produzida possui qualidade superior a goma
sintetizada em meio de soro de queijo em relagédo a viscosidade.

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

Segundo WOICIECHOWSKI (2001) hidrolisados de casca de café pré-tratados
ou ndo, bem como hidrolisados de bagaco de mandioca suplementados com varias
fontes de nitrogénio, sdo substratos viaveis para a produgdo de goma xantana por
fermentagdo com X. campestris. A melhor produgédo de xantana foi obtida com o uso
de nitrato de potassio como fonte de nitrogénio, com um fator de conversédo de
substrato em produto da ordem de 75%.

Residuo de grao de soja, um subproduto da industria de molho de soja, quando
utilizado como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono, na producéo de
goma gelana, apresentou uma producéo maior de goma (7,5 gL™) do que em meio
convencional que continha peptona e nitrato de aménio como fontes de nitrogénio. A
caracterizagao deste residuo mostra valores de 17,2% de carboidratos e 33,4% de
proteina (JIN et al. 2003).

BAE e SHODA (2004) pesquisaram a producao de celulose bacteriana por
Acetobacter xylinum BPR 2001, usando melago como fonte de carbono, em processos
em batelada e batelada alimentada. Para melhorar a producdo de celulose bacteriana,
utilizaram o melaco pré-tratado com calor e &cido sulfdrico, obtendo um aumento na
concentracao de polimero de 76% quando comparado com a producdo obtida com
melago que nao passou por pré-tratamento.

O maior rendimento de pululana produzido por levedura, 5,9% em 60 horas,
28°C, 180 rpm, foi obtido por CHI e ZHAO (2003), utilizando glicose (8% p/v),
hidrolisado de torta de soja (2% p/v), além de sais de potassio, magnésio, sodio e
amonio, pH 7,0.
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Sabe-se que os meios industriais utilizados para a produgao de polissacarideos
sao bastante complexos e alguns de seus componentes podem ser responsaveis pela
inibicio da producdo destes, ou ainda, dificultar sua posterior recuperacdo e
purificacdo (TREICHEL, 2004). Entretanto, contaminantes como metais pesados e
inibidores especificos sdo removidos parcialmente com pré-tratamentos (STOPPOCK
e BUCCHOLZ, 1996 apud KALOGIANNIS et al., 2003). Estes pré-tratamentos
clarificam o meio sem provocar prejuizos na fermentagéo, garantindo maior facilidade
na extragao e purificagdo de bioprodutos, como mostrado nos trabalhos de TREICHEL
(2004) e BAE e SHODA (2004).

1.1.1 2.6.1  Soro de Queijo

O soro de queijo € um liquido opaco, amarelo-esverdeado, resultante da
precipitacdo de gorduras e caseina do leite durante a fabricacao de queijos. Contém
cerca de 55% dos sélidos existentes no leite integral original e representa cerca de
80% a 90% do volume de leite utilizado na fabricagdo de queijo (ANDRADE e
MARTINS, 2002). E o maior subproduto da industria leiteira e é caracterizado por
elevados valores de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), na faixa de 30-60kg/m°.
Seu descarte diretamente em rios ou esgotos publicos atualmente nao é permitido,
mas em média, cada tonelada de soro nao tratado despejado por dia no sistema de
tratamento de esgoto equivale a poluicdo diaria de cerca de 470 pessoas
(HATZINIKOLAOQOU et al., 2005).

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

As aplicagbes do soro sdo inUmeras, englobando as industrias de lacteos,
carnes, misturas secas (para condimentar), panificacédo, chocolate, aperitivos, bebidas,
entre outras. Nos Estados Unidos 90% do soro, quando transformado em pé, é
destinado a alimentagdo humana, o que em 2001 representou mais de 500.000
toneladas (CNPGL/EMBRAPA, 2002). Ainda assim, aproximadamente 50% do soro
mundialmente produzido ja se encontra industrializado. Uma parcela é comercializada
como fonte energética e nutritiva sob a forma de pd, pois 0 mesmo retém
aproximadamente 75% dos nutrientes do leite, além de ser responsavel por uma
parcela que varia entre 80 a 90% de sua composicao total (ALMEIDA et al., 2001).
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No Brasil o soro de queijo ainda é considerado um produto de qualidade inferior
e de pouca importancia sob o ponto de vista nutritivo. O RIISPOA (Regulamento de
Inspecao Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal — Decreto 30.691/52)
considera o soro de queijo como um produto para alimentagdo animal
(CNPGL/EMBRAPA, 2002).

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

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

O principal problema encontrado na producido de goma xantana a partir de soro
de queijo é a baixa capacidade de utilizacao da lactose pela X. campestris, fato esse
que se deve pouca expressao da enzima B-galactosidase da bactéria (NITSCHKE et
al., 2001).

Tabela 1 - Composicao centesimal média do soro de queijo.

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

FONTE: FRANCO (1982); FARRO e VIOTTO (2003)

As B-galactosidases, popularmente conhecidas como lactases e classificadas
como hidrolases, sao responsaveis por catalisar o residuo terminal B-galactopiranosil
da lactose para formar glicose e galactose, obtendo assim, alimentos com baixos
teores de lactose. As pB-galactosidases podem ser encontradas na natureza,
distribuidas entre vegetais, em 6rgaos animais e também sao produzidas por grande
quantidade de microrganismos, tais como fungos filamentosos, bactérias e leveduras,
sendo as leveduras e fungos as fontes preferidas destas enzimas para aplicacoes
comerciais (SANTIAGO et al., 2004).
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Em decorréncia de a X. campestris ser um microrganismo lactose negativo,
ANTUNES et al. (2000a) acrescentou outra fonte de carbono ao meio de soro de
queijo, que foi a adicao de farelo de arroz e trigo que visou elevar a quantidade de
carbono e micronutrientes. NITSCHKE et al. (2001) utilizaram glicose e galactose
concomitantemente e verificaram que nao houve preferéncia do microrganismo por um
destes agucares, ja a lactose residual foi consumida mais lentamente.

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

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

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

GOLLO (2006) trabalhou com meio a base de soro de queijo mussarela
avaliando a influencia da adicdo de sais ao meio na producado de goma xantana. Bons
resultados foram encontrados, demonstrando que a bactéria tem a capacidade de
utilizar a lactose presente no meio.

Recuperacao de biopolimeros

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

O caldo pode ser esterilizado, apds a fermentagao, para eliminacéo das células
e para melhorar as caracteristicas da goma em solucdo. Uma vez as células
eliminadas, a precipitacdo da goma xantana é feita com alcool ou sais quaternérios de
amodnio ou separada por ultrafiltracado (MAUGERI, 2001; LIMA et al., 2001).

O processo de recuperacdo de goma xantana apresentado por GARCIA-OCHOA
et al. (2000) envolve etapas de: desativacao ou lise das células, através de processos
quimicos, mecanicos ou térmicos; remocao das células por filtracao; recuperacdo do
polimero por precipitagdo com solventes orgéanicos (etanol, alcool isopropilico,
misturas de sais e alcool); separagao do precipitado e do solvente, sendo o precipitado
lavado varias vezes com o solvente que é evaporado posteriormente; secagem do
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biopolimero em secadores continuos ou em batelada, a vacuo ou com circulagao
forcada de gas inerte.

As células podem ser eliminadas fisicamente através de centrifugacao
(GIAVASIS et al., 2000; MOREIRA et al., 2003; CHI e ZHAO, 2003; NAMPOOTHIRI et
al., 2003; BOZA et al., 2004) ou filtracdo (KANG et al., 1982; GIAVASIS et al., 2000).
Métodos quimicos ou enzimaticos podem ser usados como alternativa,
complementados com operagdes posteriores de purificagdo/ concentragdo (PACE,
1991; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Os polimeros sao recuperados por centrifugagdo e precipitados
preferencialmente com solventes organicos sollveis em agua como alcool ou acetona
(KANG et al., 1982; MARTINS e SA-CORREIA, 1993; GIAVASIS et al, 2000;
NAMPOOTHIRI et al., 2003; MOREIRA et al., 2003; CHI e ZHAO, 2003; BOZA et al.,
2004). A quantidade de solvente necessario para a completa precipitacdo depende da
forga ibnica e da composicao do polimero apesar de ndo depender de sua
concentracdo. A precipitagdo com solventes também resulta em purificagdo parcial do
polimero por eliminacao dos componentes sollveis no solvente (PACE, 1991).

Como métodos alternativos de recuperagao primaria do polimero, a literatura cita
a precipitacdo seletiva com detergentes catidnicos e ainda a produgdo de uma forma
insoluvel de polimero por adicdo de certos sais ou por ajuste de pH (PACE, 1991;
GARCIA-OCHOA et al., 2000; DRUZIAN, 2000).

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

Segundo PACE (1991) a secagem rapida a altas temperaturas pode resultar em
um produto com baixa solubilidade ou com reologia pobre em solugdo. Porém, o
aquecimento controlado da goma xantana pode resultar em um produto com melhor
reologia em solugao.

O polimero depois de seco pode ser moido, algumas gomas comerciais sao
diferenciadas por tamanho de particulas. Deve-se ter em conta que na moagem o0
calor gerado ndo degrade ou possa descolorir 0 produto (GARCIA-OCHOA et al.,
2000).



Introdugdo 21

Toxicidade e Aplicacoes da Goma Xantana

Os aspectos toxicolégicos e de seguranca da goma xantana foram investigadas
intensamente para determinar sua aplicacdo em alimentos e farmacos. A goma
xantana é um produto atéxico, nao provoca sensibilizagdo nem irritagdo na pele ou nos
olhos (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

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

O uso de hidrocoléides em muitas &reas industriais tem aumentado
significativamente. A xantana é o polimero de maior importancia econémica e sujeito
de numerosos estudos (MOREIRA et al., 2001).

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

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

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

A obtencdo de biopolimeros para o consumo humano é uma tarefa mais
complexa do que para a utilizacdo em outros produtos, uma vez que devem ser
considerados seguros do ponto de vista alimentar e, portanto, satisfazer os severos
codigos e legislacdes alimentares, atualmente em vigor. Uma amostra disso é que,
apesar da pesquisa em polimeros produzidos por microrganismos ter sido iniciada ha
mais de trés décadas, poucos biopolimeros foram aprovados para uso alimentar nos
EUA (PORTILHO, 2002).

Reologia de biopolimeros

A reologia é o estudo da deformacgéo e do escoamento da matéria; sendo que a
deformagéao aplica-se no caso da matéria sélida e 0 escoamento quando a matéria é
liquida. No caso mais simples, a propriedade reoldgica de interesse em sélidos é a sua
elasticidade, e nos liquidos é a viscosidade, que pode ser interpretada como a
resisténcia que um fluido oferece para escoar ou também como a medida da friccao
interna de um fluido (PASQUEL, 1999). A viscosidade se torna aparente quando uma
camada de fluido move-se em relacao a outra camada. Assim, a medida que aumenta
a viscosidade do fluido, aumentam as forcas de atrito e € necessario mais energia
para que haja escoamento. Conseqlientemente, fluidos altamente viscosos requerem
maior forga para se moverem do que materiais menos viscosos (LEWIS, 1993).

As propriedades reoldgicas das solugdes mudam com a natureza do polimero,
dependem da massa molar média, da estrutura molecular e da quantidade de grupos
acetil ou piruvato (CASAS et al., 2000; DILTZ e ZELLER, 2001; NAVARRETE et al.,
2001).

As propriedades reoldgicas das gomas sao particularmente importantes quando
elas sao usadas na formulagdo de alguns alimentos. As propriedades reoldgicas de
fluidos alimenticios devem ser cuidadosamente levadas em conta para projetar e
propor modelos (KAYACIER et al., 2005).

Dados reoldgicos sdo necessarios para o calculo de alguns processos
envolvendo escoamento de fluidos (por exemplo, tamanho de bomba, extracao,
filtragdo, extrusao, purificacdo) e tem uma importante funcao na analise das condicbes
do escoamento em processos de alimentos tais como pasteurizagdo, evaporagao,

secagem e processos asseépticos. A viscosidade de hidrocoléides pode ser afetada
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significativamente por variaveis tais como taxa de cisalhamento, temperatura, presséo
e tempo de cisalhamento (MARCOTTE et al., 2001).

Os fluidos podem ser classificados como newtonianos ou nao-newtonianos
conforme seu comportamento, nos fluidos nao-newtonianos a viscosidade muda
conforme varia a taxa de cisalhamento. Dentro dos fluidos nao-newtonianos tem-se os
pseudoplasticos, onde a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento,
0 que é também chamado de cisalhamento fino ou shear-thinning (LEWIS, 1993).

A viscosidade de uma solugéo polimérica é uma fungéao do tamanho e da forma e
conformagdo que adotam suas moléculas no solvente, sendo que no caso de
alimentos e bebidas, o solvente é uma solucdo aquosa de outros solutos. Assim
sendo, as solugdes de gomas sao dispersdes de moléculas hidratadas e/ou agregados
de moléculas hidratadas, e seu comportamento reolégico é determinado pelo
tamanho, forma, facilidade de deformacgéo ou flexibilidade, e presenga e magnitude da
carga elétrica nessas moléculas hidratadas e/ou agregados. As solugbes de
polissacarideos exibem dois tipos gerais de comportamento reoldgico: pseudoplastico
e tixotropico. As solucbes da maioria das gomas experimentam uma diminuicdo da
viscosidade com o aumento da temperatura, sendo que a goma xantana é uma
excecao entre 0°C e 100°C (PASQUEL, 1999).

Solucbes de goma xantana sao geralmente fluidos nao-newtonianos
pseudoplasticos onde a viscosidade diminui com o0 aumento da taxa de cisalhamento,
portanto elas exibem um comportamento shear-thinning (KAYACIER et al., 2005).

O primeiro estudo dos efeitos da taxa de cisalhamento, temperatura e
concentragdo na viscosidade da goma xantana foi feito por LI SHIYAN et al. (1992)
apud XUEWU et al. (1996), entretanto eles nao propuseram um modelo reolégico que
poderia ser Util para predizer a taxa de cisalhamento, concentracdo e temperatura
apropriada para preparagdo de solugcdes de goma xantana com viscosidade que
permite a manipulacdo industrial. Assim XUEWU et al. (1996) desenvolveram um
modelo onde descrevem os efeitos da temperatura e concentragéo na viscosidade da
goma xantana, e verificaram que além da temperatura e concentragao, a viscosidade
da goma xantana pode ser afetada por outros fatores tais como pH, sélidos insollveis,
e substancias ibnicas.

Efetivamente, polissacarideos que possuem comportamento pseudoplastico
provocam menos sensacdo de gomosidade na boca do que aqueles com
comportamento newtoniano (viscosidade se mantém inalterada com o aumento da
taxa de deformacado) (MORRIS, 1984). Sua associacdo com hidrocol6ides, como
proteinas e outros biopolimeros, pode potencializar o efeito pseudoplastico (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).
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A viscosidade da goma xantana diminui com o aumento da temperatura
(XUEWU et al., 1996), por esse motivo a viscosidade depende da temperatura, sendo
importante controla-la durante as determinagbes experimentais, bem como cita-la
juntamente com os dados de viscosidade. Os liquidos tém sua viscosidade diminuida
com o aumento da temperatura, ao contrario da maioria dos gases, cuja viscosidade
aumenta com o aumento da temperatura (LEWIS, 1993).

A magnitude de K (indice de consisténcia) e da viscosidade aparente para
misturas sado fortemente influenciadas pela temperatura e pela concentracdo de goma
xantana (KIM et al., 2005). Alta viscosidade aparente em baixas concentracdes de
solucdo é um parametro simples para avaliar o potencial de utilizagdo industrial de um
biopolimero (MOREIRA et al., 2001).

Os fluidos nao-Newtonianos dependentes do tempo sdo aqueles em que ocorre
mudanc¢a de viscosidade com o tempo, assim como com a taxa de cisalhamento e a
temperatura. Podem ser divididos em tixotrépicos e reopéxicos ou reopéticos. Nos
fluidos tixotropicos, a viscosidade diminui com o tempo para uma taxa de cisalhamento
constante; j4 para os reopéxicos ocorre 0 contrario, ou seja, a viscosidade do fluido
aumenta com o tempo para uma taxa de cisalhamento constante (LEWIS, 1993).

As solugdes de xantana apresentam uma pequena tixotropia; a diminuicdo
verificada na viscosidade é quase que totalmente reversivel desde que nao haja
imediata destruicdo da estrutura interna, causada pela aplicagdo de taxa de
deformacao muito alta (NAVARRO, 1997). Certa tixotropia é de grande utilidade para
cosmeéticos, como logdes e xampus, e tintas, por exemplo, pois facilita a retirada do
produto da embalagem (sem ocorrer escorrimento exagerado) e seu espalhamento
durante a utilizacdo (MOREIRA, 2002).

Em algumas formula¢des de goma xantana comercial sdo adicionados sais, tais
como sais de potéssio, sais de célcio e sédio na forma de cloretos, para facilitar a
solubilizagdo, aumentar a viscosidade e manter a estabilidade (MORRIS, 1996).
Ocorrem diminuigbées da viscosidade com o aumento da temperatura, mas a goma
xantana adicionada de sais pode manter sua estrutura ordenada e sua viscosidade até
cerca de 100°C (PINTO, 2005).

Os sais influenciam na viscosidade das solugbes aquosas de goma xantana,
sendo que alguns sais aumentam a viscosidade das solugdes. Isto é resultado da
estabilizacdo da estrutura ordenada da goma xantana pelo aumento da associagéo
intermolecular. No entanto, concentragdes de biopolimero abaixo de 0,2%, a adicdo de
sais causa leve diminuicdo na viscosidade (SMITH e PACE, 1982; XUEWU et al,
1996).
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Muitos biopolimeros apresentam mudancas na viscosidade da solugdo quando o
pH é alterado. Entretanto, a viscosidade das solugcdes de goma xantana ndo é
influenciada por mudancas de pH entre e 1 e 11, na presenga de 0,1% de cloreto de
sodio (MORRIS, 1984).

Segundo CASAS et al. (2001) todas as solugbes de xantana mostram um
comportamento pseudoplastico. Solucbes de xantana num tempo de fermentagao
acima de 55 horas possuem uma viscosidade mais elevada, ja com aumento de
temperatura a partir de 28°C ocorre um decréscimo na viscosidade, que também
ocorre com aumento da concentragao inicial de nitrogénio (NH4NO3). Em temperaturas
elevadas (34°C) goma xantana é produzida com indices baixos de acetato e de
piruvato e baixa massa molar, conseqlientemente, as solugdes aquosas desta xantana
terdo viscosidades baixas, ao contrario ocorre quando baixas temperaturas (25°C) séo
usadas.

O processo de desacetilagao altera as propriedades da xantana comercial. A
viscosidade e o grau de acetilacdo do biopolimero sao influenciados pelo alcali e sua
concentragdo, tempo e temperatura empregados durante a reagdo. Os sais que
podem estar contidos nas preparagées comerciais afetam a viscosidade do
biopolimero desacetilado. O grau de piruvatagdo da goma xantana modificada
quimicamente nao varia, conseqlientemente, ndo mostra relagdo com a viscosidade. O
biopolimero desacetilado apresenta viscosidade superior a goma xantana adicionada
de sais, no entanto, a remocao de grupos acetil maior que 10% proporciona um
decréscimo da viscosidade. A viscosidade da goma xantana comercial dialisada
diminui (170mPa.s a 10s”) em relacdo & amostra nao purificada (430mPa.s; 10s™),
provavelmente devido a eliminagdo dos sais de soédio e potassio. No entanto, as
amostras desacetiladas que nao sao purificadas apresentam viscosidade superior as
demais, comprovando a influéncia dos sais presentes na goma xantana comercial
(PINTO, 2005).

Matematicamente, a viscosidade pode ser definida como:n=c6/v,onden é a
viscosidade, ¢ € a tensdo de cisalhamento e y é a taxa de cisalhamento ou
deformacdo. Muitos modelos tém sido usados para caracterizar o comportamento
reolégico de solugdes de goma, entre eles o modelo de poténcia que tem sido
freqlientemente usado para determinagdo das propriedades reoldgicas de fluidos
alimenticios. Esse modelo descreve os efeitos da taxa de cisalhamento na viscosidade
das solugdes de goma xantana (XUEWU et al., 1996; KAYACIER e DOGAN, 2005).

O conhecimento do comportamento reolégico dos alimentos é essencial para o
seu processamento, para a sua avaliagdo, para o seu controle de qualidade e para a
aceitabilidade do consumidor. O estudo das caracteristicas dos produtos a baixa
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tensdo de cisalhamento, relaciona-se ao controle de qualidade da producgéo, e o
estudo das caracteristicas a alta tensdo de cisalhamento, relaciona-se as condicoes
do processamento do produto (LEWIS, 1993; SCAMPARINI, 1993 apud PADILHA,
1997).
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1 3 MATERIAL E METODOS

1.2 3.1 Microrganismo

Uma linhagem de bactéria identificada como sendo Xanthomonas campestris pv
mangiferaeindicae IBSBF 1230 obtida a partir da Colecao de Culturas de Fitobactérias
do Instituto Biol6gico — Campinas — SP, ja utilizada em ensaios de crescimento e de
producao de goma xantana.

1.3 3.2 Soro de Queijo

Como fonte de carbono e nitrogénio foi utilizado soro de queijo mussarela cedido
pelo laticinio da COCEL (Cooperativa Central do Alto Uruguai) em Erechim — RS. O
soro de queijo foi utilizado liquido e logo apés coletado.

14 33 Metodologia

3.3.1 Determinacgées fisico-quimicas no soro de queijo

Para cada experimento retirou-se uma amostra de soro de queijo para monitorar
as caracteristicas pH, acidez total e gordura. As demais analises foram feitas em 4
lotes aleatorios utilizados no decorrer do trabalho. O soro era coletado em condicdes
reais do processamento do queijo, a aproximadamente 40°C, sendo armazenado sob
refrigeragdo e utilizado para analises e para fermentacdo no mesmo dia. Todas as
analises foram tratadas estatisticamente pelo teste de Tukey.

1.4.1.1 3.3.1.1 pH

Determinado utilizando-se um potenciémetro digital GEHAKA modelo PG 2000,
realizando-se leituras diretamente na amostra (1AL, 1985).

14.1.2 3.3.1.2 Acidez Total (°Dornic)
Realizada através de titulometria de neutralizagao, utilizando-se solucao padrao

de NaOH 0,111N e indicador fenolftaleina, segundo a metodologia de TRONCO
(1997).
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1.4.1.3 3.3.1.3 Gordura

Esta andlise foi efetuada no local de coleta do soro por método instrumental
denominado Milko-Tester (turbidimetria) (TRONCO, 1997).

1.4.1.4 3314 Proteina

Foi utilizado método de Kjeldahl, conhecido também por método NKT (Nitrogénio
Kjeldahl Total), segundo metodologia descrita por TRONCO (1997). O Fator de
conversao utilizado foi 6,38.

1.41.5 3.3.1.5 Lactose

O método de Munson-Walker foi utilizado para a determinacao do teor de lactose
das amostras. Também conhecido como método de reducao (Licor de Fehling), esse
método baseia-se na reducao de ions cupricos (solugdo de sulfato de cobre) a ions
cuprosos pela lactose (aclUcar redutor) em meio alcalino aquecido. A solucdo de
hidroxido de sodio faz a alcalinizagdo do meio e, com o agente complexante (tartarato
de so6dio e potassio), ambos impedem o consumo de cobre(ll) para a formacdo de
hidréxido cuprico (TRONCO, 1997 trocar por adolfo lutz).

1.4.1.6 3.3.1.6 Minerais

O método fundamenta-se na perda de massa que ocorre quando o produto é
calcinado a 500-550°C, com a destruicdo da matéria organica, sem decomposicao dos
constituintes do residuo mineral ou perda por volatilizagao (LANARA, 1981).

Os macronutrientes (Mg, Ca e K) e micronutriente (Fe) foram determinados por
espectrometria de absorcdo atbmica em chama — FAAS (Varian Spectra AA — 55),
segundo metodologia descrita por AOAC (1995). Foram utilizadas lampadas de catodo
oco de Ca, Mg, K e Fe, como fonte de radiagdo. Os elementos foram medidos em
condigbes de operagao otimizadas por FAAS em chama ar/acetileno ou 6xido
nitroso/acetileno. As leituras de Ca, Mg, K e Fe foram realizadas no FAAS, no modo
absorgao. Para eliminar possiveis interferéncias na determinagdo de Ca e Mg, foi
adicionado cloreto de lantanio nas amostras e nas solugcbes padrdo na proporcao de
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1% (m/v). Os célculos dos teores dos minerais nas amostras foram baseados em
curva de calibracao obtida com as solugdes padrao.

3.3.2 Manutencéao e caracterizacdo do microrganismo

A linhagem foi mantida em meio YM (Yeast Malt) contendo (g.L™"): extrato de
levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona 5,0; glicose 10,0; agar 20,0; agua destilada
g.s.p.; pH 7,2 (JEANNES et al., 1976). Meio YM liquido acrescido de glicerol (agente
crioprotetor) foi utilizado para armazenamento da cultura a -80°C com a finalidade de
preservar as culturas e diminuir o risco de alteracao no perfil genético (ROTTAVA,
2005). Todos os procedimentos foram realizados de forma asséptica.

As linhagens inoculadas em agar YM foram incubadas para o crescimento
celular em estufa por 24 horas a 28°C + 2°C e ap0s este periodo armazenadas a 4°C.
Foram realizados repiques a cada 30 dias. Através de semeadura em estrias, em agar
YM, foi possivel caracterizar visualmente as colénias de X. campestris estudadas

verificando algumas de suas caracteristicas morfolégicas.
3.3.3 Producao de células

A producao de células foi realizada em duas etapas. Primeiro preparou-se um
pré-inéculo, partindo de trés algadas de cultura crescida sobre dgar YM e incubada em
estufa por 24 a 48 horas, até atingir uma DOsgonm entre 3,0 a 4,0, a 282 + 2°C. Esta foi
inoculada em 50 mL de meio YM liquido, em erlenmeyer de 250 mL, incubado em
agitador orbital, a 120 rpm, 28°C + 2°C, até atingir uma DOsgnm entre 3,0-4,0, o que
ocorre entre 22 a 26 horas.

Transcorrido este periodo, preparou-se o in6culo, através da transferéncia
asséptica de 2 mL de pré-inéculo para erlenmeyeres de 300 mL, contendo 100 mL de
meio YM liquido e incubou-se em agitador orbital, 120 rpm, a 28°C = 2°C, até
DOseonm entre 3,0 a 4,0 que correspondem ao o6timo da fase de crescimento
exponencial do microrganismo. Essa faixa de absorbancia ¢é atingida em
aproximadamente 20 a 24 horas de incubagédo e corresponde a uma concentragao
celular em torno de 10° UFC/mL.
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3.3.4 Curva de crescimento microbiano

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

O crescimento celular foi avaliado através da leitura de absorbancia, em
comprimento de onda de 560 nm, em espectrofotdbmetro, contra um branco constituido
do meio YM sem in6culo; e do plagueamento em agar YM através da técnica do pour-
plate. As curvas de crescimento microbiano foram construidas a partir dos dados de
absorbancia e contagem total de células.

3.3.5 Producao de goma xantana

Para os ensaios de producido de goma xantana foi utilizado meio industrial a
base de soro de queijo obtido a partir de queijo mussarela. Foi utilizado um biorreator
de bancada (Figura 2) de 2,5 L (BIOSTAT® B — B. Braun Biotech International GmbH)
contendo 900 mL de meio de fermentacdo composto por: soro de queijo, 0,1 % (Mm/v)
sulfato de magnésio e 2 % (m/v) fosfato de potassio, referentes as concentracdes
otimizadas para produg¢do de goma xantana em agitador orbital conforme descrito por
GOLLO (2006). O pH inicial do meio foi ajustado para 7,2 e mantido livre durante a
fermentagdo. O meio foi autoclavado a 121°C/15min. Ao meio de fermentagao foi
adicionado 100 mL de inéculo sendo, portanto o volume final utilizado nos
experimentos de 1000 mL.

Os niveis de agitagdo e aeracdo utilizados variaram de acordo com o
planejamento de experimentos. Todos os ensaios foram realizados a 28°C + 2°C por
72 horas (GOLLO, 2006).

Foi realizado um planejamento fatorial completo 2%, com 2 pontos axiais para
cada variavel independente e triplicata do ponto central, totalizando 11 ensaios. Os
niveis estudados neste planejamento basearam-se em dados da literatura e testes
preliminares, sendo os mesmos apresentados na Tabela 2.

As respostas avaliadas foram producdo de biopolimero, células, acUcares
redutores totais, oxigénio dissolvido e pH. Os célculos para verificar o efeito das
variaveis nas respostas foram feitos com o auxilio do programa Statistica 5.0.
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Figura 2. llustracdo do aparato experimental utilizado no estudo da producao da goma

xantana

Tabela 2 - Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental 2°

Variaveis/ Niveis 1,41 -1 0 1 1,41
Agitacao (rpm) 101 180 390 600 693
Aeracao (vvm) 0 0,5 1,5 2,5 2,9

* Ponto central

3.3.6 Recuperacao do biopolimero

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

Apos a retirada das células, ao sobrenadante que continha o polissacarideo foi
adicionado etanol 92,6°GL (1:4 v/v) para precipitagdo da goma. Esta solugéo foi
armazenada sob refrigeracdo = 4°C durante 24 horas. Transcorrido o tempo de
refrigeragdo as amostras foram centrifugadas a 9625 x g, durante 30 minutos, a 4°C,
para recuperagao do biopolimero precipitado. O precipitado foi colocado em placas de
petri previamente pesadas e seco em estufa (50°C/24 horas) até massa constante. A
massa seca foi ressuspendida em agua ultrapura (sistema milli-Q, milipore) e
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liofilizadas. O polissacarideo liofilizado foi armazenado em frascos plasticos vedados.
Para realizacdo das analises reoldgicas (viscosidade aparente) o polissacarideo foi
dialisado por 48 horas contra agua ultrapura estéril, sendo novamente liofilizado e
armazenado em frascos vedados (PACE, 1991; FIALHO, et al., 1999).

3.3.7 Analise reolodgica do biopolimero

Foram preparadas solu¢des aquosas das gomas na concentragdo de 3 % (m/v),
para analise de viscosidade aparente, a 25°C, para todos os ensaios de fermentacao.

Para as analises de viscosidade aparente foi utilizado o redmetro digital marca
Brookfield, modelo LVDV lll+, acoplado a um banho-maria, marca Brookfield, modelo
TC-502P; utilizando-se o adaptador para pequenas amostras. O spindle foi escolhido
de acordo com a viscosidade da amostra. As leituras foram realizadas a intervalos de
5 segundos, variando-se a taxa de cisalhamento (4 — 264 s™).

As unidades de medida utilizadas foram: centipoise (cP) = mPa.s, para
viscosidade aparente, 1/segundo (s™') para taxa de cisalhamento e dina/centimetro
quadrado (dyn/cm?) para tens&o de cisalhamento.

Para confirmagao do comportamento pseudoplastico das solugbes de gomas,
foi realizado o ajuste do modelo de Ostwald — de Waele (¢ = K ¥") aos dados
experimentais, a partir de regressao linear, usando o software Excel 2000. Plotou-se
log v x log &, obtendo-se as equagdes das retas (taxa de cisalhamento crescente e
descrescente), os valores de K (indice de consisténcia) e n (indice de fluxo), podendo-
se entdo, através de analise grafica, demonstrar o ajuste do modelo aos dados
experimentais.

Para as analises de viscosidade aparente do polissacarideo produzido no ponto
central (maior produgéo), foram preparadas solu¢des salinas de gomas de acordo com
os planejamentos experimentais, variando-se a concentracdo de goma, a
concentracao de sal e a temperatura, para os seguintes sais: cloreto de calcio, cloreto
de potassio e cloreto de sédio. Foram realizados trés planejamentos experimentais
completos 2° com 2 pontos axiais para cada variavel independente e duplicata no
ponto central totalizando 16 experimentos. As variaveis e niveis estudados encontram-

se na Tabela 3.
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Tabela 3 Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental.

Varidveis/Niveis -1,68 -1 0* 1 1,68
Temperatura (°C) 5 13 25 37 45

Concentragao de sal (%, m/v) 0,0016 0,05 0,1 0,15 0,184

Concentracao de goma (%, m/v) 1,32 2 3 4 4,68

*Ponto central

3.3.8 — Acompanhamento cinético

O acompanhamento da cinética do processo fermentativo foi realizado na
condicéo referente ao ponto central da fermentac@o. Foram retiradas amostras a cada
12 horas e feitas analises de células,

dissolvido.

Foi feito a recuperagdo do polimero conforme o item 3.3.6 e entdo feito a

andlise de células e produgao de goma.

O acompanhamento do consumo do substrato foi feito pelo método de DNS,

com amostra hidrolisada e sem hidrolisar.

Os valore de pH e oxigénio dissolvido foram lidos diretamente no equipamento

que possui sensor dos mesmos.

ART, producdo de goma, pH e oxigénio
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao do Soro de Queijo

A caracterizagdo do soro foi efetuada para determinacdo de algumas
caracteristicas que poderiam acarretar alteragées na producéo e qualidade da goma
xantana produzida e foi realizada em 4 diferentes lotes utilizados durante o
desenvolvimento do trabalho.

Na Tabela 4 pode-se verificar a caracterizacdo média do soro de queijo

mussarela utilizado neste estudo.

Tabela 4 — Caracterizagdo do soro de queijo mussarela.

Andlise Soro Mussarela*

pH** 6,26 + 0,08

Acidez (°D)** 15,00 £ 1,00
Proteina (%) 0,80 £ 0,04
Gordura (%)** 0,71 £0,10
Lactose (%) 4,48 £ 0,20
Calcio (mg/100g) 49,10 £ 6,50
Ferro (mg/100g) 0,30 £0,10

Potassio (mg/100g) 125,00 £ 1,70
Magnésio (mg/100g) 7,30 £ 0,30

* média e desvios padréo das caracterizac¢des realizadas
**caracterizagbes realizadas em todos os lotes utilizados

Os valores de proteina e lactose encontrados neste trabalho sdo semelhantes
aos descritos por FARRO e VIOTTO (2003) e TRONCO (1997) onde apresentaram
valores de 0,86% de proteinas e 4,59% de lactose.

Ainda com relacdo a proteina, SERPA (2005) trabalhando com soro de queijo
mussarela obteve valores entre 0,77 a 0,91%, estando novamente de acordo com o0s
valores encontrados neste trabalho. Porém, os valores de lactose encontrados por tal
autor, ficam um pouco acima do valor observado (4,48%).
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FARRO e VIOTTO (2003) observaram valores para os minerais potassio, célcio
e ferro em média de 140 mg/100g, 120 mg/100g e 0,1 mg/100g respectivamente. No
trabalho realizado por GOLLO (2006) com soro de queijo mussarela, os valores
encontrados para potassio, célcio e ferro foram de 64 mg/100g, 36 mg/100g e 0,072
mg/100g, respectivamente. De acordo com o tipo de processamento dos queijos e 0
leite utilizado, podem ocorrer algumas diferencas nos teores de minerais. VEISSEYRE
(1988) descreve que a variagdo na composicao de minerais, pode ser devido a raga do
animal, fase de lactacéo, alimentacdo dos animais e tipo de queijo processado. Neste
trabalho a composicao de minerais encontrada foi de: 49,01 mg/100g, 125,00 mg/100g

e 0,30 mg/100g para calcio, potassio e ferro, respectivamente.

Caracteristicas Morfologicas da Colonia

A fim de verificar as caracteristicas morfolégicas das colénias do microrganismo
utilizado foi realizado plagueamento da cultura em agar YM. Observou-se que elas
apresentam formato de bastonetes e tem coloragdo amarela clara, o que esta de
acordo com a descricao apresentada por ROTTAVA (2005) e GOLLO (2006).

As colbnias de Xanthomonas sp sao geralmente amarelas, lisas e viscosas
(GARCIA-OCHOA, et al., 2000). Observa-se na Figura 3 que a linhagem X. campestris
pv mangiferaeindicae IBSBF 1230 apresenta pigmentagdo clara ou auséncia de
pigmentacdo em relacdo a maioria das linhagens, esta caracteristica também foi
descrita por ROTTAVA (2005) e GOLLO (2006).

Figura 3 - Aspecto das colbnias de X. campestris pv mangiferaeindicae IBSBF 1230,
crescidas em agar YM, 28°C * 2°C, 48 horas
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A pigmentacao das colénias deve-se as xantomonadinas que sdo pigmentos
amarelos caracteristicos do género Xanthomonas, este pode estar ausente quando
ocorre alguma degradagao ou mutagdo (POPLAWSKY et al., 2000).

Curva de crescimento microbiano

Com o intuito de se obter informagdes como a fase exponencial de crescimento
e concentracao celular correspondente a esta faixa, foi realizada curva de crescimento
microbiano. Producdes mais homogéneas séo resultado de um trabalho com inéculos
na mesma faixa de concentragéo celular, por isso a importancia de tais caracteristicas.

A partir da curva de crescimento microbiano observou-se que o 6timo da fase de
crescimento ocorre entre 8 e 20 horas de incubacao a 28°C, 120 rpm e através do
plaqueamento encontra-se uma concentragdo celular média de 10® UFC/mL,
apresentando um periodo de crescimento inferior ao encontrado por ROTTAVA (2005)
para a mesma bactéria (16 a 40h). A Figura 4 apresenta a curva de crescimento
encontrada para a bactéria.

Curva de crescimento microbiano
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Figura 4 - Curva de crescimento microbiano, 28°C, 120 rpm
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Estudo da Producao da Goma Xantana

Comportamento Cinético

Foi feito 0 acompanhamento da cinética do processo fermentativo na condigcao
referente ao ponto central (Figura 5). O acompanhamento da producdo de goma
xantana nao é apresentado no grafico devido ao seu comportamento irregular. O meio
a base de soro de queijo usado na producao afetou consideravelmente a recuperagao
da goma dependendo da fase em que se encontrava o processo fermentativo.

Em relagdo ao comportamento do pH, verificou-se que 0 mesmo permaneceu
constante durante o processo de producdo da goma. As células tiveram um
incremento na concentracao até as 42 horas de fermentacdo. Convém salientar que a
determinagdo da concentracao celular foi feita por método gravimétrico, no qual pode
ter ocorrido interferéncia de alguns componentes do soro de queijo.

O oxigénio dissolvido no meio de produgéo teve um acentuado decréscimo nas
primeiras horas de fermentagéo. Isso ocorreu provavelmente porque na fase inicial a
bactéria utiliza maior quantidade de oxigénio no seu metabolismo para crescimento
celular.

O comportamento cinético é comparado posteriormente com dados de
literatura na analise individual das respostas.
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Figura 5 — Acompanhamento cinético do processo fermentativo referente ao ponto

central do planejamento de experimentos
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Produgao de Goma

A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento experimental 22 com os valores
reais e codificados e as respectivas respostas. Os dados obtidos no planejamento
experimental foram tratados estatisticamente, sendo que cada resposta, producédo de
goma, células, acucares redutores totais (ART), pH e oxigénio dissolvido, foi avaliada
independentemente.

Tabela 5 — Matriz do planejamento experimental (valores codificados e reais) com
respostas de producdo de goma, células, aglcares redutores totais, pH e oxigénio
dissolvido em 72 horas.

- o ~ , Oxigénio
s B el A Il el e
1 -1(0,5) -1(180) 20 0,9 0,9 5,4 0
2 1(2,5) -1(180) 24 4,5 1,2 4.4 9,1
3 -1 (0,5) 1(600) 18 3 1,1 5,4 0
4 1(2,5) 1(600) 29 4,1 0,9 6,8 27
5 -1,41(0) 0(410) 24 0,7 1,3 7,3 26
6 1,41(2,9) 0(410) 30 5 1,3 6,8 69
7 0(1,5) | -1,41(101) 17 1,3 1,6 6,9
8 0(1,5) 1,41(693) 31 1,4 0,3 5,6
9* 0(1,5) 0(390) 37 1,3 1 7 0,2
10* 0(1,5) 0(390) 33 0,6 1,3 5,6 0
11* 0(1,5) 0(390) 36 2,5 1,4 7,3 69

* ponto central

Para a resposta produgdo de goma foram calculados os coeficientes de
regressao e os desvios padrdo, mostrados na Tabela 6, onde se observa que com
excecdo do termo de interacdo entre as variaveis, todos os demais foram
estatisticamente significativos. Os parametros lineares da agitacdo e aeragdo foram
significativos com 92% de confianca e os demais com p<0,05. Desta forma a analise
dos dados para esta resposta foi conduzida a 92% de confianca.

A Equacédo 1 apresenta o modelo empirico codificado obtido para a producao
de goma xantana em fungao das variaveis independentes estudadas. O parametro nao
significativo foi adicionado a falta de ajuste para a analise de varidncia (ANOVA)
apresentada na Tabela 7.
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Tabela 6 — Coeficientes de regressao para a produgao de biopolimero

A Coeficientes de . x
Parametro Regressio Desvio Padrao t(2) P

Média 35,38* 1,29 27,39 0,001
(1)Aeragéo (L) 3,05** 0,79 3,85 0,06
Aeracéo (Q) -4,85* 0,94 -5,13 0,03
(2)Agitacao(L) 2,74™ 0,79 3,46 0,07
Agitagao(Q) -6,52* 0,94 -6,90 0,02
Interacdo 1L x 2L 1,85 1,12 1,65 0,24

* efeitos significativos (p<0,05)

** efeitos significativos (p<0,08)

P = 35,38 + 3,05 x Ae - 4,85 x (Ae)® + 2,74.Ag - 6,52 x (Ag)® (Equacao 1)

Onde:

P= producdo de goma (g.L™")
Ae = aeracao

Ag= agitacéo

Analisando a Tabela 7, verifica-se que o coeficiente de correlagdo obtido foi de
0,92 e o F calculado foi em torno de 2,4 vezes maior que o valor Tabelado, permitindo
a validagdo do modelo codificado de segunda ordem (Equacéo 1).

A partir do modelo foi possivel a construgdo da superficie de resposta
apresentada na Figura 6. A maior producdo de goma xantana foi encontrada no ensaio
9, com agitagdo de 390 rpm e aeracdo 1,5 vvm, correspondente ao ponto central. As
menores produgdes foram encontradas nos ensaios com menor velocidade de
agitacdo e niveis mais baixos de aeracdo, o que ocorreu provavelmente devido a
menores taxas de transferéncia de calor e massa durante o processo fermentativo.
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Tabela 7 — Andlise de variancia para avaliagcdo da significancia estatistica do modelo
para producao de goma

Fonte de Variagao gﬁ%?a%%i L(?tgzgja?iz Qul\gg?éil?ica Feaiouiado | Frabetaco
Regressao 425,74 4 106,43 8,46 3,58
Residuos 75,45 6 12,57
Falta ajuste 65,44 4
Erro Puro 10,01 2
Total 501,19 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
Coeficiente de Correlagao: R= 0,92
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Figura 6 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) com o comportamento da
producao de goma xantana em relacao a agitacao e aeracao
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Convém salientar que os experimentos 8 (693 rpm de agitacdo e 1,5 vvm de
aeracao), 6 (390 rpm de agitacdo e 2,9 vwvm de aeragao) e 4 (600 rpm de agitagédo e
2,5 vvm de aeragao) também apresentaram uma alta produgao de goma. Observa-se
na superficie de resposta e curva de contorno obtidas a partir do modelo empirico
codificado que existe uma faixa 6tima de producdo de goma xantana. Do ponto de
vista de aumento de escala, este fato é de extrema relevancia visto que esta sendo
utilizado um residuo industrial para a producido da goma, o qual apresenta variagoes
de composicao dependendo do lote. Oscilagbes de processo referentes a agitacao e
aeracdo também estdo contempladas nesta faixa 6tima, ndo sendo a producao
afetada significativamente se estes parametros sofrerem pequenas alteracoes.

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

Meio a base de soro de queijo diluido 1:4 com &gua foi utilizado para a
producéo de gelana, obtendo-se 7,9 g.L ™" do polissacarideo. Ao aumentar a diluicdo do
soro de queijo, ocorrem diminui¢cdes na producao de gelana (FIALHO et al., 1999).

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

GOLLO (2006), utilizando a mesma linhagem e 0 mesmo meio de produgao em
experimentos realizados em shaker a 28°C e 180 rpm, obteve um maximo de
producéo de 25,42 g.L"' em 72 horas de fermentacéo. Esses valores foram superiores
aos obtidos por ROTTAVA (2005), que, entre outras, utilizou a mesma cepa, mas em
meio sintético MPI+ll (g.L") contendo NH,H.PO, 2,5; K,HPO, 5,0; H;BO; 0,0086;
(NH,4)2.S0O, 2,0; FeCl; 0,0024; CaCl,.2H20 0,002; ZnSO, 0,002; sacarose 50,0, pH 7,0,
no qual obteve 8,83g.L" de polissacarideo.



Introdugdo 42

MAYESKI (2005), trabalhando com meio sintético e X. campestris pv
mangiferaeindicae 1230, obteve uma producéo de 30,27 g.L"'. MOREIRA et al., (2001)
trabalhando com 18 linhagens diferentes de X. campestris, encontraram rendimentos
que variaram de 2,3 a 8,3 g.L"" utilizando meio PMII composto por 1,5 g.L”" NH;H,POy;
2,5 g.L" K.HPO,; 0,2 g.L" MgS0,.7H,0 e 50 g.L" de sacarose, apds 72 horas de
fermentagao, 28°C e 200 rpm.

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

PAPAGIANNI et al. (2001) chegaram a um maximo de produgao média de
7 g.L" de goma xantana em meio LBG composto por 1% m/v tripeptona, 0,5% m/v
extrato de levedura, 0,5 m/v NaCl e 0,2% m/v glicose utilizando a bactéria X.
campestris ATCC 1395. Esse valor foi obtido apdés 72 horas de incubacado com
velocidade de agitacdo de 600 rpm trabalhando em fermentador. Verificaram que com
a diminuicdo da velocidade de agitacdo ocorrem diminuicbes na producdo de goma
xantana. BERWANGER (2005) observou que niveis maiores de agitagcdo na obtengao
de polissacarideos sintetizados por Sphingomonas capsulata acarretavam maiores
produtividades, chegando a um limite de 208 rpm em agitador orbital.

Alguns autores também relataram a influéncia do tempo de fermentagdo na
producdo da goma, onde um maior tempo de fermentacdo acarreta uma maior
produtividade (SOUZA e VENDRUSCULO, 2000; ANTUNES et al., 2000b; MOREIRA,
et al, 2001). Isto também foi observado por PADILHA, (2003) trabalhando com X.
axonopodis pv manihotis onde obteve producdo de 6,9 g.L" e 7,9 g.L" com 72 horas e
96 horas de fermentagao respectivamente.

A Figura 7 apresenta o aspecto do biopolimero produzido nas condicbes
referentes ao ponto central logo apds a precipitagéo, depois de 24 horas em repouso e
o polimero ja separado do sobrenadante.
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Figura 7 - Aspecto do biopolimero precipitado, logo apds a adigao de alcool (a), apds

24 horas de repouso (b) e o polimero separado do sobrenadante (c)

Producao de células

Para a resposta produgdo de células foram calculados os coeficientes de
regressao e os desvios padrao, mostrados na Tabela 8, onde se observa que apenas

o parémetro linear referente a aeracao foi estatisticamente significativo (p<0,06).

Tabela 8 — Coeficientes de regressao para a resposta concentragéao de células

Parametro Cosficiente§ de Desvjo 12) 0
egressao Padréo

Média 1,46 0,55 2,63 0,12
(1) Aeracéo (L) 1,35* 0,34 3,97 0,05
Aeragéo (Q) 0,95 0,40 2,35 0,14
(2) Agitagao (L) 0,23 0,34 0,68 0,57
Agitacéo (Q) 0,20 0,40 0,49 0,67
Interacdo 1L x 2L -0,62 0,48 -1,30 0,32

*efeitos significativos (p< 0,06)
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Tabela 9 — Andlise de variancia para avaliagcdo da significancia estatistica do modelo

para células
Parametro Soma dos QI’&US de Médlla I:calculado I:Tabelado
Quadrados | Liberdade | Quadratica

Regressao 16,08 1 16,08 12,69 4,62
Residuos 11,41 9 1,27

Fala de Ajuste 9,60 7
Erro Puro 1,85 2

Total 27,49 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
Coeficiente de correlagédo: R= 0,77

Analisando a Tabela 9, verifica-se que o coeficiente de correlagdo obtido foi de
0,77 e o F calculado foi 2,74 vezes maior que o valor tabelado, permitindo a obtencao
de um modelo codificado nao linear de primeira ordem (Equacgéo 2), que descreve a
resposta células em funcdo das variaveis independentes analisadas (agitacdo e
aeragao), dentro da faixa estudada.

C=1,46 + 1,35 x Ae
Onde:
C= células (g.L'™")

(Equacao 2)

Ae = aeragao

A partir do modelo foi possivel a construgdo da Figura 8. Verifica-se que a
agitacdo nao apresentou efeito sobre a producdo de células enquanto que quanto
maior a aeragao maior a produgao.

PAPAGIANNI et al. (2001), avaliou o crescimento celular variando a agitagao
do meio de 100 a 600 rpm. Estes autores concluiram que quanto maior a agitacao,
maior é a taxa de crescimento celular, ao contrario do que foi encontrado no presente
trabalho, onde apenas a aeragdo teve influéncia sobre o crescimento celular.
Provavelmente, o crescimento nao estava limitado pela transferéncia de massa, néao

sofrendo efeito da agitagao.
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Figura 8 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) com as produgdes de
células em relagao a agitacédo e aeragao

Aclucares Redutores Totais

No presente trabalho, pode-se perceber que a lactose foi consumida no
decorrer da fermentagdo, evidenciando que a bactéria Xcampestris pv
mangiferaeindicae é capaz de utilizar a lactose como fonte de carbono para producgéao
de goma xantana, comprovando os resultados encontrados por GOLLO (2006).

Resultados semelhantes foram observados por NITSCHKE et al. (2001), que
verificaram que a concentracéo inicial de lactose no soro de queijo erade 11 g.L" e a0
final da fermentacéo, apds 72 horas, a concentracdo de lactose baixou para 2,5 g.L™

indicando a adaptagao do microrganismo a lactose para produgcédo de goma xantana.
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A Figura 9 apresenta o grafico de pareto resultante do tratamento dos dados
obtidos pra aglcares redutores totais (ART). Verifica-se que apenas o parametro linear
para agitacéo foi estatisticamente significativo (p<0,05) e negativo, indicando que um
aumento nos niveis de agitagao acarreta uma redugéo no teor de agucares redutores
totais ao final do processo fermentativo. Isso provavelmente ocorre porque o aumento
da agitacdo aumenta a transferéncia de massa. Entretanto nao foi possivel o ajuste de

um modelo empirico aos dados experimentais.

(2)Agitagao(L)

Agitagcao(Q)

1lby2L ¢~

(1)Aeracéo(L)

Aeragzo(Q) ,093754

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 9 — Grafico de Pareto com os efeitos das varidveis estudadas sobre o consumo
de aguUcares redutores totais

Oxigénio Dissolvido e pH

Tanto a resposta pH quanto a resposta oxigénio dissolvido ndo apresentaram
efeito significativo estatisticamente (p<0,10), e, portanto, os mesmos nao sofrem
influéncia das variaveis agitacao e aeracao, dentro da faixa estudada.

Em experimentos que avaliaram a concentracdo de oxigénio dissolvido,
GARCIA-OCHOA et al. (2000) encontraram resultados que demonstram que a
concentracdo de oxigénio dissolvido diminui lentamente na fase lag e declina
rapidamente na fase exponencial.

CHI e ZHAO (2003) em seus trabalhos com pululana, encontraram resultados
que demonstram que ap6s o inicio da fermentagcdo com aumento da viscosidade do
meio, a taxa de transferéncia de oxigénio diminuiu o que teve influencia negativa na
produgao de pululana.

A producdo de xantana é acompanhada por um grande aumento na
viscosidade do meio devido o acumulo do exopolissacarideo, provocando uma
redugo significativa na taxa de transferéncia de oxigénio. Devido a esse aumento na
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viscosidade, a velocidade de agitacdo ndo deve ser mantida constante durante o
processo, pois a transferéncia méssica de oxigénio pode ser dramaticamente afetada
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Pesquisas feitas com pululana indicam que diferentes velocidades de rotagéo
dos frascos tiveram grande efeito na biosintese do biopolimero, indicando que um
aumento na agitagao acarreta um aumento no rendimento (CHI e ZHAOQ, 2003).

Segundo YANG et al. (1996) apud HSU & LO (2003) a producdo de goma
xantana e sua qualidade sdo altamente dependentes da taxa de transferéncia
volumétrica de oxigénio em um fermentador. A literatura cita que o coeficiente de
transferéncia de oxigénio esta correlacionado com a velocidade de agitagdo e
velocidade superficial do gas, e no caso de fluidos nao-newtonianos, a viscosidade do
meio também deve ser levada em conta (GARCIA-OCHOA, 2000).

A taxa de transferéncia massica de oxigénio em um fermentador depende de
muitos fatores, tais como a geometria do biorreator, as propriedades do liquido, e da
energia dissipada no fluido, que depende da vazao de ar, velocidade de agitacao, etc
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

De acordo com ESGALHADO et al, (1995) a producdo de goma xantana
também ¢ influenciada pelo pH, sendo que um maximo de produtividade de goma com
as melhores viscosidades foi encontrado em valores de pH proximos a neutralidade.

Valores de pH 6timo para sintese de polissacarideos bacterianos situam-se
entre pH 6,0 e 7,5. Durante a producao de goma xantana o pH decresce para valores
préximos de pH 5,0; por causa dos grupamentos acidos presentes na xantana
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Os valores de pH durante a producdo de goma xantana por X. campestris,
podem diminuir ou aumentar durante a fermentacdo, dependendo das condicées e
composicdo do meio (PAPAGIANNI et al, 2001). No presente trabalho ocorreram
algumas diminui¢dées no pH chegando a um minimo de pH 4,4, permanecendo na
maior parte dos ensaios em pH préximo ao da neutralidade.

A adicdo de K,HPO, no meio de fermentagdo influencia nos valores de pH,
reduzindo as flutuacbes do pH da cultura (KALOGIANNIS et al., 2003).

No estudo realizado por GOLLO (2006), os valores de pH mantiveram-se entre
7,32 e 6,65, ndo ocorrendo valores préximos de pH 5,0 ao longo da fermentacao.
PAPAGIANNI et al. (2001) também nado obtiveram decréscimos nos valores de pH
durante o periodo de fermentacdo, ao contrario, ocorreram aumentos chegando a um
valor maximo de pH 9,5 quando utilizaram 600 rpm.

Durante a produgao de xantana, o pH diminui para valores préximos 5,0 devido
aos grupos acidos presentes na goma xantana que estid sendo formada (GARCIA-
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OCHOA et al., 2000). KALOGIANNIS et al. (2003), fizeram um estudo com varios
valores de pH inicial na produgédo de goma xantana e verificaram que apés 20 horas o
pH das culturas diminuiu para aproximadamente 6,0 enquanto que depois de 48-72
horas voltaram a subir para valores proximos a neutralidade. Um maximo de goma
xantana produzida foi obtido depois de 24 horas com pH 6,6.

Mudancas na conformacdo como conseqléncia da modificacdo estrutural pela
interacdo de ions ou alteragdo na composicao causada por alcalis tem sido reportadas
como responsaveis pela variagdo de pH no processo (LOPEZ et al., 2004).

Modelo real para producao de biopolimero

Os dados obtidos no planejamento experimental também foram tratados com
seus valores reais para verificar se um modelo empirico real poderia ser validado. A
validacao de um modelo real é de grande valia na aplicacao direta deste para predizer
a producdo de goma em diferentes condigdes de aeragédo e agitacdo dentro da faixa
estudada, sem que haja necessidade de codificar os niveis antes da utilizagdo do
modelo empirico.

Foram calculados os coeficientes de regressdo e os desvios padrdo para a
resposta producao, mostrados na Tabela 10, onde se observa que apenas os termos
aeracao quadratica e agitacao linear e quadratica foram estatisticamente significativos
(p<0,05). Os paréametros ndo significativos foram adicionados a falta de ajuste para a
andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 11.

Tabela 10 — Coeficientes de regressao para a produgéo de biopolimero (modelo real)

Parametro d(éolgggirzgge;o Desvio Padrao t(2) p
Média -1,59 4,97 -0,32 0,78
(1) Aeragéao (L) 12,62 3,50 3,61 0,07
Aeracao (Q) -4,40* 0,90 -4,87 0,04
(2)Agitacao (L) 0,11* 0,02 6,00 0,03
Agitacao (Q) -1x10** 0,01 -6,66 0,02
1Lx2L 0,01 0,01 1,57 0,26

*efeitos significativos a um p<0,05
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Tabela 11 — Andlise de variancia para avaliagao da significancia estatistica do modelo

Parametro Soma dos | Graus de | Média dos E E
Quadrados | Liberdade | Quadrados calculado Tabelado
Regressao 413,06 4 103,26 7,03 3,83
Residuos 88,13 6 14,69
Falta de Ajuste 78,12 4
Erro Puro 10,01 2
Total 501,19 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
Coeficiente de Correlagcédo: R= 0,90

Verifica-se na Tabela 11 que o coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,90 e o

F calculado foi 1,83 vezes maior que o valor Tabelado, permitindo a obtencdo de um

modelo codificado nao linear de segunda ordem (Equacao 3), que descreve a resposta

producdo em fungdo das variaveis independentes analisadas (agitacdo e aeracao),
dentro da faixa estudada.

=-1,59 +12,62 x Ae - 4,40 x (Ae)®+ 0,11 x Ag — 0,0001 x (Ag)? (Equacéo 3)

Onde:
P= producéo (g.L™)
Ae = aeragdo (vvm)
Ag= agitagéo (rpm)

A partir do modelo foi possivel a construgao da Figura 10, onde se observa que
a mesma nao difere daquela obtida com os dados codificados, mesmo com a perda da
ortogonalidade, validando, portanto o modelo empirico real. Através da Figura também
verifica-se que dentro dos niveis estudados, foi encontrada uma faixa 6tima de
agitacao e aeragao para a produgdo de goma xantana que esta entre 1,0 e 2,5 vvm de
aeracao e 300 e 600 rpm de agitagéo.

Analise reolégica do biopolimero

As propriedades reolédgicas das solugdes aquosas de biopolimeros influenciam
diretamente nos parametros de projetos de equipamentos, processamento e aplicagao
das gomas. Devido a estes parametros, foram realizados estudos quanto a
viscosidade aparente das solugdes aquosas a 3% (m/v) do biopolimero sintetizado e
solugcbes aquosas de goma, com adicdo dos seguintes sais: cloreto de sédio; cloreto
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de calcio e cloreto de potassio. Os resultados obtidos permitiram avaliar a qualidade
da goma sintetizada.

Viscosidade aparente das solucdes aquosas de goma

Para verificar a qualidade das gomas produzidas, as propriedades reol6gicas
foram avaliadas através da analise de viscosidade aparente, demonstrando o
comportamento das solugdes aquosas do polimero a 25°C em solugao contendo 3%
de goma. A Tabela 12 apresenta os valores de viscosidade encontrados para cada
um dos ensaios do planejamento de experimentos a uma taxa de cisalhamento de
39,0 s, que foi a taxa de cisalhamento comum para todos 0s ensaios do experimento.

Através do Teste de Tukey, observou-se que apenas as gomas provenientes

dos ensaios 1 e 7 ndo apresentam diferenga significativa entre si (p<0,05) quanto a
viscosidade das solucdes analisadas.
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Agitacao (rpm)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Aeracao (vvm)
Figura 10 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) com as produgdes da

goma em relacao a agitacdo e aeragao
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Analisando individualmente as leituras de viscosidade aparente das diversas
solugdes aquosas a 3%, observa-se que as solugdes dos ensaios 3 € 4 apresentaram
as melhores viscosidades, ficando muito acima da viscosidade encontrada para
solugcdo de goma dos ensaios 1, 2 e 7. Nos ensaios 3 e 4 a velocidade de agitagéo foi
de 600rpm, variando apenas a aeracdo. Os ensaios que apresentaram gomas com
menor viscosidade foram aqueles em que a velocidade de agitacao foi baixa.

Os dados de viscosidade também foram tratados estatisticamente conforme
metodologia de planejamento de experimentos sendo estes considerados como

variavel dependente.

Tabela 12 — Viscosidade aparente das solugdes aquosas do biopolimero produzido em
cada ensaio de fermentacao, representando a média de trés leituras de cada solugéo
analisada.

Ensaio Viscosidade aparente (cP) **

2,72+0,17'
32,37 £ 0,35"
1831,34 + 23,812
1324,84 +1,50°
273,83 +2,57°
632,09 + 1,50°
4,23 +0,21
70,16 + 0,289
214,35 + 1,26'

OIN[OO DW=

©
*

*Ponto central
**Letras minUsculas diferentes mostram resultados de viscosidade estatisticamente

diferentes pelo Teste de Tukey (p<0,05)

A Figura 11 apresenta o grafico de Pareto para a resposta viscosidade
aparente em fungdo das variaveis agitacdo e aeragdo. Percebe-se que todas as
variaveis sdo estatisticamente significativas, sendo que apenas a interagdo entre as
duas varidveis apresentou efeito negativo. Quando os resultados sdo analisados o
gréfico indica que um aumento nos parémetros individualmente acarretaria um
aumento na qualidade da goma, porém como o efeito de interacdo é negativo, nao
seria eficaz um aumento nos niveis das duas variaveis, visto que isso acarretaria em
uma diminui¢do na viscosidade da goma.

Valores de viscosidade aparente devem ser comparados quando ocorrem nas
mesmas condicdes, 0 que nem sempre € possivel, pois diferentes equipamentos sao

utilizados para a realizagdo das analises, assim alguns autores que trabalharam com
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viscosidade aparente de goma xantana sdo citados, porém em condigbes diferentes
das realizadas neste trabalho, dificultando deste modo a comparagéo de valores. A
viscosidade aparente também é influenciada pela condicdo de preparo da amostra,
que possibilita diferentes arranjos conformacionais das cadeias (BREZOLIN et al.,
1998).

(2)Agitagao(L) |942,9228]

Aeragdo(Q) |509,7747

1LX2L

Agitagao(Q) 99,68859

(1)Aeracao(L)

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 11 — Gréfico de Pareto com os efeitos das variaveis estudadas na viscosidade

aparente.

ANTUNES et al. (2000b) trabalharam com meio de soro de queijo com
solugdes aquosas de goma 3%; 12 rpm a 25°C, obtendo uma viscosidade entre
10.000 e 15.000 cP.

GOLLO (2006), trabalhando com 28°C, 180 rpm, a mesma linhagem e o
mesmo meio de fermentagao, conseguiu gomas com viscosidade de 61,35 cP, ficando
abaixo da encontrada neste trabalho, 1831,34 cP, quando trabalhou-se com 28°C,
600 rpm e 0,5 vvm de aeragdo, evidenciando que as condicbes do processo
influenciam a qualidade da goma produzida.

NITSCHKE et al. (2001) determinaram a viscosidade aparente com solugao
aquosa 1% de goma sintetizada em meio de soro de queijo integral, a uma taxa de
cisalhamento de 10s” a 25°C e observaram a viscosidade final ficou em torno de
9508 cP.

FIALHO et al. (1999) verificaram que a goma gelana sintetizada com soro de
queijo obteve viscosidades mais elevadas do que as gomas sintetizadas em meio com
glicose, 0 mesmo nao ocorreu neste caso, ja que ROTTAVA, (2005) trabalhando em
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meio sintético com a linhagem 1230 em solugao aquosa 3% de goma xantana com
viscosimetro Brookfield modelo LVDV lll, spindle 18, a 25°C com taxa de cisalhamento
de 1,32s” obteve valores de viscosidade de 1818 cP, ficando, portanto logo abaixo
dos valores de viscosidade encontrados com soro de queijo (Tabela 12).

As gomas xantana produzidas em meios convencionais MPl e MPIl por X
campestris pv pruni cepa 06 apresentaram viscosidades comparaveis a goma xantana
comercial, com resultados superiores a 20.000 cP a 6 rpm em solugdo aquosa 3% de
goma. Quando empregados os meios alternativos (soro de queijo), os resultados de
viscosidade foram mais baixos, indicando que em meios convencionais produziu-se
xantana com qualidade superior as gomas sintetizadas com meios alternativos
(ANTUNES et al., 2000a).

Solugdes de goma ardbica, pectina, celulose microcristalina e metilcelulose
exibem comportamento newtoniano, enquanto a goma xantana exibe comportamento
pseudoplastico & taxa de cisalhamento maior que 10s™ (YASEEN et al., 2005).

PADILHA (2003) verificou que a viscosidade aparente de solucées com 1% de
goma sintetizadas por X. axonopodis pv manihotis 289 e X. campestris pv campestris
CA110 com 72 horas de fermentagao foram de 200 a 300 cP com 10 rpm e spindle 31
a 25°C.

Para confirmagdo do comportamento pseudoplastico das solucdes das gomas
produzidas a partir de 72 horas de fermentacéo foi realizado o ajuste do modelo de
Ostwald-de Waele aos dados experimentais, a partir da regressao linear (log y x log o).
A viscosidade obtida experimentalmente foi comparada com a viscosidade calculada.
Os resultados obtidos nos ensaios 4 e 6 do planejamento de experimentos da
producdo de goma xantana, sdo apresentados nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
Junto as legendas de cada uma das Figuras sdo apresentados os valores de R% K e n.

Através das figuras observa-se que os dados experimentais apresentaram um
bom ajuste ao modelo, com um comportamento pseudoplastico caracteristico. Nao se
observa efeitos de tixotropia ou reopexia uma vez que as curvas de viscosidade em
funcéo da taxa de cisalhamento crescente e decrescente sao coincidentes. NITSCHKE
et al. (2001) trabalhando com soro de queijo encontrou leve comportamento
tixotrépico, o que é caracteristico de solugdes de goma xantana.
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Figura 12 - Viscosidade aparente experimental e calculada das solugdes aquosas a
3% de goma, leituras a 25°C. Crescente (R® = 0,9988, K = 18,59, n = 0,28) e
decrescente (R? = 0,9988, K = 18,36, n = 0,28)
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Figura 13 - Viscosidade aparente experimental e calculada das solugdes aquosas a
3% de goma, leituras a 25°C. Crescente (R® = 0,9993, K = 6,95, n = 0,34) e
decerescente (R? = 0,9982, K = 6,95, n = 0,35).
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Sabe-se que as propriedades reoldgicas dos polissacarideos em solugédo
dependem de suas caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas, isto €, massa molar,
polidispersédo e grau de substituicdo. No caso dos polissacarideos microbianos essas
propriedades fisico-quimicas, bem como a eficiéncia de producao estao relacionadas
ao processo fermentativo, linhagem bacteriana, composicao do meio, pH, temperatura
e outros parametros ambientais da fermentacdo. Fenbmenos de transporte e mistura
dos nutrientes no fermentador sdo os fatores que mais influenciam a biossintese do
biopolimero (BANIK et al., 2000).

Comportamento pseudoplastico é esperado em solugdes poliméricas de
polissacarideos microbianos (CACIK et al, 2001; RAO et al., 2003). Todas as
solugdes analisadas neste trabalho demonstraram comportamento pseudoplastico
comprovando o que a literatura cita a respeito de solucbes de goma xantana.

Viscosidade aparente das solucdes salinas de goma

Foram avaliadas as viscosidades aparentes das solu¢des aquosas de goma
provenientes do ponto central da fermentagéo, com adicdo dos seguintes sais: cloreto
de sédio; cloreto de calcio e cloreto de potassio. As concentragées de goma e sal e a
temperatura foram determinadas de acordo com o planejamento experimental.

As medidas de viscosidade foram realizadas de acordo com as caracteristicas
de cada solugdo, ou seja, para solugbes mais viscosas, spindles menores eram
testados.

A Tabela 13 apresenta a matriz do planejamento experimental 2° realizado com
os valores reais e codificados e as respectivas respostas para o sal cloreto de calcio.
Observa-se que a maior viscosidade (1704,53 cP) foi obtida no ensaio 14 o qual
corresponde a 25°C, 0,1% de CaCl, e 4,68% de goma xantana, seguido do
experimento 7, no qual atingiu-se uma viscosidade de 916,83 cP. Menores valores de
viscosidade foram obtidos quando menores concentragdes de goma eram utilizadas,
conforme o esperado.

Quando se compara os valores de viscosidade aparente obtidos neste
planejamento (1704,53 cP) com aqueles obtidos no ponto central do planejamento de
experimentos realizado para a otimizacao da produgédo da goma (214,35 cP), ou seja,
sem adicdo de sal na solugdo de goma para medida da viscosidade, verifica-se que
houve um incremento de aproximadamente de 87% na viscosidade aparente da
solugcdo, porém a concentracdo de goma utilizada é maior. Quando se compara os
resultados obtidos no ponto central deste planejamento com os obtidos das solugdes
aquosas de goma (mesma concentragao de goma), verifica-se que também houve um
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aumento na viscosidade aparente da solugéo pela adicao de 0,1% de sal. A melhora
na viscosidade devido a presenca de sais, dependendo da concentracdo utilizada, é
verificada em alguns dados de literatura que séo citados e discutidos posteriormente.

Tabela 13— Matriz do planejamento experimental (valores codificados e reais) com a

resposta viscosidade para o sal cloreto de calcio.

Ensaio Temperatura Concentracdo Sal | Concentragdo Goma | Viscosidade
(°C) (%) (%) (cP)

1 (-1)13 (-1) 0,05 (-1)2 90,25

2 (1) 37 (-1) 0,05 (-1) 2 471,33
3 (-1)13 (1) 0,15 (-1) 2 120,06
4 (1) 37 (1) 0,15 (-1) 2 64,02

5 (-1) 13 (-1) 0,05 (1) 4 733,10
6 (1) 37 (-1) 0,05 (1) 4 636,21

7 (-1)13 (1) 0,15 (1) 4 916,83
8 (1) 37 (1) 0,15 (1) 4 458,87
9 (-1,68) 5 (0) 0 (0) 3 437,24
10 (1,68) 45 (0) 0,1 (0)3 244,80
11 (0) 25 (-1,68) 0,016 (0)3 286,90
12 (0) 25 (1,68) 0,184 (0)3 432,50
13 (0) 25 (0) 0,1 (-1,68) 1,32 46,56

14 (0) 25 (0) 0,1 (1,68) 4,68 1704,53
15* (0) 25 (0) 0,1 (0)3 536,77
16* (0) 25 (0) 0,1 (0)3 585,36

* ponto central

Foram calculados os coeficientes de regressao e os desvios padrao, mostrados
na Tabela 14, onde se observa que com exce¢ao do termo linear de concentragao de
sal, todos os demais foram estatisticamente significativos com 90% de confianga (p<
0,10).

A Equacéo 4 apresenta o modelo empirico codificado obtido para a viscosidade
aparente da goma em funcdo das variaveis independentes estudadas. O parametro
nao significativo foi adicionado a falta de ajuste para a analise de variancia (ANOVA)

apresentada na Tabela 15.
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Tabela 14 — Coeficientes de regressao para viscosidade aparente quando adicionado
cloreto de calcio

Sogloenes | Do | wn |
Média 574,55* 17,42 32,98 0,02

(1) Temperatura (L) -40,08* 6,69 -5,99 0,11
Temperatura (Q) -97,24* 8,13 -11,96 0,05
(2) Concentragao Sal (L) -4,93 6,69 -0,74 0,60
Concentracao Sal (Q) -92,22* 8,13 -11,34 0,06
(3) Concentragao Goma (L) 347,90* 6,69 51,99 0,01
Concentracao Goma (Q) 84,27* 8,13 10,36 0,06
Interacdo 1L x 2L -95,29* 8,74 -10,90 0,06
Interacdo 1L x 3L -108,32* 8,74 -12,39 0,05
Interacdo 2L x 3L 57,47* 8,74 6,58 0,10

*efeitos significativos (p<0,10)

V = 574,55 - 40,08 x T - 97,24 x (T)?- 92,22 x (CS)? + 347,90 x CG + 84,27 x (CG)? -
95,29 x TxCS-108,32x Tx CG + 57,47 x CS x CG (Equacao 4)

Onde:

V = viscosidade aparente (cP)
T = temperatura

CS = concentragao de sall

CG = concentragao de goma

Tabela 15 — Andlise de variancia para avaliagao da significancia estatistica do modelo
para viscosidade aparente quando adicionado cloreto de célcio

Fon'te ge Soma dos Qraus de Médjq E E
Variacéo Quadrados Liberdade | Quadréatica caleulado | T Tabelado
Regressao 2203419,00 7 314774,10 10,98 2,62
Residuos 229375,00 8 28671,88
Falta ajuste 228764,00 7
Erro Puro 611,00 1
Total 2432794,00 15

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
Coeficiente de correlagao: R= 0,95

Analisando a Tabela 15, verifica-se que o coeficiente de correlagdo obtido foi
de 0,95 e o F calculado foi em torno de 4,19 vezes maior que o valor tabelado,
permitindo a validagao do modelo codificado de segunda ordem (Equacao 4).
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A partir do modelo foi possivel a construgdo da Figura 14, onde se observa que
houve interacéo entre todas as variaveis independentes estudadas. Nas Figuras 14 (a)
e (b) verifica-se que em faixas intermediarias de temperatura e concentracado de sal
sdo obtidas as maiores viscosidades aparentes. As Figuras 14 (c) e (d) apresentam a
forte interacdo existente entre as variaveis temperatura e concentracdo de goma,
mostrando ainda que em temperaturas inferiores até médias (5 — 37°C) e maiores
concentracdes de goma (3,5 — 4,68%) acarretam em maiores viscosidades aparentes.
Em relacdo a interagao entre a concentragcao de goma e de sal utilizada, verifica-se
que se a concentracdo de goma utilizada for alta a concentracao de sal que resultara
na maior viscosidade esté na faixa entre 0,05 e 0,15%.

A matriz do planejamento experimental 2° realizado com os valores reais e
codificados € as respectivas respostas para o sal cloreto de potassio é apresentada na
Tabela 16.

Tabela 16 — Matriz do planejamento experimental realizado (valores codificados e

reais) com a resposta viscosidade para o sal cloreto de potassio

Ensaio Temperatura | Concentracdo Sal | Concentragdo Goma | Viscosidade
(°C) (%) (%) (cP)
1 (-1) 13 (-1) 0,05 (-1)2 52,02
2 (1) 37 (-1) 0,05 (-1)2 10,03
3 (-1) 13 (1) 0,15 (-1)2 21,43
4 (1) 37 (1) 0,15 (-1)2 13,63
5 (-1)13 (-1) 0,05 (14 271,42
6 (1) 37 (-1) 0,05 (1) 4 205,52
7 (-1) 13 (1) 0,15 (14 149,7
8 (1)37 (1) 0,15 (14 156,23
9 (-1,68) 5 (0) 0,1 (0)3 109,98
10 (1,68) 45 (0) 0,1 (0) 3 18,12
11 (0) 25 (-1,68) 0,016 (0)3 44,56
12 (0) 25 (1,68) 0,184 (0)3 43,39
13 (0) 25 (0) 0,1 (-1,68) 1,32 13,63
14 (0) 25 (0) 0,1 (1,68) 4,68 286,89
15* (0) 25 (0) 0,1 (0)3 48,89
16* (0) 25 (0) 0,1 0)3 47,29

*ponto central
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A maior viscosidade (286,89 cP) foi encontrada no ensaio 14, com temperatura
de 25°C, 0,1% de sal e 4,68% de goma, ficando acima do valor encontrado sem a
adicao do sal. Convém salientar que este valor de viscosidade obtido (289,89 cP) é o
menor quando comparado aos outros sais estudados. O ensaio 5 com temperatura de
13°C, 0,05% de sal e 4,00% de goma, também apresentou valores de viscosidade
maiores que as solugdes aquosas de goma sem adicao de sais (271,42 cP). Nos dois
casos a concentracdo de goma utilizada foi maior que aquela utlizada nos
experimentos sem adicado de sal, comprovando a influéncia da concentragdo de goma
na viscosidade da solugdo. Quando se compara os resultados obtidos quando a
concentracdo de goma é igual a concentracdo utilizada nos experimentos sem a
adicao de sal (3%), verifica-se que houve uma diminuigdo na viscosidade aparente da
solucao de 214,35 cP para 48,09 cP.

Os dados do planejamento de experimentos foram tratados estatisticamente e
os coeficientes de regressao e respectivos desvios padrdo sdo mostrados na Tabela
17, onde se observa que com excecdo do termo de interacdo entre as variaveis
temperatura (1) e concentracdo de goma (3), todos os demais foram estatisticamente
significativos com 90% de confianga (p< 0,10).

O modelo empirico codificado obtido para a viscosidade da goma em fungéo
das variaveis independentes estudadas é apresentado na Equacdo 5. O parametro
nao significativo foi adicionado a falta de ajuste para a analise de variancia (ANOVA)
apresentada na Tabela 18.

Tabela 17 — Coeficientes de regressao para viscosidade aparente quando adicionado
cloreto de potassio

amero | Cglomniesde [ Desde T wn [
Média 45,94* 0,80 57,61 0,01
(1) Temperatura (L) -19,31* 0,31 -63,05 0,01
Temperatura (Q) 10,70* 0,37 28,75 0,02
(2) Concentracao Sal (L) -14,66* 0,31 -47,85 0,01
Concentracao Sal (Q) 3,59* 0,37 9,63 0,07
(3) Concentragdo Goma (L) 83,90" 0,31 273,94 0,00
Concentragao Goma (Q) 41,24* 0,37 110,82 0,01
Interacdo 1L x 2L 13,33 0,40 33,32 0,02
Interacdo 1L x 3L -1,20 0,40 -2,99 0,21
Interacdo 2L x 3L -18,00* 0,40 -45,01 0,01

*efeitos significativos (p<0,10)
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V =45,94-19,31 x T + 10,70 x (T)>— 14,66 x CS + 3,59 x (CS)? + 83,90 x CG + 41,24
x (CG)?+13,33x Tx CS - 18,00 x CS x CG (Equacao 5)
Onde:

V = viscosidade aparente (cP)

T = temperatura

CS = concentracao de sal

CG = concentragao de goma

Tabela 18 — Analise de variancia para avaliacdo da significancia estatistica do modelo

para viscosidade aparente quando adicionado cloreto de potassio

Fonte de Variacéo Soma dos Graus de Media Fealcutado | Fravetad
Quadrados Liberdade | Quadratica | = °@°a abelado
Regressao 126003,80 8 15750,47 25,53 16,97
Residuos 4318,40 7 616,91
Falta ajuste 4317,10 6
Erro Puro 1,30 1
Total 130322,20 15

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
Coeficiente de Correlagdo: R= 0,98

A analise de variancia (Tabela 18) realizada resultou em um coeficiente de
correlagdo de 0,98 e um F calculado em torno de 1,50 vezes maior que o valor
tabelado, permitindo a validacdo do modelo codificado de segunda ordem (Equacgéo
5).

A partir do modelo foi possivel a construgao da Figura 15, que mostra também
interacdo entre todas as variaveis estudadas, assim como ocorreu quando foi
adicionado o CaCl,. Nas Figuras 15 (a) e (b) verifica-se a interagdo entre a
temperatura e a concentragdo de sal, ou seja, em temperaturas e concentragées de
sal inferiores, dentro da faixa estudada, maiores viscosidades aparentes sao obtidas.
Em relacdo a interagao entre a temperatura e concentragdo de goma (Figura 15 (c) e
(d)) verifica-se que em altas concentra¢gdes de goma a viscosidade alcangada néo
varia muito em funcao da temperatura, sendo maior em temperaturas mais baixas. Na
Figura 15 (e) e (f) observa-se que em menores concentragdes de sal e maiores
concentragcdes de goma maiores viscosidades sdo atingidas.
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A Tabela 19 apresenta a matriz do planejamento experimental 2° realizado com
os valores reais e codificados e as respectivas respostas para o sal cloreto de so6dio.
Na condicdo de temperatura de 25°C, 0,1% de sal e 4,68% de goma (ensaio 14) foi
obtida a maior viscosidade (541,81 cP), ficando esta acima do valor encontrado sem a
adicao do sal (214,35 cP).

Os coeficientes de regressdo e os desvios padrao referentes a este
planejamento de experimentos sdo mostrados na Tabela 20, onde se observa que
todos os termos foram estatisticamente significativos com 90% de confianca.

Tabela 19 — Matriz do planejamento experimental realizado (valores codificados e

reais) com a resposta viscosidade para o sal cloreto de sddio

Ensaio Temperatura Concentracdo Sal | Concentragdo Goma | Viscosidade
(°C) (%) (%) (cP)
1 (-1) 13 (-1) 0,05 (-1) 2 94,15
2 (1) 37 (-1) 0,05 (-1)2 61,99
3 (-1)13 (1) 0,15 (-1)2 92,33
4 (1) 37 (1) 0,15 -1)2 28,26
5 (-1) 13 (-1) 0,05 (1) 4 111,98
6 (1) 37 (-1) 0,05 (1) 4 484,64
7 (-1)13 (1) 0,15 (1) 4 456,20
8 (1) 37 (1) 0,15 (1) 4 308,97
9 (-1,68) 5 (0) 0,1 (0)3 279,80
10 (1,68) 45 (0) 0,1 (0)3 111,83
11 (0) 25 (-1,68) 0,016 (0)3 196,91
12 (0) 25 (1,68) 0,184 (0)3 182,83
13 (0) 25 (0) 0,1 (-1,68) 1,32 22,06
14 (0) 25 (0) 0,1 (1,68) 4,68 541,81
15* (0) 25 (0) 0,1 (0)3 203,43
16* (0) 25 (0) 0,1 (0)3 203,61

* ponto central

A Equagéo 6 apresenta 0 modelo empirico codificado obtido para a viscosidade
da goma em funcdo da temperatura, concentracdo de sal e de goma. A andlise de
variancia (ANOVA) é apresentada na Tabela 21.
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Tabela 20 — Coeficientes de regressao para viscosidade aparente quando adicionado

cloreto de sédio

aamero | Cogtoenesde Toeswe [ ) |

Média 205,45* 0,13 |1580,45| 0,0004

(1) Temperatura (L) -11,21* 0,05 |-224,56 | 0,003
Temperatura (Q) -7,18* 0,06 |-118,38 | 0,005

(2) Concentragao Sal (L) 8,01* 0,05 160,51 | 0,004
Concentragao Sal (Q) -9,29% 0,06 |-153,09 | 0,004
(3) Concentracao Goma (L) 143,51* 0,05 |2874,52| 0,0002
Concentragdo Goma (Q) 23,33* 0,06 | 384,59 | 0,002
Interagdo 1L x 2L -68,97* 0,07 |1057,82| 0,001
Interagdo 1L x 3L 40,21* 0,07 | 616,66 | 0,001
Interacdo 2L x 3L 25,51* 0,07 | 391,29 | 0,002

*efeitos significativos (p<0,10)

V =205,45-11,21xT-7,18 x (T)?+ 8,01 x CS - 9,29 x (CS)? + 143,51 x CG + 23,33 x
(CG)?- 68,97 x Tx CS-40,21 x TxCG - 25,51 x CS x CG (Equacao 6)
Onde:

V = viscosidade aparente (cP)

T = temperatura

CS = concentracao de sal

CG = concentragao de goma

Tabela 21 — Andlise de variancia para avaliagao da significancia estatistica do modelo
para viscosidade aparente quando adicionado cloreto de so6dio

Fonte de Variagao g oma dos C_iraus de Méd,ia. Fealculado | Frapelado
uadrados Liberdade |Quadratica
Regressao 350524,40 9 38947,16 | 4,87 2,96
Residuos 48015,40 6 8002,57
Falta ajuste 48015,40 5
Erro Puro 0,00 1
Total 398539,80 15

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
Coeficiente de Correlacdo: R= 0,93

Analisando a Tabela 21, verifica-se que o coeficiente de correlagdo obtido foi
de 0,93 e o F calculado foi em torno de 1,64 vezes maior que o valor tabelado,
permitindo a validacao do modelo codificado de segunda ordem (Equacao 6).
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A partir do modelo foi possivel a construgdo da Figura 16 que apresenta
novamente interacoes significativas entre as variaveis estudadas. Na Figura 16 (a) e
(b) observa-se que maiores viscosidades s&o obtidas em concentragdes de sal altas e
temperaturas baixas, bem como em concentragdes de sal baixas combinadas com
altas temperaturas. A concentracdo de goma quando combinada com a temperatura e
com a concentracdo de sal mostra que em altas concentracées de goma, ha pouca
variagdo na viscosidade, sendo ligeiramente maior a viscosidade quanto mais alta a
temperatura e a adicéo de sal, dentro da faixa estudada (Figuras 16 (c), (d), (e) e (f)).

Neste estudo verificou-se que as maiores viscosidades foram obtidas em
solugdes que continham CaCl, em uma concentracao de 0,1%, 4,68% de goma
xantana e 25°C. Quando os outros dois sais estudados foram utilizados, verificou-se
também a condicdo citada acima como a que acarretou uma maior viscosidade em
relacdo a solugdo sem adicdo de sais, porém inferior aquela encontrada com CaCls.
Quando KCI é adicionado nas mesmas condigcdes de concentragdo de goma que nos
ensaios realizados sem a adicdo de sais, verifica-se que ha uma diminuicdo na
viscosidade aparente das solugdes. Essa viscosidade mais baixa encontrada para o
KCI provavelmente se deve ao fato de que o sédio e o0 potassio possuem apenas uma
carga positiva, enquanto que o calcio possui duas, possibilitando menor interacdo com
as cadeias poliméricas predominantemente negativas.

Para MOREIRA (2002) o aumento na viscosidade causado pela adicdo de
NaCl e KCI é resultado da estabilizagdo da estrutura ordenada da xantana, gerando
um aumento na associacao intermolecular, por estabilizacdo das cargas negativas da
xantana.

De um modo geral, as maiores produgcbes de goma ndo foram as que
apresentaram as maiores viscosidades. Estes dados sdo muito relevantes do ponto de
vista da aplicagdo da goma produzida, pois em alguns casos sao necessarias altas
producdes e em outros viscosidades elevadas.
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MOREIRA et al., (2001) verificaram relagdes da viscosidade com a
temperatura, das seguintes formas: ndo ocorre nenhuma variagéo; ocorre decréscimo
da viscosidade com o aumento da temperatura ou ocorre decréscimo da viscosidade
com o decréscimo da temperatura, dependendo da composi¢cdo da goma. Quando o
conteldo de manose na goma era alto, a viscosidade se mantinha constante ou
aumentava, a 65°C, enquanto que polimeros com altas concentracées de glicose
apresentaram efeito contrario. A viscosidade aparente de solu¢des aquosas 3% foram
medidas a 25°C e 12 rpm, chegando a um valor maximo em torno de 15.000 cP,
ficando acima do encontrado neste trabalho que foi de 1831,34 cP, a 25°C e 3,00 %
(m/v) de goma.

LOPEZ et al., (2004) observaram que com o aumento da temperatura ocorreu
um decréscimo na viscosidade das gomas estudadas, sendo mais marcante para
goma comercial do que para goma sintetizada em meio de rejeitos agroindustriais.

Segundo GARCIA-OCHOA et al. (2000) a viscosidade das solugdes de xantana
depende da temperatura na qual a viscosidade é medida, sendo que esta diminui com
o aumento da temperatura. Este comportamento é associado a mudangas na
conformacédo da molécula de xantana. A conformacéo vai de uma forma ordenada a
baixas temperaturas de dissolugdo para um estado desordenado quando sé&o
empregadas altas temperaturas de dissolugdo. BERWANGER (2005) verificou em seu
trabalho com gelana que a viscosidade das solu¢des diminuiu com o aumento da
temperatura.

A presencga de sais na solugao influencia a viscosidade da xantana. A literatura
apresenta algumas explicagbes para esse comportamento. Para baixas concentragdes
de polimero, a viscosidade da xantana diminui quando uma pequena quantidade de
sais é adicionada na solugao, efeito atribuido a reducdo nas dimensbes moleculares,
resultante de forgas eletrostaticas intermoleculares diminuidas. A viscosidade aumenta
para altas concentragdes de xantana ou quando uma grande quantidade de sais é
adicionada. Esse efeito é devido, provavelmente, ao aumento da interagcdo entre as
moléculas de polimero devido a presenca de sais (SMITH & PACE, 1982 apud
GARCIA-OCHOA et al., 2000; MILAS et al., 1985 apud GARCIA-OCHOA et al., 2000).

LEE et al. (2003) mostraram o efeito da concentracdo de NaCl sobre a tenséo
de cisalhamento de solucdes de mistura gelana/gelatina. A tensdo de cisalhamento
diminui com o aumento do nivel de NaCl e, portanto, a viscosidade aparente das
solugdes diminui com o aumento do nivel de ions s6dio. Uma possivel explicacio é
que a presenca excessiva de ions por adicdo de sais pode aumentar a repulsédo

eletrostatica, resultando em interacdes fracas entre as moléculas.
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LOPEZ et al. (2004) observaram uma diminuicdo na viscosidade de solucdes
padrdo de xantana quando aumentaram a concentracdo de sais, sendo esta variagao
mais acentuada na presenga de cations divalentes (MgCl,). Ao contrario de PADILHA
(2003), que obteve aumento da viscosidade aparente de solu¢des de xantana em
presenca de ions calcio.

KAYACIER e DOGAN (2005) estudaram trés diferentes gomas (guar, alginato e
xantana) em concentragdes de 0,25; 0,5; 0,75 e 1%, com concentragbes de salep de
0,5 e 0,1%. A viscosidade aparente das solugbes aumentaram com o aumento da
concentracdo das gomas. A viscosidade foi medida a 25°C em velocidade que
variaram de 6 a 210 rpm. Nas condigbes avaliadas a goma xantana sem adicdo de
salep obteve uma viscosidade aparente em torno de 4000 cP quando 1% de goma foi
utilizada, sendo que com a adi¢do de salep ocorreu uma leve aumento da viscosidade.

O efeito da concentragdo de goma no comportamento viscoso das gomas
xantana, guar e goma locusta foram observados por YASEEN ef al, (2005), que
também verificaram dependéncia da temperatura na viscosidade das solugdes de
gomas.

KIM e YOO (2005) trabalharam com misturas de amido de arroz e goma
xantana a 25°C, e observaram um aumento da viscosidade aparente com o aumento
na concentragao da goma xantana. Também observaram influéncia da temperatura na
viscosidade da solugao.

Variacdes nas faixas de pH e temperatura foram estudadas por ESGALHADO
et al., (1995) que encontraram um valor maximo de viscosidade aparente de 100,33 cP
para a goma xantana sintetizadas, quando utilizou pH entre 7,0 e 8,0 e temperaturas
entre 25 e 30°C.
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2 5 CONCLUSOES

Com a realizagao deste trabalho pode-se concluir que:

- O soro de queijo pode ser utilizado como substrato na producdo de goma
xantana, podendo-se obter boa producido de goma com ampla faixa de viscosidade.

- Através da metodologia de planejamento experimental e andlise de superficie de
resposta foi possivel otimizar a producdo de goma xantana em biorreator, validando
um modelo empirico codificado e um real que descrevem a producdo da goma em
funcéo da agitacao e aeracao.

- A condigdo otimizada para produgdo de xantana em biorreator de bancada
para 900 mL de soro de queijo, 0,1% de sulfato de magnésio, 2% de fosfato de
potassio, temperatura de 28°C e pH inicial do meio de 7,2 é agitagdo de 390 rpm e
aeracdo de 1,5 vwvm que resultou na producéo de 36 g.L"' de goma em 72 horas.

- A maior viscosidade obtida no estudo de otimizacdo da producdo foi de
1831,34 cP, a 25°C e 3% de goma, correspondendo ao ensaio no qual a produgao foi
de 18 g.L'", demonstrando que maiores produgées ndo estdo relacionadas as maiores
qualidades de goma.

- O estudo da adigédo de sais na solugdo de goma permitiu concluir que o uso de
CaCl, resultou na maior viscosidade da solucdo dentre os sais estudados. Na
condigédo de 25°C, 0,1% de sal e 4,68% de goma foi alcangada uma viscosidade de
1704, 53 cP.

- A adicdo do sal na condigcédo referente ao ponto central (maior produgédo —
36 g.L"' de goma) permitiu alcancar uma viscosidade similar (1704,53 cP) aquela
obtida sem a adicao deste (1831,34 cP) porém em um ensaio que atingiu valores bem
mais baixos de producéo (18 g.L™).
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3 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Caracterizar a estrutura dos aglcares e acidos da goma produzida através de
técnicas cromatograficas.

- Analisar a viscoelasticidade das solugdes aquosas da goma.

- Realizar a desacetilagdo da goma para verificar os efeitos na viscosidade
aparente.

- Desenvolver métodos para melhorar a quantificagdo da goma produzida.

- Avaliar parametros cinéticos da producao em biorreator.

- Determinar o coeficiente de transferéncia de oxigénio durante as varias fases da
producao usando o método dinamico.

- Fazer estudo da producao utilizando soro de queijo desidratado em spray-drier.

- Utilizar a metodologia de planejamento em estudos que visem o aumento da
recuperagao do biopolimero
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