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RESUMO

7

Goma xantana ¢ o polissacarideo microbiano sintetizado por bactérias do género
Xanthomonas e considerado o biopolimero de maior importancia comercial nos dias de
hoje. Destaque devido, principalmente, a sua capacidade de formar solugdes viscosas e
estaveis, mesmo em baixas concentragdes, em larga faixa de temperatura e de pH. Tem
utilizacdo expressiva em diversos segmentos industriais. O custo elevado da producao
da goma xantana se deve ao substrato utilizado e muitas pesquisas tém investigado
novas fontes de carbono a partir de residuos agroindustriais. Além da minimizagao dos
custos de producao, a utilizacdo de fontes alternativas de carbono propicia a reducio dos
impactos ambientais causados por essas atividades. O objetivo deste trabalho foi a
producdo de goma xantana em meios a base dos residuos agroindustriais soro de leite,
casca de coco, casca de batata e suas misturas (soro de leite + casca de coco, soro de
leite + casca de batata, casca de batata + casca de coco), residuos agroindustriais de alto
valor biologico, facil obten¢do e grande disponibilidade, muitas vezes descartados de
maneira inadequada. Esse descarte, além de trazer danos a natureza corresponde ao
desperdicio de produtos com boas caracteristicas nutricionais, sendo substratos
potenciais para a producdo de biopolimeros. O estudo da producdo a partir de misturas
tem como objetivo avaliar se a adicdo de diferentes fontes de carbono melhora a
produtividade e/ou a qualidade da goma obtida, ou se plantas de produgdo a partir de
residuos agroindustriais deveriam operar com apenas um destes residuos. O processo
fermentativo foi realizado em agitador orbital a 200 rpm, utilizando Erlenmeyers de 250
mL, contendo 60 mL de meio de fermentagdo, suplementado com 0,01% (m/V) de ureia
e 0,1% (m/V) de fosfato de potéassio. Foi realizado um planejamento experimental de
misturas, do tipo simplex-lattice, variando a composi¢do dos meios fermentativos.
Todos os ensaios foram realizados a 28°C, em duplicata, por um periodo de 72 h. Para
analise da viscosidade aparente da goma xantana produzida foram preparadas solugdes
aquosas na concentragdo 1% (m/V) para todos os ensaios de fermentagdo. Nesta etapa
utilizou-se o viscosimetro digital Brookfield acoplado ao software Rheocalc. A maior
produtividade dentre os ensaios realizados, foi obtida utilizando o soro de leite como
substrato fermentativo. Entretanto, a goma obtida ndo apresentou comportamento
pseudoplastico caracteristico, mesmo apds estudos de adequagdo da composi¢cdo
nutricional. A goma de melhor qualidade reolégica foi a obtida a partir da casca de
coco, com um valor de 291cP a 25 s de taxa de cisalhamento. Observou-se que a
mistura casca de coco ¢ casca de batata aumentou a qualidade reologica da goma em
comparagcdo com a obtida quando da utilizagdo apenas da casca de batata como
substrato fermentativo.

Palavras-chave: Biopolimero, residuos agroindustriais, Xanthomonas campestris.



ABSTRACT

Xanthan gum is the microbial polysaccharide synthesized by bacteria of the genus
Xanthomonas and considered the biopolymer of major commercial importance these
days. Highlighted mainly due to its ability to form viscous and stable solutions, even in
low concentrations, over a wide range of temperature and pH. It has expressive use in
several industrial segments. The high cost of xanthan gum production is due to the
substrate used and many researches have investigated new sources of carbon from
agro-industrial waste. In addition to minimizing production costs, the use of alternative
carbon sources leads to a reduction in the environmental impacts caused by these
activities. The objective of this work was the production of xanthan gum in media based
on agroindustrial residues: whey, coconut husk and potato peel and their mixtures: whey
+ coconut husk, whey + potato peel, peel of potato + coconut shell. Agroindustrial
wastes of high biological value, easy to obtain and high availability, often discarded in
an inadequate way. This disposal, besides bringing damages to nature corresponds to the
waste of products with good nutritional characteristics, being potential substrates for the
production of biopolymers. The study of the production from mixtures aims to evaluate
if the addition of different carbon sources improves the productivity and / or quality of
the gum obtained, or if production plants from agroindustrial residues should operate
with only one of these residues. The fermentation process was carried out in an orbital
shaker at 200 rpm using 250 mL Erlenmeyers containing 60 mL of fermentation
medium supplemented with 0.01% (w/v) urea and 0.1% (w/v) phosphate of potassium.
An experimental planning of mixtures, of the simplex-lattice type, was carried out,
varying the composition of the fermentative media. All assays were performed at 28° C,
in duplicate, for a period of 72 h. For analysis of the apparent viscosity of the xanthan
gum produced, aqueous solutions were prepared in 1% (w/v) concentration for all
fermentation assays. In this step the Brookfield digital viscometer coupled to the
Rheocalc software was used. The highest productivity among the tests was obtained
using the whey as a fermentation substrate. However, the obtained gum showed no
characteristic pseudoplastic behavior, even after studies of nutritional composition
adequacy. The best rheological grade gum was obtained from the coconut shell, with a
value of 291cP at 25 s -1 of shear rate. It was observed that the coconut shell and potato
peel mixture increased the rheological quality of the gum compared to that obtained
when using only the potato peel as a fermentative substrate.

Keywords: Biopolymer, agro-industrial waste, Xanthomonas campestris.
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1. INTRODUCAO

A Goma Xantana (GX) possui papel de destaque na industria, devido as suas
caracteristicas reoldgicas, sendo amplamente empregada como espessante, gelificante,
agente de emulsio, coléide protetor e estabilizante (BRANDAO, 2012).

Consiste em um biopolimero, também conhecido como exopolissacarideo ou
goma, substancias que sdo sintetizados por fungos e bactérias, sendo por isso nomeados
polissacarideos microbianos.

Dentre os exopolissacarideos, as xantanas destacam-se devido a capacidade de
alterar a viscosidade de solugcdes mesmo quando presente em pequenas quantidades
(NERY et al., 2008; LOPES et al., 2015; LI et al,, 2016).

Comercialmente, GX ¢ o polissacarideo microbiano mais importante, com uma
producao estimada de 30.000 toneladas de goma por ano (LI et al., 2016) e demanda
crescendo a uma taxa de 5 a 10% ao ano, movimentando um mercado atual de
aproximadamente US$ 270 milhdes (ABBASZADECH et al., 2015).

Os principais produtores de goma xantana nos EUA sdo Merck e Pfizer. Na
Franca, os principais produtores sao Rhone Poulenc, Mero-Rousselot-Santia e
Sanofi-EIf. Na China, o maior produtor de xantana é Saidy Chemical, e na Austria é
Jungbunzlauer (HABIBI et al., 2017). No Brasil, 100% da goma utilizada ¢ importada
(LOPES et al., 2015).

Glicose e sacarose t€m sido utilizadas como fonte de carbono para sua produgao
e na recuperacdo se faz necessaria a utilizagdo de etanol. O custo do meio de
fermentagdo ¢ visto como uma oportunidade de valor e por esta razao, estudos recentes
tém se concentrado no uso de residuos industriais como alternativas naturais de baixo
custo para servir de substrato na produ¢ao de xantana (MESOMO et al., 2009).

Estes residuos sdo considerados uma fonte rica de nutrientes e de grande
aplicabilidade na industria, nos mais diversos produtos. Nesse contexto, o seu descarte
seria uma perda importante de biomassa, além de ser ambientalmente atrativa a sua
reutilizagao.

Diversos estudos que visam a utilizacao de residuos agroindustriais na produgao

de GX sao encontrados na literatura, devido ao crescente mercado de aplicabilidade dos
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polissacarideos de alto valor agregado e redug@o dos custos de produgao.

Nesse contexto, o objetivo geral deste trabalho foi estudar a producao de GX a
partir de diferentes residuos agroindustriais e suas misturas em agitador orbital (shaker),
a partir da bactéria Xanthomonas campestris pv. manihotis.

A utilizacdo de substratos como soro de leite, casca de coco e casca de batata,
além de favorecer a produgdo de goma, pode ajudar a eliminar possiveis problemas
ambientais como descarte inadequado de efluentes e residuos.

O segundo capitulo apresenta os objetivos gerais e especificos. Para atingir os
objetivos mencionados, o terceiro capitulo faz uma revisdo de literatura para
apresentacdo da tematica abordada e a razdo da escolha dos residuos, como também o
uso do processo de ampliacdo de escala (scale-up). Os materiais ¢ métodos sao
demonstrados no quarto capitulo e no quinto capitulo sdo expostos os resultados e as
discussdes dos mesmos. No sexto capitulo apresentam-se as conclusdes e sugestdes para

trabalhos futuros e, por fim, as referéncias bibliograficas consultadas.
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2.  OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a producao de goma xantana a partir dos residuos de soro de leite, casca

de coco e casca de batata, bem como de suas misturas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (aracterizar os substratos a serem utilizados.

e Selecionar o melhor substrato para a producdo de goma xantana.

e Acompanhar os ensaios fermentativos através do seu comportamento cinético.

e Avaliar se a combinagdo dos substratos pode resultar em gomas de melhores
caracteristicas e/ou maiores produtividades.

e Avaliar a goma obtida a partir dos residuos agroindustriais estudados através da

produtividade e viscosidade aparente.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. POLISSACARIDEOS MICROBIANOS

Polissacarideos sao moléculas de elevado peso molecular ligadas através de uma
ligacdo glicosidica. Geralmente contém de 100 a 90.000 unidades monoméricas e, por
hidrdlise, resultam em monossacarideos. Diferem uns dos outros pelos seus monomeros,
peso molecular e outras caracteristicas estruturais. Podem ser lineares ou ramificados
(TONELI et al., 2005).

Os polissacarideos microbianos sdo produzidos em duas formas: (1)
polissacarideo capsular, localizado no interior da célula ou como parte da parede
citoplasmadtica, e (2) exopolissacarideos (EPS), produzidos no interior da célula, sendo
posteriormente secretados para o exterior da mesma (HUSSAIN et al., 2017).

Substancias poliméricas extracelulares, os exopolissacarideos (EPS) microbianos
podem ser sintetizados por bactérias, fungos ou leveduras (BRANDAO, 2012). Sio
segregados no ambiente circundante e sdo compostos por residuos de aglcar.

A producado de polissacarideos por microrganismo pode ser induzida como parte
de uma resposta ao estresse e desempenha diferentes papéis, que incluem: (1) proteger o
microrganismo contra desidratacdo; (2) servir de barreira, impedindo que virus e
anticorpos se liguem a sitios especificos sobre a parede celular; (3) acoplar e neutralizar
toxinas carregadas ou ions metalicos toxicos; (4) atuar como fonte de carbono e energia;
(5) converter o excesso de substrato em uma massa espumosa, mais dificil de ser
metabolizada por outros microrganismos; (6) interagir com cé¢lulas de animais ou
plantas em relagdes especificas, simbidticas ou patogénicas (MORE et al., 2014).

A sua producgdo ¢ geralmente favorecida pela presenga em excesso de fonte de
carbono, concomitante com outro nutriente limitante (nitrogénio e fosforo, por
exemplo), temperatura oOtima de crescimento, condi¢cdes aerdbias ou anaerobias,
presenca de cations ou presenga de compostos inibidores do crescimento microbiano
(FREITAS et al., 2010).

Entre os seus constituintes, polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos sao
representantes tipicos, sendo que os carboidratos correspondem ao componente presente

em maior percentual (BERGMANN et al,, 2008; MORE et al., 2014).
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Os exopolissacarideos microbianos podem ser classificados como homo ou
heteropolissacarideos. No primeiro caso, sdo geralmente compostos neutros e, por
hidrdlise, resultam em apenas um tipo de unidades de monossacarideo, a exemplo da
celulose, do alginato e das gomas dextrana e curdulana (HUSSAIN et al., 2017). Os
heteropolissacarideos produzem mais de um tipo de unidade de monossacarideos,
variando em tamanho de dissacarideos a heptassacarideos, a exemplo da goma xantana,
do &cido hialurénico e da heparina (MORE et al., 2014).

Os polissacarideos microbianos apresentam uma série de regularidades
estruturais que raramente sdo encontradas em polimeros provenientes de outras fontes.
Tal regularidade na sua estrutura primdria implica em cadeias que podem assumir
conformagdes ordinarias (hélices simples ou multiplas), tanto no estado s6lido como em
solucdo, e isso, por sua vez, tem forte influéncia sobre as suas propriedades
fisico-quimicas (TONELI et al., 2005).

Ha grande potencial de substituicio de materiais derivados de petrdleo por
polimeros microbianos e grande atengdo ¢ dada a exploragdo e utilizacdo destes para
potenciais aplicagdes industriais (MARQUES et al., 2017; LIU, et al., 2017).

Caracteristicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade, alta eficiéncia,
ndo toxidade e poluicdo ndo secundaria tornam os polissacarideos microbianos bastante
utilizados como  espessante e  agente emulsionante  pelas  industrias
(TRUJILLO-CAYADO et al., 2016; ZHENG et al., 2017).

Na industria de petrdleo, por exemplo, podem ser utilizados para melhorar a
eficiéncia na varredura da recuperagdo secunddria, devido a capacidade de controlar a
mobilidade da agua e reduzir a permeabilidade de um reservatorio, aumentando a
viscosidade do fluido injetado (XU et al., 2015).

Os principais fatores limitantes ao desenvolvimento da produgdo de
polissacarideos microbianos sdo associados aos seus custos de produgdo, principalmente
ao custo do substrato, e ao fato de que muitas cepas produtoras sdo patogénicas. No
entanto, devido ao crescente interesse em recursos renovaveis como alternativa a
produtos quimicos sintéticos, a investigacdo para novos produtos tem aumentado
progressivamente (FREITAS et al., 2010).

A produg¢do de polissacarideos por cultivo microbiano tem a vantagem
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consideravel de garantir uma produg¢do de concentracdo conhecida, ndo afetada por
fatores ambientais. Além disso, a producdo pode ser executada em conveniéncia com o
local onde houver disponibilidade do substrato utilizado (GOMES, 2014).

Dentre os polimeros microbianos mais utilizados, as gomas xantana e gelana
apresentam papel de destaque, especificamente na industria alimenticia (GOMES,
2014). Neste trabalho, a goma xantana ¢ objeto de estudo em razdo do seu proeminente
lugar no mercado nacional ¢ mundial, devido as suas caracteristicas Unicas, quando

comparado a outras gomas microbianas.

3.2.  GOMA XANTANA

Goma xantana (GX) € um exopolissacarideo microbiano e classifica-se como
heteropolissacarideo ramificado anidnico (BERGMANN et al., 2008).

Foi descoberta no final de 1950, quando uma equipe de pesquisadores
americanos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, que conduzia
extensivas pesquisas sobre a utilizagdo de biopolimeros, descobriu uma bactéria
encontrada em folhas de couve, a Xanthomonas campestris (HABIBI, 2017), que
poderia ser utilizada em fermentacdo para produzir um polissacarideo de utilidade
significativa para industria alimenticia.

O polimero B-1459, ou goma xantana, devido as suas propriedades como
espessante e estabilizante foi extensivamente estudado (GOMES, 2014; NIKNEZHAD
et al., 2016) e, em 1969, o Food and Drug Administration (FDA), 6rgao regulador
americano das industrias de alimentos e farmacos, autorizou o uso da goma xantana em
produtos alimenticios, marcando a introdu¢do do primeiro biopolimero produzido
industrialmente para a industria de alimentos.

No Brasil, a sua adi¢cdo aos alimentos foi liberada em 1965 e, em 1980, a
xantana foi agregada a lista de emulsificantes/estabilizantes alimenticios permitidos pela
comunidade econdmica europeia (SALAH et al., 2010).

A GX possui excelentes propriedades reologicas, que permitem a formacao de
solugdes viscosas mesmo em baixas concentracdes (0,05-1%), pseudoplasticidade,
propriedade espessante, estabilidade em largas faixas de pH (1 a 13) e temperatura (0 a

100°C), inclusive na presenca de sais, alcalis e acidos. E completamente solivel em
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agua quente ou fria, requerendo agitacao intensa apos introdu¢do no meio aquoso para
evitar aglomerados (GOMES, 2014; LI et al., 2015; MOBIN, 2015; LOPES et al., 2015;
LI et al., 2016), permitindo que determinada solucao alcance a textura, viscosidade e/ou
estabilidade desejada, sem interferéncia na cor (COSTA et al,, 2014; WANG et al,,
2017). Estas sdo caracteristicas resultantes da sua estrutura molecular ramificada e do
seu elevado peso molecular (2.10° a 2.107 g/mol) (ROTTAVA et al., 2009).

A molécula ¢ composta de wunidades repetidas de pentassacarideos,
compreendendo glicose, manose ¢ acido glucurdnico na razao molar de 2:2:1, com
formula quimica C;sHypO,9 (mondmero) (MOBIN et al, 2015; LI et al., 2016;
NIKNEZHAD et al., 2016).

A estrutura primaria da goma xantana, mostrada na Figura 1, ¢ linear, com
unidades B-D-glicose ligadas nas posi¢des 1 e 4, mesma estrutura encontrada na
celulose (ABBASZADEH et al., 2015). A cadeia lateral contém uma unidade de acido
D-glucurénico entre duas unidades de D-manose, as ramificacdes trigliceridicas
aparecem aderidas a cadeia principal do polimero e dela resulta uma estrutura rigida

(GOMES, 2014; WANG et al., 2016).

CHyOH f H OH n
CH,COOCH; 0/

Figura 1 - Estrutura unitaria (mondémero) de uma molécula de xantana
Fonte: Erten et al. (2014).
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A manose terminal pode ser substituida por dcido pirivico enquanto a manose
interna pode ser substituida por um grupo acetato. O grau de substituicdo de ambos
(acetato e piruvato) depende da cepa de X. campestris utilizada e das condigdes de
fermentagao (RENOU et al., 2013).

Erten et al. (2014) realizaram um comparativo entre gomas xantana com
diferentes contedos de piruvato e acetato, relacionando-as quanto as suas massas
molares e viscosidade. Observaram que, em solucao eletrolitica, o conteudo piruvato ¢
responsavel pela modificacao da viscosidade da goma, fato que ndo ocorre em solugdes
com baixa forga ionica.

A capacidade da X. campestris de alterar o grau de substituicdo do seu
exopolissacarideo em resposta a uma alteragdo no ambiente ou as condigdes de
fermentagdo significa um possivel mecanismo de sobrevivéncia da bactéria
(ABBASZADEH et al, 2015) e uma caracteristica que a torna muito util
industrialmente.

Estudos de difracdo de raios-X sobre fibras de goma xantana orientadas
identificaram a conformacao molecular como uma hélice de cinco pontas com passo de
4,7 nm. Nessa conformacdo, a cadeia lateral do trissacarideo esta alinhada com o
esqueleto e estabiliza a conformagdo geral por interagdes ndo covalentes,
principalmente ligagdes de hidrogénio. Quando em solugdo, as cadeias laterais
envolvem a espinha dorsal, protegendo as ligagdes p-1,4 do ataque. E pensado que esta
protecdo seja responsavel pela estabilidade da goma sob condigdes adversas
(PALANIRAJ et al., 2011).

A molécula de xantana pode existir em uma conformacdo ordenada ou
desordenada, a qual depende das condi¢cdes de caracterizacdo. A estrutura ordenada
sofre uma transi¢do conformacional a altas temperaturas ¢ baixa forg¢a idnica. Essa
condicdo ¢ reversivel e o estado original (ordenado) ¢ parcialmente recuperado por
arrefecimento ou adi¢ao de sais (LUPORINI et al., 2011).

As propriedades reologicas da GX, especialmente a elevada viscosidade e a
extraordinaria estabilidade do polimero em solucao, sdo fortemente dependentes do
estado conformacional (KLAIC et al., 2015). Em solugdes aquosas, a solvatacao leva a

expansdo parcial da estrutura molecular, relacionada a uma alterag¢do correspondente na
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viscosidade da solugdo (BERGMANN et al., 2008).

Com base nas caracteristicas da goma xantana apresentadas, ¢ justificado o forte
interesse industrial e académico neste biopolimero. Atualmente, a industria que detém a
maior demanda de goma xantana ¢ a industria alimenticia, mas ela também pode ser
empregada em diversos outros segmentos, tais como produtos de higiene pessoal,
recuperagdo de petroleo, cosméticos e tintas a base de dgua (ROSALAM et al., 2006).

Como exemplos de aplicagdes na industria alimenticia, pode-se citar a utilizagao
da goma xantana como emulsificante no desenvolvimento de paes sem gluten, paes
ricos em proteinas, recheios de padaria, xaropes, sobremesas e produtos lacteos, bolos,
além de estabilizar emulsdes e melhorar a estabilidade de massas congeladas na
concentracdo de 0,1 a 0,25% (JULIANTI et al., 2015). A sua elevada viscosidade tem
contribuido para sua utilizagdo como retentor de sabor e agente imobilizante (COSTA et
al., 2014).

Na industria farmacéutica, algumas de suas aplicagdes sdo como agente de
suspensao e matrizes para liberagdo sustentada de medicamentos. Na forma liquida, em
produtos oftalmolégicos, a xantana retarda a liberagcdo de substancias ativas,
aumentando a atividade terapéutica de formulagdes, e prolonga o tempo de retencao das
dosagens aplicadas. Também pode ser utilizada em formulacdes topicas para aumentar a
forca bioadesiva ou como excipiente para secagem ou resfriamento por pulverizacio
(YAHOUM et al., 2016). Em conjunto com outros biopolimeros, a goma xantana pode
estar envolvida, por exemplo, em formula¢des de matriz para drogas orais de liberacao
controlada ou formar sistemas de géis estaveis (LI et al., 2015; BRUNCHI et al,, 2016).

Na industria de petrdleo, a goma xantana ¢ usada na perfuragdo, fraturamento,
completagdo de pocos e limpeza de tubulacdes, sendo considerado um produto
estratégico devido a sua excelente compatibilidade com sais e resisténcia a degradagdo
térmica. Pode ser utilizada ainda na recuperagdo secundaria, reduzindo a mobilidade da
dgua e incrementando a sua viscosidade, impedindo o desvio da &4gua injetada e
garantindo uma boa varredura da area (ROSALAM et al., 2006; GOMES, 2015).

Os valores movimentados mundialmente no comércio de goma xantana sao de
aproximadamente 270 milhdes de dolares. Estima-se que aproximadamente 30 mil

toneladas de goma xantana sejam produzidas anualmente, com tendéncia de
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crescimento anual de 5 a 10% (FARIA et al., 2011; LUVIELMO et al., 2016; LI et al.,
2016).

Em geral, a fonte de carbono utilizada para a producdo de goma xantana € o
amido de milho, sendo glicose e sacarose também empregadas como substrato para
producdo, em alguns casos. Outras fontes renovaveis, tais como xilose, soro de leite,
bagago e xarope sdo usadas para produzir goma em escala de bancada. O custo do
substrato ¢ um fator importante para a produgcdo comercial da goma (WANG et al,,
2016).

Esse custo ¢ da ordem de US$ 400-600/t e tem sido uma grande preocupagao na
producdo, pois produz uma goma com prego final elevado, US$ 4000-5000/t. (FARIA et
al., 2010; SALAH et al., 2010; LI et al., 2016).

Atualmente o Brasil importa 100% da goma xantana consumida internamente,
sendo que no pais os custos de producdo poderiam ser reduzidos consideravelmente
pela disponibilidade da matéria-prima, como a cana-de-acgtcar, além do élcool etilico

utilizado na etapa de recuperacao da goma (NERY et al., 2013).

3.3.  XANTHOMONAS CAMPESTRIS

Xanthomonas ¢ um grande género da familia das Pseudomonaceae, composto de
27 espécies de bactérias. Foi isolada em 1940, sendo todos os organismos desse género
patogénicos para as plantas (LIAO et al., 2016).

As Xanthomonas s3o bactérias Gram-negativas, moveis, possuindo flagelo
unico, tendo em média de 0,4 a 0,7 pm de largura e 0,7 a 1,8 pm de comprimento
(FARIA, 2009). Reproduzem-se por divisdo binaria, apresentando células em forma de
bastonetes, principalmente isoladas (Figura 2a). As colonias (Figura 2b) sdo geralmente
lisas, viscosas e amarelas, coloragdo esta resultante da producdo de um pigmento
insoluvel em dgua conhecido como xantomonadinas (PORTELA et al., 2008).

O microrganismo ¢ estritamente aerobio, sendo o oxigénio nutriente essencial
para o crescimento da Xanthomonas e produgio da goma xantana. E, também,
quimiorganotrofico, capaz de utilizar como fonte de carbono diversos carboidratos e

sais de 4cidos organicos (LOPES et al,, 2015).
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Figura 2 - Xanthomonas observada em microscopio (a) e cultivada em agar nutriente (b).
Fonte: http://www.apsnet.org/edcenter/intropp

A espécie Xanthomonas campestris pode ser dividida em pelo menos 141
patovares, os quais infectam uma grande gama de vegetais, incluindo algumas de
interesse da agricultura, como repolho, alfafa, feijao e couve. Ao atacar citros, verduras
e cana-de-acucar, devido a alta produgdo de exopolissacarideo, impede o fluxo de
nutrientes no caule da planta, causando doencas (GOMES, 2014). Uma folha de couve

contaminada por X. campestris ¢ apresentada na Figura 3.

Figura 3 - Folha de couve contaminada por Xanthomonas campestris.
Fonte: http://www.agroatlas.ru

Uma variedade de doencas e sintomas ¢ causada por essa bactéria, incluindo
necrose, gomose e/ou doencas vasculares ou parenquimatosas em folhas, ramos ou
frutos de muitas plantas (HAYWARD, 1993 apud MECCA, 2010).

As bactérias colonizam a superficie dos vegetais pela adesdo a certas estruturas.
Apos invadirem os espagos intracelulares, desenvolvem microcolonias rodeadas de

material fibrilar, provavelmente o EPS xantana. Passadas 24 h, encontram-se
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abundantemente rodeadas por EPS, preenchendo os espacos intercelulares. Como o
muco secretado pela bactéria apresenta alta capacidade de retengdo de agua, os espagos
tornam-se congestionados. O primeiro sintoma de infec¢ao e pré-requisito para efetiva
colonizagdo bacteriana é o tecido continuamente desidratado (BRANDAO, 2012).

Ao mesmo tempo em que constitui uma ameaca em todo o mundo para a
agricultura e causa perdas substanciais de importantes colheitas, a Xanthomonas é capaz
de elevar a viscosidade do meio onde se desenvolve, devido a secrecao do
exopolissacarideo anidnico no meio, ou seja, a goma xantana, que tem uma importancia
industrial crescente (BRANDAO, 2012; LEBMEIER et al., 2016). O que para as
bactérias ¢ utilizado como prote¢do contra a dessecacdo, ataque de amebas, de fagocitos
e de bacteridfagos, € para a industria um produto capaz de formar solugdes viscosas em
meio aquoso, mesmo em baixas concentragdes (LUVIELMO et al., 2016).

Muitos estudos tém sido realizados objetivando identificar as melhores cepas
produtoras. Rottava et al. (2009) selecionaram e caracterizaram molecularmente dez
cepas de Xanthomonas, correlacionando a producdo de goma com suas propriedades
reologicas.

Wang et al. (2016) desenvolveram uma cadeia mutante de Xanthomonas
campestris, por evolucdo adaptativa, a fim de utiliza-la para produzir GX em glicerol
como substrato. A produtividade obtida foi de 11 g/L e a cadeia mutante mostrou-se
tolerante a altas concentragdes de glicerol, onde sua atividade ndo foi afetada por
impurezas do glicerol cru.

Niknezhad et al. (2016) estudaram a producdo de goma xantana utilizando
células de Xanthomonas campestris e Xanthomonas perlagonii imobilizadas,
empregadas com sucesso em trés ciclos consecutivos de producdao sem degradagdo
perceptivel, sugerindo que a imobilizacdo de células produz resultados mais vantajosos
que aqueles encontrados utilizando células livres.

Estudos envolvendo engenharia genética também tém sido desenvolvidos.
Lebmeier et al. (2008) estudaram o genoma da Xanthomonas campestris pv. campestris
e seu uso para reconstrucdo de rotas metabdlicas envolvidas na producdo de goma
xantana. Wibberg et al. (2015) realizaram o mapeamento genético da Xanthomonas

campestris NRRL B-1459, bactéria utilizada de forma pioneira nos estudos relacionados
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a producdo biotecnologica de GX, cujo sequenciamento permitira que outras estirpes
também sejam avaliadas quanto a biotecnologia da producao de xantana.

A modificagdo genética pode levar a melhorias nas propriedades requeridas para
aplicagdes de recuperacao de cepa ou suplementagdo do meio, ou ainda aumentar a
producdo, reduzindo o tempo de fermentacdo e simplificando a recuperagdo e
purificagdo do produto no processo, além de permitir a producdo de gomas com

melhores qualidades reoldgicas (ROSALAM et al., 2006).

3.4. PRODUCAO DE GOMA XANTANA

Comercialmente, o hidrocoloide xantana ¢ produzido por fermentagao e o
processo de obtencdo, esquematizado na Figura 4, consiste nas etapas de pré-inoculo,
inoculo, fermentacdo, pasteurizacdo, remog¢ao de células, precipitacdo (usualmente com

adicao de alcool), separacao e secagem da goma (GOMES, 2014).
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Figura 4 - Fluxograma de produgdo de goma xantana em fermentadores em série agitados.
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Fonte: LOPES et al. (2015)

Muitas pesquisas tém mostrado que a producdo de goma xantana e as suas
caracteristicas funcionais sdo afetadas por muitos fatores, os quais incluem tipo de
biorreator, modo de operagdo (continuo ou batelada), fonte de carbono, condi¢des de
cultivo (temperatura, pH, velocidade de agitacdo, taxa de aeracdo), tempo de
fermentagdo, cepa do microrganismo e condigdes poOs-fermentacdo (tratamentos
térmicos, recuperagdo, purificagdo) (LUVIELMO et al., 2016). Muitos estudos t€ém
buscado a otimizagcdo do processo de fermentacdo pela manipulacdo das variaveis
citadas (FARIA, 2009; GILANI et al., 2011; DINIZ et al., 2012; GUNASEKAR et al.,
2014).

Sob condi¢gdes controladas, os polissacarideos microbianos podem ser
produzidos, resultando em bateladas comerciais com reprodutibilidade excepcional de
suas propriedades funcionais (TRUJILLO-CAYADO et al., 2016).

Em relagdo ao microrganismo utilizado, o patovar utilizado determina a
composi¢ao do polissacarideo que sera obtido. Algumas espécies sdo mais eficientes, tal
como Xanthomonas campestris pv. campestris, correspondente a linhagem NRRL-1459,
a qual tem sido extensamente empregada na producao industrial (LUVIELMO et al.,
2016). No entanto, outras espécies de Xanthomonas podem produzir gomas xantana de
qualidade e quantidade similares (KLAIC et al., 2015).

A fonte de carbono mais utilizada na producao comercial ¢ a glicose obtida a
partir do xarope de milho, ainda que sacarose também seja comumente usada, com o
meio de cultura consistindo geralmente de 2 a 4% (m/V) dessas fontes de carbono
(COSTA et al., 2014). Extrato de levedura, peptona ou nitrato de amonio, utilizados na
propor¢ao 0,05 a 0,1% (m/V), sao empregados como fonte de nitrogénio, ¢ ainda
fosforo e tragos de outros minerais (MENEZES et al., 2012).

A utilizacdo de diferentes substratos e/ou nutrientes limitantes nao influencia a
estrutura primaria da GX, mas afeta a estrutura das cadeias laterais, a massa molecular e
o rendimento, havendo, por conseguinte, variacoes nas propriedades reoldgicas
(PALANIRAJ et al., 2011).

A temperatura ¢ uma das varidveis mais importantes que afetam a producdo de
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goma xantana. As temperaturas empregadas podem variar entre 25 e 34°C. Tanto o
crescimento de biomassa quanto a produgdo de GX aumentam com a temperatura,
rendendo um maximo a 28°C, com producdo estimulada na presenga de acidos
organicos (MENEZES et al,, 2012; LOPES et al., 2015).

O pH deve ser mantido préximo a neutralidade e ¢ apontado pela maioria dos
estudos como Otimo para o crescimento da Xanthomonas campestris. O mesmo
decresce para 5,0 durante a produg¢dao de goma xantana, devido aos grupos acidos
presentes nesse polimero (GARCIA-OCHOA et al, 2004). Habibi et al. (2017)
observaram que, para obtencdo de polimeros com alta viscosidade, o pH deve ser
mantido entre 6 e 8.

Sendo a Xanthomonas campestris uma bactéria estritamente aerobia, a
concentracdo de oxigénio ¢ determinante para a producdo do biopolimero. O aumento
da viscosidade do meio, decorrente do acimulo do biopolimero extracelular, provoca
significante decréscimo da taxa de transferéncia de oxigénio. Com isto, a concentragao
de oxigénio dissolvido se torna um nutriente limitante no processo global
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A combinagdo adequada dos parametros agitagcdo e aeragdo € requerida, sendo
que, para sistemas ndo newtonianos, como ¢ o caso da produ¢do de GX, a agitagdo ¢
mais significativa para a transferéncia de oxigénio do que a aeracdo (COSTA et al.,
2014).

Relacionado a este fato, Papagianni et al. (2001) mostraram que o incremento
nos niveis de agita¢do resulta em maiores taxas de produc¢do e niveis de biomassa, sendo
a estrutura quimica da xantana influenciada pela agitagdo. Notaram, também, que houve
incremento do conteudo de acido piravico com o aumento da velocidade de agitagao.

A oxigenacdo, além de manter a cultura por mais tempo em metabolismo
oxidativo, gerando, portanto, mais ATP para a biossintese, parece promover a oxidagao
de certos produtos que se acumulam no meio de cultura, resultantes do proprio
metabolismo celular, os quais sao toxicos para as bactérias (HABIBI et al., 2017).

A maioria dos processos industriais opera em batelada, podendo o
microrganismo converter aproximadamente 70% do substrato em goma. Para que este

patamar seja atingido, as condi¢des do processo precisam ser cuidadosamente avaliadas
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(FARIA et al., 2010; LOPES et al., 2015).

Finalizado o processo fermentativo, procede-se a recuperacdo da goma xantana,
cujos passos sao: (1) desativacdo e remocdo (ou lise) das células microbianas; (2)
precipitacdo do polimero; (3) lavagem, secagem, moagem e embalagem. Geralmente, o
caldo fermentado ¢ pasteurizado ou esterilizado para matar as células bacterianas,
tratamento térmico que acentua a remog¢ao de goma xantana das células (LUVIELMO et
al., 2016).

A precipitacdo do polimero € realizada pela adi¢gdo de um solvente adequado.
Normalmente, o método utilizado ¢ o da precipitacdo com alcool, principalmente etanol
e isopropanol, sendo os custos para a recuperacdo do alcool e as perdas inevitaveis,
contribuindo significativamente para o custo total de produgdo (BRANDAO, 2012).

A fim de descrever matematicamente o processo, modelos foram propostos para
o processo em batelada. Papagianni et al. (2001) propuseram um modelo cinético para
descrever o processo de producdo de goma xantana em reator batelada de escala de
laboratorio, sem controle de pH. Garcia-Ochoa et al. (2004) sugeriram um modelo
cinético envolvendo os metabolismos da fonte de carbono e de nitrogénio no interior da
célula, permitindo predizer a produ¢do de goma e o comportamento do sistema quando
submetido a diferentes condi¢des de operagdo. Portela et al. (2008) elaboraram um
modelo cinético ndo estruturado da produg¢do de goma xantana, representado pela
equagao logistica de Verhulst-Pearl, mostrando uma modelagem adequada ao processo
dentro de uma faixa de validade. Zabot et al. (2011) desenvolveram um modelo hibrido,
consistindo em uma rede neural utilizada para estimar parametros cinéticos do modelo
fenomenoldgico por eles proposto.

O processo de produgdao de goma xantana em fermentador continuo foi estudado
por Zabot et al. (2012), mostrando a viabilidade da produgdo por esse método, com
sistemas de reciclo externo e interno, apresentando produtividade 12 e 17 vezes,
respectivamente, superior a obtida em um fermentador continuo sem reciclo.

O maior produtor de goma na atualidade ¢ o grupo chinés FUFENG, fornecendo
produtos para mais de 50 paises nos ultimos anos (ADITIVOS INGREDIENTES,
2017). Outros produtores de destaque sdo Merck, Kelco, e Pfizer nos Estados Unidos;

Rhone Poulenc, Mero-Rousselot-Santia e Sanofi-Elf na Franga; Saidy Chemical na



27

China; e Jungbunzlauer na Austria (FARIA, 2009).

3.5.  BIOCONVERSAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

A fim de buscar solugdes para as questdes dos residuos gerados nas
agroindustrias e reduzir os custos do meio fermentativo, barateando a produgdo,
pesquisas recentes nesse campo tém focado particularmente em buscar fontes de
carbono alternativas para processos industriais.

O custo de substrato comercial ¢ alto (US$ 400-600/t) mas, em contrapartida,
residuos agricolas, gerados como refugos solidos, ndo tém custo. Na verdade, dispor
esses residuos de maneira adequada ¢ um problema para as empresas geradoras
(GUNASEKAR et al., 2014).

Questdes ambientais t€ém alavancado o interesse por fontes renovaveis e 0s
residuos agroindustriais se tornaram uma fonte importante para a producdo de novos
materiais, produtos quimicos e energia (HABIBI et al., 2017).

Todos os residuos que a empresa gera lhe custaram dinheiro, pois foram
comprados a preco de matéria-prima, consumindo insumos como agua e energia. Uma
vez gerados, continuam a consumir dinheiro, seja sob a forma de gastos de tratamento e
armazenamento, seja sob a forma de multas pela falta desses cuidados, ou ainda pelos
danos a imagem e a reputagcdo da empresa (SALAZAR, 2013).

A Resolugdo CONAMA n° 313, de 29 de outubro de 2002, define residuo sélido
industrial como todo aquele que resulte de atividades industriais e que se encontre nos
estados solido, semissolido, gasoso (quando contido) e liquido, cujas particularidades
tornem invidvel o seu langamento na rede publica de esgoto ou em corpos d’agua, ou
exijam para isso solucdes técnicas ou economicamente inviaveis em face da melhor
tecnologia disponivel.

Sobre as condigdes e os padrdoes de lancamento de efluentes, a Resolucao
CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, dispde que os efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderdo ser langados diretamente nos corpos receptores apds o
devido tratamento e desde que obedecam as condi¢des padrdes e exigéncias da
legislagdo vigente.

A Lei 12.305/10, que institui a Politica Nacional de Residuos So6lidos (PNRS), ¢
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bastante atual e contém instrumentos que pretendem reduzir os impactos ambientais
provocados pela destinagdo incorreta dos residuos solidos. A mesma define que, na
gestdo e gerenciamento de residuos sdlidos, deve ser observada a seguinte ordem de
prioridade: nao geragdo, reducao, reutilizacdo, reciclagem, tratamento de residuos
solidos e disposi¢do final ambientalmente adequada dos rejeitos.

Os conceitos citados nesta Lei sdo aplicados quando se utiliza a Producdo mais
Limpa (P+L), a qual consiste em resolver problemas e reduzir ao maximo a poluicao e o
desperdicio durante um processo produtivo, visando a otimizacdo do uso de
matérias-primas € a minimizagdo ou até extingdo dos desperdicios nas atividades do
processo (CERICATO et al., 2013).

Para que residuos possam ser reutilizados, a fabricagdo de produtos deve ter
caracteristicas tais que permitam uma reutilizagdo dos mesmos sem perda significativa
de sua qualidade inicial.

Um exemplo promissor da aplicacdo dos conceitos de Produ¢do mais Limpa e da
redug¢do de rejeitos ambientais € a produ¢do de goma xantana a partir de residuos
agroindustriais, inserindo na cadeia produtiva um residuo que seria encaminhado para
destina¢do final, com ou sem tratamento prévio (MESOMO, 2009; MECCA, 2010;
BRANDAO et al., 2010; NERY et al, 2013; LI et al., 2016).

Dentre as agroindustrias, as de processamento de alimentos tém elevado suas
producdes devido ao aumento da demanda por produtos alimenticios, resultado do
crescimento populacional, acarretando ampliagdo na geragdo de residuos. Apenas cerca
de 20% do lixo gerado ¢ recuperado e utilizado como alimenta¢do animal, sendo o
restante seguido para aterros, incineradores ou enviado para compostagem, que resulta
na liberagao de gases de efeito estufa (SALAH, 2010; DHILLON, 2013).

No Brasil, além da crescente produ¢do agricola, o pais tem se destacado como
poténcia no beneficiamento de sua producdo. Produtos que antes eram exportados in
natura, hoje sdo industrializados e, consequentemente, intensifica-se a geragdo de
residuos (PELIZER et al., 2007).

Os residuos agroindustriais consistem em polissacarideos complexos, como
celulose, hemicelulose e lignina, representando cerca de 90% da biomassa seca. Sao

bastante estudados como substratos fermentativos para producdo de artigos de alto valor
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agregado ou novos produtos, com propriedades especificas (especialmente em conexao
com processos de biotransformagio) (CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016; MAITI et
al., 2016).

Vérios materiais de baixo custo t€ém sido estudados a fim de substituir glicose
e/ou sacarose na producdo de xantana. No entanto, nutrientes adicionais sdo requeridos
na maioria dos casos (LI et al., 2016).

Druzian (2007) investigou o residuo de suco de mag¢a como fonte de carbono
alternativa em um processo fermentativo conduzido em batelada, uma vez que, no
Brasil, anualmente sdo gerados em torno de 3,5 milhdes de toneladas de residuo de suco
de maca. Os resultados obtidos mostraram um excelente rendimento, 10 vezes superior
ao obtido com sacarose.

Brandao et al. (2010) avaliaram a possibilidade de utilizagdo do soro de
mandioca (manipueira) como substrato fermentativo para a biossintese de goma
xantana. Este substrato, resultante do processamento da farinha, foi escolhido devido ao
alto volume de producdo, ainda sem destino comercial. Trés cepas de Xanthomonas
foram testadas e os valores mostraram que o soro de mandioca ¢ uma fonte alternativa
para a producdo de goma xantana, possibilitando um adequado destino para o soro.

Gilani et al. (2011) estudaram a utilizacdo do soro de leite e o efeito da taxa de
agitacdo do meio como forma de otimizar a produgdo de goma xantana, produzindo
aproximadamente 16,5 g/l de GX em biorreator a 550 rpm.

Diniz et al. (2012) empregaram casca de cacau e de soro de leite na producgdo da
goma, utilizando a bactéria Xanthomonas campestris 1182. A fermentagdo ocorreu em
meios suplementados com potassio e nitrogénio, a 25°C, obtendo-se 4,995 g/L. de GX
quando utilizada a casca de cacau e 12,01 g/L. quando utilizado soro de leite, enquanto
que com sacarose a producdo foi de 2,335 g/L, mostrando a viabilidade da produg¢do de
xantana a partir dos dois residuos utilizados.

Nery et al. (2013) analisaram a viabilidade do uso da casca de coco verde como
fonte alternativa de carbono para a produgdo de goma xantana em diferentes escalas de
fermentagdo. Notaram que a producdo de goma aumentou 30% no shaker e 81% ao
mudar o meio fermentativo convencional por casca de coco verde. Tais resultados

sugeriram que a casca de coco merece especial atengdo como fonte alternativa de



30

carbono para producdo de goma xantana, constituindo-se numa possibilidade para a
produgdo em larga escala, com reducdo de custos e destino correto para o residuo.

Costa et al. (2014) empregaram o extrato de casca de camardo como fonte de
carbono e nitrogénio para a produgcdo de goma, utilizando trés cepas nativas de
Xanthomonas campestris. Na fermentacdo em shaker, uma das cepas mostrou alta
produgdo (4,64 g/L) e viscosidade (48,53 mPa.s) para um meio com 10% de extrato de
casca de camardo, indicando potencial aplicacao desta fonte de carbono.

Gomes et al. (2015) buscaram selecionar a melhor concentracao de bagaco de
cana para producdo de goma xantana e analisaram as caracteristicas da goma obtida.
Melhores caracteristicas reolodgicas e produtividade foram encontradas quando se
utilizou a concentracao de 4% de bagaco de cana em shaker a 250 rpm.

Li et al. (2016) utilizaram o residuo organico doméstico como substrato, em
fermentador de 5 L, obtendo 11,73 g/L de goma, indicando potencial deste residuo para
produgdo de GX.

Como exemplo de utilizagdo de residuo de industrias quimicas, a glicerina
residual bruta, oriunda do processo de producao de biodiesel, foi analisada por Brandao
(2012), em um reator em batelada. A goma obtida, a ser utilizada como fluido de
perfuragdo em pogos de petréleo, apresentou parametros reologicos proximos aos da
goma xantana comercial.

Wang et al. (2017) também empregaram o glicerol, coproduto da obtencdo do
biodiesel, como fonte alternativa para obtengdo de goma xantana. Obtiveram uma goma
de estrutura quimica similar a goma comercial, porém com metade do valor da massa
molecular da mesma e indice de consisténcia (K) de aproximadamente 1/10 da xantana
comercial. Os resultados obtidos pavimentam o caminho do estudo da utilizagdo do
residuo do processo de biodiesel para produgdo de GX.

Neste trabalho, explorou-se a utilizacdo de trés tipos de rejeitos provenientes de

agroindustrias, cujas principais caracteristicas sdo apresentadas a seguir.

3.5.1. Casca de coco

O Brasil possui cerca de 280 mil hectares cultivados com coqueiro, distribuidos

praticamente em quase todo territorio nacional, com producdo equivalente a dois
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bilhdes de frutos, sendo o quarto maior produtor mundial de coco, atrds apenas da
Indonésia, Filipinas e india (EMBRAPA, 2012).

Apesar do cultivo do coqueiro ser estimulado e introduzido em varias regides do
pais, as maiores plantagdes e produgdes se concentram na faixa litoranea, especialmente
no Nordeste e parte da regido Norte. Favorecidas pelas condi¢des climaticas, ambas sdo
responsaveis por cerca de 75% da produgdo de coco brasileiro (EMBRAPA, 2012).

O Estado de Sergipe ¢ o segundo maior produtor de coco no pais, com uma
colheita anual de mais de 240 milhoes de unidades do fruto, e o terceiro em area
plantada, ocupando cerca de 42.000 ha, dos quais 80% estdo localizados em area de
baixada litoranea e tabuleiros costeiros (SE NOTICIAS, 2016).

Martins et al. (2011) mostraram que, apesar de ter ocorrido no Estado de Sergipe
uma redugdo da area plantada de coqueiro nos ultimos 20 anos, houve aumento na cota
de participagdo na producdo brasileira, devido ao aumento da produtividade.
Levando-se em consideragao a importancia do Estado de Sergipe na produgao brasileira
de coco, faz-se necessario questionar o grau de participacdo do mesmo na producao de
impactos ambientais, quando rejeitos do coco verde sdo dispostos incorretamente.

Estima-se que sejam produzidos cerca de 136 mil toneladas de casca de coco no
Estado sergipano, chegando no Nordeste a aproximadamente 729 mil toneladas.
Somente nas praias, projeta-se que cascas do fruto constituam 70% de todo residuo
gerado, sendo esse produto coletado e tratado como lixo urbano e disposto em lixdes
e/ou aterros sanitarios. Além de representar custos expressivos gastos com limpeza
publica, estas cascas contribuem para potenciais emissdes de gases de efeito estufa,
como gas carbonico ¢ metano (EMBRAPA, 2015).

Quando descartada no ambiente, a casca de coco verde demora cerca de 10 anos
para se decompor (FAPEMA, 2015). A simples disposi¢ao da casca de coco verde
representa uma perda de biomassa, que poderia ser bem utilizada devido aos grandes
volumes produzidos, incluindo grandes quantidades de material fermentavel
diretamente e matéria organica altamente biodegradavel (NERY et al., 2013).

Buscando formas de aproveitamento e redugdo do impacto ambiental, Nery et al.
(2013) utilizaram a casca de coco como substrato fermentativo para a produgdo de goma

xantana. Citaram como fatores principais para a escolha deste substrato a grande
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disponibilidade, a facilidade de armazenamento quando seco e a elevada concentracdo
de carboidratos fermentaveis (celulose, fibras, hemicelulose,...), passiveis de serem
bioconvertidos em agucares livres. Os resultados obtidos mostraram maior producao de
goma quando comparado ao substrato comercial (sacarose), além de excelente

qualidade reologica.

3.5.2. Soro de leite

Soro ¢ a porgdo liquida produzida durante a fabricacdo de queijo ou durante o
processo de coagulacdo da caseina (YADAV et al., 2015). Todas as formas de obtenc¢ao
de queijos e caseinas geram como subproduto ou coproduto o soro de queijo ou soro de
leite, efluente que se constitui numa fonte de contaminagdo orgéanica de corpos d’agua
(WEN-QIONG et al., 2017).

A Figura 5 apresenta, esquematicamente, o processo de fabricacdo do queijo e a
etapa de formacgdo do soro de leite. O soro representa cerca de 85-90% do volume e
55% dos nutrientes do leite. Em virtude da grande disponibilidade do soro de leite in
natura e de seu oferecimento gratuito ou a um pre¢o muito baixo (em torno de R$ 0,01
por litro, colocado na industria), muitos produtores o utilizam para alimentacdo animal

(AFONSO et al., 2008).
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Figura 5— Processo de Fabricagdo do queijo
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Fonte: Mesomo (2009)

Dentre todo o volume produzido industrialmente, uma parte ¢ utilizada para
aplicagdes na industria de alimentos, em produtos como soro em pd, concentrados ou
isolados proteicos de soro, bebidas lacteas com soro fluido, doce de leite com soro
fluido, sorvetes com soro fluido, lactose, entre outros produtos (ZACARCHENCO et
al., 2015; YADAV et al., 2015).

Yadav et al. (2015) estimam que a producdo mundial atual de soro esteja
aproximadamente 180-190 milhdes de toneladas/ano, com taxas de crescimento de
cerca de 2% ao ano. A maior parte da producdo € proveniente da Unido Europeia e dos
Estados Unidos (cerca de 70% da producao mundial).

No Brasil, a produgado de leite, em 2015, ficou em torno de 34 bilhdes de litros,
dos quais 24 bilhodes de litros foram captados por industrias. Do leite inspecionado e
processado, 54% foram embalados como leite fluido, leite em po, iogurtes e
sobremesas, enquanto 46% (11 bilhdes de litros) foram transformados em queijos,
segundo a ABIQ (Associagdo Brasileira das Industrias de Queijo) (ZOCAL, 2017).

A producdo de queijo, que acontece em todas as regides do pais, ¢ o destino de
cerca de 60% do leite informal, estimado em 10 bilhdes de litros, ou seja, 6 bilhdes de
litros de leite/ano sdo transformados em diferentes tipos de queijos (ZOCAL, 2017).

Em termos de volume e em funcdo das técnicas utilizadas na produ¢do, pode-se
produzir entre 9 e 10 litros de soro, com média de 10 litros para cada quilo de queijo
produzido (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001). Este grande volume de producao e alto
conteudo organico criam significativos problemas ambientais quando descarregados em
corpos d'agua, reduzindo o oxigénio dissolvido, dificultando a biodegradabilidade e
representando um risco importante para a vida aquatica, bem como de satide publica
(YADAV et al., 2015).

O envio do soro as aguas residuais das industrias ¢ pratica comum e a principal
fonte poluidora gerada por esse setor industrial, pois devido a alta quantidade de
substancias organicas presente no soro de leite, gera-se um alto valor de DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) as estagcdes de tratamento de efluentes, cerca de

175 vezes maior do que os efluentes tipicos de esgoto (BALDISSERA et al., 2011;
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ZACARCHENCO et al., 2015). Uma fabrica com producao média de 300.000 litros de
soro por dia, por exemplo, pode poluir o equivalente a uma cidade com 150.000
habitantes (SILVA, 2011).

O aproveitamento do soro de leite, oriundo da fabricacdo de queijos, tem
crescido no Brasil a partir da instalagdo de unidades industriais de concentragdo e
secagem do soro ou de seus subprodutos. No entanto, o volume de soro descartado ou
subutilizado ainda ¢ extremamente elevado, em especial o do soro proveniente de
pequenos laticinios (EMBRAPA, 2016).

Na Australia, o aproveitamento do soro de leite na industria alimenticia chega a
quase 100%, praticamente sem desperdicio nem prejuizo para o meio ambiente. Nos
Estados Unidos, 90% do soro, quando transformado em po, ¢ destinado a alimentagao
humana. Ainda assim, 50% do soro produzido mundialmente ¢ subutilizado
(EMBRAPA, 2015a).

Devido ao grande valor nutricional do soro de leite e & abundancia no Brasil,
trabalhos que visem a utilizacdo desse subproduto e sua transformag¢dao em produtos de
alto valor agregado sdo de grande importancia. Diversos trabalhos t€ém mostrando a
viabilidade da utilizagdo do soro de leite para a producdo de goma xantana, utilizando a
lactose como substrato.

Mesomo et al. (2009) estudaram a produgdo de goma em biorreator a partir do
soro de leite e o efeito da adicdo de sais na produtividade e nas caracteristicas
reoldgicas, verificando que a adicdo de alguns sais, tal como o CaCl,, resulta em
maiores viscosidades.

Nery et al. (2008) buscaram produzir goma xantana a partir do soro de queijo
como substrato, em diferentes cepas isoladas de Xanthomonas campestris, € obtiveram
para algumas estirpes rendimentos superiores aqueles encontrados com o uso de
sacarose como fonte de carbono.

Mecca (2010) estudou os efeitos da agitacao e da aeragdo sobre a producao de
goma xantana a partir do soro, mostrando forte dependéncia com estas variaveis.

Gilani et al. (2011) investigaram o efeito da agitacdo na produgdo de goma a
partir do soro de leite, obtendo no ponto 6timo do estudo, produtividade maior do que a

obtida a partir de outros residuos agroindustriais.
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3.5.3. Casca de batata

Atualmente, a batata ¢ o quarto alimento mais consumido no mundo, atras do
milho, arroz e trigo, e t€ém experimentado uma taxa estavel de crescimento nas ultimas
duas décadas, firmando-se como cultura alimentar estdvel e importante fonte de amido
(LIANG et al, 2015).

Em 2013 foram produzidas 376,45 milhdes de toneladas de batata, sendo um
ter¢o desta produgdo consumido como produto fresco, enquanto o restante passou para o
fluxo de processamento para atender as demandas por conveniéncia e fast food, que
incluem batatas congeladas, fritas, amido e batatas secas (ZHU et al., 2016). Durante o
processamento, a maioria das batatas precisa ser descascada, resultando em grande
quantidade de residuos, as cascas de batata (LIANG et al., 2014).

A consolidagdo das industrias de processamento de batatas torna a utilizagao
completa da matéria-prima um tdpico cada vez mais importante, uma vez que ha
urgente demanda por reduzir o desperdicio da mesma e liberar a pressdo ambiental dos
residuos da batata (WU et al., 2016). Tais residuos, além do amido, possuem outros
polissacarideos, bem como proteina e gordura.

Esfor¢os tém sido realizados no sentido de utilizar a casca de batata para a
criacdo de produtos de alto valor agregado, sendo empregados como fonte de carbono
em fermentacao para produgdo de acido latico (LIANG et al., 2014), um acido organico
fortemente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica, cosmética e aplicagdes
industriais, de biocombustiveis, de aglicares redutores e de enzimas celuloliticas (ZHU

et al., 2016). A Tabela 1 mostra a composicao centesimal do residuo da casca de batata.

Tabela 1- Composicdo centesimal da casca de batata

Parametros Peso seco (%)
Proteina bruta 22,4+0,1
Amido 19,4+ 0,2
Residuo mineral 8,5+0,1
Gordura Total 2,6+0,0
Lignina 292+0,4

Carboidrato 39,9+0,9
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Fonte: LIANG et al.(2015).

Bilanovic et al. (2008) estudaram fermentagdes para produgdo de goma xantana
e acido latico, focando na avaliacao dos custos do processo, € mostraram que a casca de
batata como substrato fermentativo reduz os custos envolvidos, inclusive o custo
ambiental.

Liang et al. (2015) utilizaram a casca de batata como substrato fermentativo para
a producdo de biogés, obtendo um rendimento de 70%. Kumar et al. (2016) produziram
glicose a partir do residuo da casca de batata, obtendo uma conversdo de 59%. E
[zmirlioglu e Demirci (2017) propuseram uma via de produgdo de bioetanol a partir da

casca de batata.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. MICRORGANISMO: MANUTENCAO E PREPARO DO INOCULO

Para a produ¢do de goma xantana, utilizou-se a bactéria Xanthomonas
campestris pv. manihotis IBSBF 1182, adquirida da Colecdo de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Biologico, em Campinas-SP. Este microrganismo foi utilizado
por ja ter sido avaliado como bom produtor de goma xantana em substratos
fermentativos alternativos (BRANDAO etal., 2010; COSTA et al., 2014).

A manutencao da cultura foi realizada em meio YMA (Yeast Malt Agar), sendo
acrescentado 0,2% de 4gar bacteriologico ao meio YM (Yeast Malt) padrdao. O meio foi
transferido para tubos de ensaio e esterilizado a 121 °C por 15 min, sendo apds a saida
da autoclave resfriado inclinado. A repicagem foi feita com alcadas das culturas da
bactéria Xanthomonas 1182 e incubadas por 24 h. Todos os procedimentos foram
realizados de forma asséptica.

Para o preparo do indculo foi utilizado o meio YM padrdo liquido, contendo
1,0% (m/v) de glicose, 0,5% (m/v) de peptona bacterioldgica, 0,3% (m/v) de extrato de
levedura e 0,3% (m/v) de extrato de malte (BRANDAO, 2012). O pH do meio foi
ajustado para 7,0 e a esterilizacdo foi realizada por meio de vapor umido (autoclave) a
121 °C por 15 min. O meio foi resfriado e inoculado com alg¢adas de Xanthomonas
campestris e incubado a 28 °C, 180 rpm por 24 h em agitador orbital (shaker) Nova
Técnica NT-145. Transcorrido o intervalo de tempo ¢ com a finalidade de padronizar o
inoculo a ser utilizado em cada fermentacao, realizou-se a leitura de densidade oOtica

(DO) a 560 nm, sendo a concentracdo inicial de indculo utilizada a de 6,5% (m/v).

4.2. SUBSTRATOS FERMENTATIVOS

Seis substratos fermentativos foram utilizados, consistindo em trés residuos
agroindustriais e suas misturas, segundo planejamento experimental. A descricdo dos

residuos e o tratamento a que foram submetidos ¢ apresentada a seguir.
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42.1. Soro de leite

O soro de leite utilizado neste trabalho foi cedido por um pequeno produtor de
queijo coalho da regido do sertdo sergipano, no municipio de Nossa Senhora da Gloria.
Assim que foi coletado, foi armazenado em embalagens plasticas limpas e congelado
até a utilizagao.

Os primeiros experimentos com soro de leite foram utilizados na forma in
natura. Apds ensaios preliminares, procedeu-se a desproteinizagdo do soro de leite a
fim adequar a composi¢ao nutricional comparativamente aos outros substratos.

O volume submetido a esse tratamento foi esterilizado em autoclave a 121 °C
por 15 min. Apds resfriamento, o mesmo foi filtrado para remocao do precipitado e
armazenado em embalagens limpas. Parte do soro desproteinado foi diluido a 5% e

parte foi utilizado sem diluigao.

4.2.2. Casca de coco verde

A casca de coco verde foi coletada em mercado local. A epiderme lisa, chamada
epicarpo (parte verde), foi cortada e eliminada. O feixe de fibras (mesocarpo) foi
cortado, reduzido a pequenas fragdes e imersos em agua por 24 h em refrigerador (+ 4
°C) para amolecimento das fibras, sendo posteriormente triturados com dgua, na
proporgao 0,5:2,0 (m [kg]/v [L]) em liquidificador.

O extrato obtido foi coado, separando-se a porcao liquida da porgao sélida. O

caldo foi congelado para posterior utilizagdo como meio fermentativo.

42.3. C(Casca de batata

A casca de batata foi obtida de comerciante local de batata frita, sendo utilizado
o cultivar Asterix.

Foram recolhidas, lavadas e trituradas com agua, na proporcao 1:2 (m[kg]/v[L])
em liquidificador. Procedeu-se a filtracdo para obteng¢do do caldo, que foi armazenado

em freezer até a sua utilizagdo. A por¢ao solida foi descartada.
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43. CARACTERIZACAO CENTESIMAL DOS MEIOS FERMENTATIVOS

O teor de carboidrato, proteina, residuo mineral fixa (cinzas), umidade e gordura

total foram determinados para cada meio fermentativo.

4.3.1. Carboidratos

O teor de carboidratos foi calculado pela diferengca entre 100 e a soma das
porcentagens de agua, proteina, lipideos e cinzas. Os valores de carboidratos incluem a
fibra alimentar total, fracdo que representa a fonte de carbono disponivel para ser

bioconvertida a goma xantana pelas Xanthomonas (BRANDAO, 2012).

4.3.2. Proteina bruta

Os valores de proteina foram calculados a partir de teores de nitrogénio total,
usando como fator geral de conversdo 6,25. O nitrogénio total foi determinado pelo
método Kjeldahl, de acordo as normas da Association of Official Analytical Chemists

(AOAC, 1997).

4.3.3. Residuo mineral

O teor de cinzas foi determinado por incineragdo em mufla a 600 °C, de acordo

com Silva e Queiroz (2002).

4.3.4. Umidade

O teor de umidade foi determinado pela secagem em estufa com circulagdo de ar

a 105°C até massa constante (AOAC, 1997).

4.3.5. Gordura Total

O teor de lipideos ou gordura total foi determinado pelo método da extragdo em
Soxhlet, utilizando hexano como solvente, seguindo as normas do Instituto Adolfo Lutz

(IAL, 2008).
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4.4. PRODUCAO DE GOMA XANTANA

A producao de goma xantana seguiu o planejamento experimental para misturas
Simplex-lattice, apresentado na Tabela 2, onde um total de seis experimentos foi
realizado, trés deles constituidos de apenas um dos residuos e outros trés compostos das

misturas entre os residuos.

Tabela 2 - Planejamento experimental Simplex-lattice

Experimento Soro de Leite  Caldo da casca de coco Caldo da casca de batata

1 1 0 0
2 1 0
3 0 1
4 1/2 1/2 0
5 1/2 0 1/2
6 0 172 172

Todos os meios foram suplementados com 0,01% (m/v) de ureia e de 0,1% (m/v)
de fosfato de potassio (BRANDAO, 2012). O pH foi ajustado para 7,0 e os meios
fermentativos (60 ml) transferidos para Erlenmeyers de 250 ml, sendo autoclavados a
121 °C por 15 min. Cada ensaio fermentativo foi realizado em duplicata e cada meio
foi distribuido em 12 frascos Erlenmeyers, correspondendo aos tempos de amostragem
(0,24,32,48,56 ¢ 72 h).

Ap6s esterilizagdo e equilibrio térmico dos meios fermentativos com o ambiente,
adicionou-se o volume padronizado (6,5%) de in6culo. As condi¢des operacionais de
fermentacdo em agitador orbital foram 200 rpm de agitagdo e temperatura ambiente de
28°C.

Transcorrido o intervalo de tempo correspondente, o meio fermentado foi
pasteurizado a 90 °C por 15 min e, em seguida, filtrado em algodao ou papel de filtro, a
fim de reter soélidos suspensos formados durante o processo. Parte do filtrado foi
armazenado em micro tubos para posterior analise de viabilidade celular e o restante foi
levado para a centrifugagdo a -4°C e 7500 rpm por 20 min, a fim de separar as células

presentes no meio.
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4.5. RECUPERACAO DA GOMA XANTANA

A partir do sobrenadante, procedeu-se a recuperacdo da goma e andlise do teor
de agucares.

As gomas obtidas através da fermentacdo com Xanthomonas campestris foram
precipitadas com alcool etilico 96% na propor¢do meio:alcool de 1:2 (v/v). A solugdo
foi deixada em repouso sob refrigeragao por 24h.

Transcorrido o tempo, o precipitado foi removido com o auxilio de bastao de
vidro (Figura 6), colocado em placa de Petri forrada com plastico e levado para secagem

a 50 = 2 °C por um dia (peso constante).

Figura 6 - Remogao de goma apos precipitagdo e preparacdo para secagem.

As gomas obtidas foram, entdo, pesadas e armazenadas em embalagens
plasticas. O rendimento foi calculado por gravimetria e os valores expressos em g/L

(grama por litro de meio fermentativo) (BRANDAO, 2012).

4.6. CINETICA DO PROCESSO FERMENTATIVO

Foi realizado o acompanhamento cinético do processo fermentativo,
acompanhando a formacdo do produto, o consumo de substrato e o crescimento da

biomassa.
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4.6.1. Crescimento de biomassa

A andlise de crescimento celular foi realizada por método espectrofotométrico,
utilizando 4gua destilada como branco. As amostras foram diluidas na propor¢ao 1:50 e
as leituras de absorbancia foram feitas com comprimento de onda de 560 nm. O valor
de absorbancia foi convertido em concentracdo (g/L), utilizando curvas padrdao que

relacionam a absorbancia com a concentragao celular em termos de massa seca.

4.6.2. Consumo de substrato

O consumo de acticar foi acompanhado através da andlise de agucares redutores
totais (ART), pelo método colorimétrico do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) proposto
por Miller (1959).

Realizou-se a hidrélise com H,SO, 1,5 M em banho fervente por 20 min para
hidrolisar os polissacarideos e outros aglicares ndo redutores e, apos resfriamento a
temperatura ambiente, neutralizou-se com NaOH 2 N.

A concentracdo de agucar foi determinada apds fervura da amostra com o DNS
por 5 min e leitura em espectrofotometro a 540 nm, tendo como curva padrao solugdes

de concentragao conhecida.

47. CARACTERIZACAO DA GOMA XANTANA OBTIDA
4.7.1. Analise do comportamento reolégico

Com a goma obtida apds recuperacdo e secagem foram preparadas solucdes
aquosas de GX com concentracao 1% (m/v), objetivando o estudo do comportamento
reologico das mesmas.

Para o preparo das solugdes, o biopolimero foi dissolvido em agua destilada e
agitado vigorosamente por cerca de 10 min em temperatura ambiente. As solucdes
foram deixadas em repouso em geladeira por 24 h e, antes das analises, foram postas a
temperatura ambiente até seu equilibrio térmico.

Para as analises de viscosidade foi utilizado o viscosimetro digital marca
Brookfield, modelo LVDV II+ Pro, com dispositivo de cilindros concéntricos, associado

ao software Rheocalc. Para esse modelo de viscosimetro foi necessario 10 ml de solucao
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de goma xantana. Cada amostra foi transferida para o equipamento e aplicada uma
velocidade de rotagao varidvel aos eixos metalicos imersos no liquido.

Foram aplicados os dados de tensao cisalhante, medidos em diferentes taxas de
cisalhamento, ao modelo cinético de Ostwald-de-Walle ou lei da poténcia (Power Law)
(BRANDAO, 2012). Esse modelo matemdtico foi utilizado para determinacio do

comportamento pseudoplastico das solugdes de goma e ¢ caracterizado pela Equagdo 1.

n= T=km"’ (1)
onde K representa o indice de consisténcia, n o indice de fluxo, n a viscosidade
aparente, 7 a tensdo de cisalhamento e y a taxa de cisalhamento.

As unidades de medida utilizadas foram em cP (centipoise) para a viscosidade
aparente, 1/s para a taxa de cisalhamento e dina/centimetro quadrado (dyn/cm?) para a
tensao de cisalhamento. Os resultados foram expressos em graficos de viscosidade

aparente em fung¢do da taxa de cisalhamento.
4.8. SCALE-UP DO PROCESSO

Apos realizacdo dos experimentos em agitador orbital, conforme planejamento
experimental apresentado na Tabela 2, selecionou-se o substrato que produziu goma
com melhor qualidade/produtividade e procedeu-se ao scale-up do mesmo, sendo
executado em biorreator de bancada SOLAB de 5 L (Figura 7).

O in6culo foi preparado de forma semelhante ao descrito na se¢do 4.1, apds 24 h
de fermentagdo, sendo o volume de in6culo, correspondente a 6,5% do volume do meio
a ser fermentado, centrifugado e ressuspenso no proprio substrato a fim de ser

adicionado ao fermentador, perfazendo um volume total de meio de 3,6 L.
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Figura 7 — Biorreator de bancada, em processo de fermentagao.

Utilizaram-se as mesmas condi¢des operacionais dos experimentos em agitador
orbital (200 rpm/28 °C) . Amostras foram retiradas a cada 6 h e o acompanhamento
cinético desse ensaio foi realizado conforme descrito nas segdes anteriores para o0s

ensaios preliminares.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS ALTERNATIVOS

A caracterizacdo dos meios fermentativos foi realizada para determinar os
constituintes nutricionais presentes em cada substrato a ser utilizado pela bactéria
Xanthomonas campestris, tanto como fonte de carbono e nitrogénio quanto como fonte
de micronutrientes necessarios para reproducao celular das bactérias e producao de
goma xantana.

Os valores médios e os desvios padrdo das andlises em triplicata da composicao
centesimal dos meios fermentativos utilizados neste trabalho, na forma simples e

quando em mistura, sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3 — Analise centesimal dos substratos simples

Parametros Soro de leite (%) Casca de coco (%) Casca de batata (%)
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| Proteinabruta | 0,73+0010 |  0,19+0014 | 0,54 + 0,003 |
Umidade 93,51 + 0,001 99,01 + 0,002 97,59 = 0,001

| Residuomineral | 1,51+0001 |  027+0001 | 0,74 + 0,002 |
Gordura Total 0,75 + 0,001 0,36 + 0,001 0,57 + 0,001

|  Carboidrato | 3,50+0001 |  0,16+0,003 | 0,56 = 0,001 |

Tabela 4 — Analise centesimal da combinagao entre substratos

. Soro de leite + Soro de leite + Casca de coco +
Parametros
Casca de coco (%)  Casca de batata (%)  Casca de batata (%)
| Protemabruta | 045+0017 |  063+0016 |  035+0014 |
Umidade 96,38 + 0,004 95,97 + 0,001 98,41 + 0,002
| Residuomineral | 1,050,003 | 1,33 + 0,003 | 0,62 = 0,001 |
Gordura Total 0,64 =+ 0,000 0,64 =+ 0,000 0,42 + 0,001
|  Carboidrato |  1,48+0,004 | 1,43 +0,003 | 0,20 £ 0,003 |

Os substratos foram utilizados na forma liquida em substitui¢do ao meio padrao
de fermentacdo (YM). Todos apresentaram elevado teor de umidade, com um méximo
de 6,49% de matéria seca para o soro de leite ¢ um minimo de 0,99% para a casca de
coco. Em relacao a base umida, forma usada como substrato fermentescivel, o soro de
leite ¢ aquele que apresenta maior teor de proteina (0,73%), carboidrato (3,5%) e
gordura total (0,75%) em comparagdo aos demais.

Para o soro de leite, os valores aqui obtidos estdo em concordancia com os
apresentados por Baldissera et al. (2011), porém ndo encontram paridade quando
comparados ao trabalho de Nery et al. (2008). Isso se deve, possivelmente, as variagdes
de composicdo do leite, uma vez que o soro de leite utilizado por Nery et al. (2008)
correspondia ao obtido durante a produgdo de queijo mussarela a partir do leite
desnatado.

Baldissera et al. (2011) obtiveram no soro de leite 93,39% de umidade e 3,44%
de carboidratos. Para a proteina, encontraram valores entre 0,6 e 1,0%, enquanto
Mesomo et al. (2009) chegaram a teores de 0,71% de lipideos e 0,80% de proteina,
também estando em concordancia com os valores obtidos neste estudo.

Quanto a casca de coco, Mattos et al. (2011) e Nery et al. (2013) obtiveram
maior teor nutricional de lipideos, carboidratos, cinzas e proteina e menor valor de

umidade. Isso ocorre porque substrato avaliado foi a casca in natura e, neste trabalho,
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utilizou-se o caldo obtido apds amolecimento das fibras e trituragdo, sendo o bagago
retido na filtragdo, seco e encaminhado para fabricagdo de briquetes e analise
energeética.

Em relagdo a casca de batata, com beneficiamento similar ao realizado na casca
de coco, reduziu-se o teor nutricional do substrato, uma vez que ¢ na casca que se
concentra a maior parte dos nutrientes avaliados. Stork et al. (2013) obtiveram 1,8% de
proteina para a casca de batata, 10,45% de carboidratos e 6% de proteina. Para manter
este nivel de nutrientes, realizar fermentagcdo no estado solido ou semissolida pode ser
uma alternativa para maximizar a disponibilidade nutricional destes residuos.

Os meios fermentativos compostos pela mistura de componentes (Tabela 4)
mostram que onde ha a presenca de soro de leite ha maior presenca de nutrientes
basicos do que nos meios onde o soro de leite ndo estd presente. Em outras palavras, a
adi¢do do soro de leite aumenta a qualidade nutricional do substrato. Pode-se observar
que o teor de carboidratos ¢ praticamente o mesmo quando o soro de leite se faz
presente, assim como o teor de lipideos e de residuos minerais.

Segundo Sutherland (2006), uma elevada concentracdo de nitrogénio ¢
necessaria para um rapido crescimento celular. Entretanto, quando a concentragao de
nitrogénio no meio de cultura é muito elevada, a xantana produzida possui propriedades
reoldgicas inadequadas. Meios contendo elevado teor de carbono e baixo teor de
nitrogénio favorecem o acimulo de polimero. Em geral, os processos industriais
procuram utilizar meios que disponibilizem condi¢des tanto para o crescimento quanto
para o acimulo de goma.

Devido a isto, avaliou-se a relagdo C:N. Enquanto que para o soro de leite foi de
aproximadamente 4,8:1, correspondendo ao maior valor dentre os substratos simples, o
caldo da casca de batata apresentou relacao de aproximadamente 1:1 e o caldo da casca
de coco, proxima a 0,8:1.

Quando o soro de leite esteve presente nas misturas, estas possuiam maiores
teores de carboidrato e proteina tendo, por isso, maiores relagdes C:N. Desse modo,
para a mistura soro de leite e casca de coco, a relagdao foi de aproximadamente 3:1 e
para a mistura soro de leite e casca de batata, este valor foi proximo a 2:1. Ja a mistura

casca de coco e casca de batata apresentou uma relagao C:N de 0,6:1.
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O meio padrio para a produgdo comercial de GX deve conter fonte de carbono,
de nitrogénio, ions fosfato e magnésio e alguns elementos tragos (BORGES;
VENDRUS TOLO, 2008). Nesse contexto, existe a necessidade de suplementagdo do
nitrogénio livre e fésforo no meio fermentativo (BRANDAU et al., 2010; NERY et al.,
2013).

5.2. ESTUDO DA PRODUCAO DE GOMA XANTANA

Apds a fermentacdo, para que a goma fosse recuperada do meio, fez-se
necessaria a adicdo de alcool etilico. A Figura 8 apresenta o aspecto da solucdo de
goma xantana logo apos receber o volume de etanol (Figura 8a) e ap6s 24 h de repouso
sob refrigeragdo (Figura 8b).

A coloragao do biopolimero, precipitado e seco, variou de acordo com a fonte de
carbono utilizada. O soro de leite sofreu escurecimento ap0s esterilizagdo em autoclave,
provavelmente resultante da reagdo de Maillard (NERY et al., 2008) e a goma obtida
tinha uma colora¢do proxima ao vermelho. Para a casca de batata, a goma obtida foi
marrom e com tonalidade um pouco mais clara do que a obtida a partir da casca de
cOCoO.

O biopolimero comercial possui coloragdo variando do branco ao amarelo claro,
sendo que esta caracteristica pode ser um parametro que influencie a qualidade da goma

como aditivo, notoriamente nas industrias alimenticia e farmacéutica.

Figura 8 - Solugdo de goma obtida ao final do processo de fermentagdo da casca de coco, com
adicdo de etanol para recuperacdo (a) imediatamente apds adi¢do do alcool (b) 24 horas apos a
adicdo.
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5.2.1. Acompanhamento do processo fermentativo

As Figuras 9 a 14 apresentam os resultados cinéticos obtidos na produ¢ao de GX
neste estudo. Os valores tabelados podem ser consultados no Apéndice A.

No experimento utilizando o soro de leite como substrato (Figura 9), verifica-se
que a lactose foi consumida no decorrer da fermentacdo, evidenciando que a bactéria X.
campestris pv. manihotis ¢ capaz de utilizar este agucar como fonte de carbono para a

producao de goma xantana, comprovando os resultados encontrados por Mesomo et al.

(2009) e Silva et al. (2009).
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Figura 9 - Comportamento cinético da fermentagdo com o soro de leite como substrato.

Niknezhad et al. (2015), utilizando agitacdo de 250 rpm e 28 °C, alcangaram
uma produgao de 12,28 g/LL ap6s 48 h de fermentacdo em meio a base de soro de leite
integral, com adicdo de 0,01% de sulfato de magnésio e 0,5% de fosfato de potéssio,
porém com outra espécie da bactéria, a Xanthomonas pelargonii.

Rotava et al. (2009) mostraram que diferentes linhagens de Xanthomonas podem
produzir goma xantana com diferentes composigoes, viscosidade e rendimento. Por esse
motivo, salienta-se a importancia de pesquisas sobre novas linhagens que possam
produzir goma xantana em meios alternativos, com alto rendimento e boa qualidade.

Nery et al. (2013), utilizando a casca de coco seca em pd como substrato,
atingiram uma produc¢do de aproximadamente 2 g/l em shaker a 250 rpm e 28 °C.

Quando o experimento foi realizado em biorreator, a producao foi de aproximadamente
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10 g/L. Comparando o resultado ao obtido no experimento aqui realizado, com casca de
coco (Figura 10), pode-se notar que em shaker a 200 rpm obteve-se aproximadamente a
mesma produtividade do trabalho de Nery et al. (2013) quando realizado em biorreator.
Este fato pode ser associado a utilizagdo da casca de coco seca em po, enquanto que
neste trabalho a casca in natura foi utilizada para a obten¢do do caldo fermentativo,

preservando os nutrientes do residuo.
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Figura 10 - Comportamento cinético da fermentag@o com casca de coco como substrato.

A realizacdo deste experimento em biorreator, utilizando maiores taxas de
aeracdo e agitacdo do que as obtidas em agitador orbital, deve apresentar bons valores
de rendimento quando comparado ao trabalho de Nery et al. (2013).

Dentre os meios fermentativos, a casca de batata (Figura 11) foi o que
apresentou menor rendimento, mesmo possuindo maior teor de carboidratos

comparativamente a casca de coco (Figura 10).

—&— Biomassa 7 1.5

. —&—Biomassa 8
—o— Substrato o 1.4 4 —a— Substrato /\D
154 —o— Produto 5 i3] —o—Produto

Biomassa/Substrato(g/L)
L
r
Goma Xantana (g/L)
Biomassa/Substrato{g/L)
©
L
Goma Xantana (g/L)

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 11 - Comportamento cinético da fermentacdo com casca de batata como substrato.
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Foi possivel perceber que a maior produ¢ao de goma xantana ocorre entre 72 ¢
96h. Esse fato ocorre devido a Xanthomonas campestris excretar para 0o meio seu
metabolito na sua fase de desaceleragao e declinio celular, sendo a formagao do produto
parcialmente associada ao crescimento de biomassa (BRANDAO, 2012). Observou-se,
em alguns experimentos, que ja em 48 h a produc¢ao de células foi méxima.

O experimento com a mistura de casca de coco e soro de leite (Figura 12) nao
teve producdo significativa de goma xantana e, ao final da fermentagdo, ndo foi
observado aumento de viscosidade do caldo fermentativo. Ainda neste ensaio, notou-se
que a biomassa ndo atingiu a fase de desaceleragdo no periodo de tempo estudado, o que
repercute na produgdo de goma xantana. Tempos maiores de fermentagdo podem ser

requeridos, a fim de observar o comportamento do processo.
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Figura 12 -Comportamento cinético da fermentacdo com a mistura de soro de leite + casca de
coco como substrato.

Segundo Nery et al. (2013), a utiliza¢dao do soro de leite como fonte de carbono
tem como dificuldade a baixa capacidade de assimilacao da lactose pela X. campestris,
fato que se deve a pouca expressdo da enzima [-galactosidase da bactéria. As
B-galactosidases, popularmente conhecidas como lactases e classificadas como
hidrolases, sdo responsaveis por catalisar o residuo terminal B-galactopiranosil da
lactose para formar glicose e galactose obtendo, assim, alimentos com baixos teores de
lactose. As p-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre
vegetais, em Orgdos animais e também sdo produzidas por grande quantidade de

microrganismos, tais como fungos filamentosos, bactérias e leveduras, sendo as
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leveduras e os fungos as fontes preferidas destas enzimas para aplicagdes comerciais
(MESOMO et al., 2009).

Estudos anteriores mostraram que a adi¢ao de uma fonte de carbono a meios a
base de soro de leite, com a finalidade de elevar a quantidade de carbonos e de
nutrientes resultaram no consumo concomitante de glicose e galactose, sendo a lactose
residual consumida mais lentamente (DINIZ et al., 2012). Schawatrz ¢ Bodie (1986)
verificaram que, ao adicionar glicose ao meio contendo soro de queijo, a Xanthomonas
campestris deixou de utilizar a lactose.

Em todos os casos que envolveram uma mistura de residuos como substrato
(Figuras 12 a 14), o rendimento obtido foi menor do que aquele observado com o uso de
apenas um residuo como substrato. Isso pode ser explicado pela presenca de compostos
diversos, tais como lignocelulose, celulose e outros agucares, que podem ser
prejudiciais para o processo fermentativo, causando a inibi¢cdo do crescimento celular

(LI et al., 2016).
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Figura 13 - Comportamento cinético da fermentagdo com a mistura de soro de leite + casca de
batata como substrato
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Figura 14 - Comportamento cinético da fermentag@o com a mistura de casca de coco + casca de
batata como substrato

Durante todos os experimentos, a temperatura do sistema foi mantida a 28 °C e a
fermentag¢do foi conduzida em shaker a velocidade constante de agitacao (200 rpm).
Estudos tém demonstrado que maiores taxas de agitacdo levam a maiores
produtividades (FARIA et al., 2009; BRANDAO et al., 2010; BRANDAO, 2012), uma
vez que o microrganismo envolvido € estritamente aerdbio.

Outro fator que refor¢a a importancia das condi¢des aerobias ¢ o fato de que,
durante a producdo de goma xantana, a viscosidade do caldo fermentativo aumenta
significativamente, resultado do actimulo extracelular do biopolimero, o que diminui
significativamente a taxa de transferéncia de massa do oxigénio para as Xanthomonas
(LOPES et al., 2015). Com isso, a taxa de oxigénio dissolvido torna-se um nutriente
limitante e a taxa de transferéncia de oxigénio passa a ser a etapa controladora do
processo global (LI et al., 2016).

Do ponto de vista econdmico, microrganismos que conseguem manter bom
desempenho quando cultivados em baixas concentragdes de oxigénio dissolvido sdo
interessantes. A manutencao de altas concentragdes de oxigénio dissolvido demanda um
maior consumo de energia, devido & maior aeracgao e agitagdo (MESOMO et al., 2009).

Os resultados da producao de GX neste estudo foram satisfatorios quando
comparados a outros autores que também utilizaram residuos agroindustriais (Tabela 5).
Maiores taxas de agitacdo sdo essenciais para adequada mistura do meio no fermentador
(HABIBI et al, 2017), podendo-se notar que, para o soro de leite, maiores
produtividades estdo associadas a maiores taxas de agitagao.

No caso do soro do leite, a menor agitagdo em relagao ao trabalho de Nery et al.
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(2008) nao influenciou significativamente o rendimento da goma, por diferentes cepas.
Para a casca de coco, os resultados obtidos neste trabalho foram cerca de 6 vezes
superior ao obtido por Nery et al. (2013), com menor agitagao e diferente cepa. A casca
de batata se mostrou melhor substrato para a producao de goma do que a glicerina
(Brandao et al., 2012) e a casca de camarao (Costa et al., 2014).

A producao de GX pode ser influenciada pela cepa de Xanthomonas, a fonte de
carbono e nitrogénio utilizada, pH, temperatura, concentracdo do inoculo, taxa de

aeracao e tempo de fermentacgdo (LI et al., 2016).

Tabela 5 - Comparativo de produc@o de goma xantana com diferentes residuos

Producio Condic¢ao da

Substrato Cepa @L) Fermentaciio Referéncia
1230 36 Biorreator i ESOMO et al., 2009
Soro de leite 390 rpm/acragao
[ 2103 | 21,91 | Shaker250rpm | NERYetal,2008 |
1182 19,44 Shaker 200 rpm Este trabalho
Soro de mandioca | 1182 | 11,72 | Shaker250rpm | BRANDAOetal., 2010 |
Polpa detapioca iy g g GUNASEKAR et al.,
tratada com acido 54 7,1 Shaker 200 rpm 2014
sulfurico
Glicerina | 2103 | 550 | Shaker 250 rpm | BRANDAO etal., 2012 |
Casea de coco 1866 1,50 Shaker 250 rpm NERY et al., 2013
| 1182 | 899 | Shaker200rpm |  Estetrabalho |
Casca de camarao 1182 4,64 Shaker 250 rpm COSTA et al., 2014
Lixo doméstico | LRELP-1 | 11,73 | Fermentador 5L | Lletal, 2016 |
Casca de batata 1182 6,2 Shaker 200 rpm Este trabalho
Cascadebatata + | o) 3,7 Shaker 200 rpm Este trabalho
Casca de coco
Soro de leite + 1182 11,5 Shaker 200 tpm Este trabalho

casca de batata

5.3. COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS GOMAS XANTANAS PRODUZIDAS

Para verificar a qualidade das gomas produzidas pela cepa de X. campestris 1182
a partir da fermentacdo dos meios alternativos foram avaliadas as propriedades

reologicas através da analise de viscosidade aparente.
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A principal caracteristica exibida pela goma ¢ sua habilidade de modificar o
comportamento reologico de suas solugdes. Essa variagdo esta diretamente relacionada
a composicdo quimica, arranjo e¢/ou ligacdo molecular e peso molecular médio da goma
xantana (NERY et al., 2013).

A goma obtida neste estudo, a partir do soro de leite ndo apresentou o
comportamento caracteristico para GX em solu¢des aquosas, ou seja, 0 comportamento
de um fluido pseudoplastico. Avaliaram-se, para este caso, solu¢des nas concentragdes
1, 2 e 3% e nenhuma delas apresentou o comportamento esperado.

Os dados de composi¢do centesimal (Tabela 3) mostram que o soro de leite
contém alta relacdo entre C e N, o que levou a biossintese de grandes quantidades de
goma xantana, mas com caracteristicas reologicas inadequadas.

Foram realizados estudos a fim de identificar se a precipitacdo de proteinas
durante a fermentagdo com o soro de leite poderia estar influenciando no rendimento
obtido. Procedeu-se, entdo, a fermentagdes utilizando o soro de leite desproteinado,
diluido a 5% ou ndo diluido, com a finalidade de obter gomas com melhores
caracteristicas reoldgicas.

O soro de leite desproteinado ndo diluido formou 22 g/L de GX, mas a solucdo
ndo apresentou comportamento pseudoplastico caracteristico, enquanto que o soro de
leite desproteinado e diluido a 5% nao apresentou valor de producao relevante.

Excetuando-se os experimentos que possuiam como substrato o soro de leite e a
mistura soro de leite + casca de coco, todos os demais apresentaram solugdes aquosas
de GX com desempenho caracteristico de fluidos pseudoplésticos.

A Figura 15 mostra o comportamento das solugdes de goma xantana a 1% (m/V)
obtida nos experimentos que possuiam como substrato a casca de coco (CC), a casca de
batata (CB) e a mistura desses residuos (CBCC), além do meio padrao (YM). Os
resultados ilustram a variagdo da viscosidade aparente das xantanas obtidas com a

variagdo da taxa de cisalhamento.
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Figura 15 — Comportamento de viscosidade aparente das solugdes aquosas a 1% das gomas
xantanas obtidas apds 72h de fermentagdo a 25°C.

As medidas de viscosidade a diferentes taxas de cisalhamento mostram que o
biopolimero obtido em cada duplicata apresenta comportamento semelhante quando se
avalia o mesmo intervalo de tempo. Esta concordancia segue apresentada na Figura 16,
com as gomas obtidas em duplicata a partir da casca de coco, ratificando que em todos
os experimentos realizados a concordancia do comportamento reologico foi observada.

Valores de viscosidade aparente devem ser comparados quando ocorrem as
mesmas condi¢des, o que nem sempre ¢ possivel, pois diferentes equipamentos sdao
utilizados para a realizagdo das andlises (MESOMO et al., 2009). Por isso, alguns
autores que trabalharam com viscosidade aparente de GX sdo citados, porém em
condicoes diferentes das realizadas neste trabalho, dificultando, desse modo, a
comparag¢do de valores. A Tabela 6 apresenta os resultados de viscosidade de GX a uma

taxa de cisalhamento de 25 s disponiveis na literatura.
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Figura 16 — Comportamento reologico do experimento com casca de coco como substrato

Tabela 6 - Viscosidade de gomas, a 25 s de taxa de cisalhamento, a 25 °C de temperatura,

produzidas utilizando diferentes fontes de carbono e diferentes cepas de X. campestris.

Concentracao Viscosidade

Substrato Cepa m/V) (cP) Referéncia
) 1230 3% 1831 MESOMO et al., 2009
Soro de Leite
| 2103 | 1% | 25 |  NERYetal, 2008
Soro de mandioca 1182 1% 32 BRANDAO et al., 2010
Glicerina 2103 0,5% 70 BRANDAO et al., 2012
1866 1% 300 NERY et al., 2013
Casca de coco
| 182 | 1% 291,14 Este trabalho
Casca de camarao 1182 0,5% 100 COSTA et al., 2014
Bagaco de cana 2003 0,5% 12380 GOMES et al., 2014
Casca de batata 1182 1% 25,59 Este trabalho
_|._
Casca de batata 1182 1% 213,55 Este trabalho
Casca de coco

Soro de leite + casca 1182 1% 25,99 Este trabalho
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de batata

A viscosidade aparente ¢ influenciada pela condi¢do de preparo da amostra, além
de outros fatores que possibilitam diferentes arranjos conformacionais das cadeias
(MESOMO et al., 2009).

Os resultados deste trabalho mostram que a viscosidade aparente obtida
utilizando o caldo da casca de coco como substrato ¢ proxima aquela obtida por Nery et
al. (2013) utilizando a cepa Xanthomonas campestris 1866, em biorreator a 28 °C,
controle de saturacdo de O, e rotacdo varidvel entre 400-640 rpm. Isso mostra
possibilidades de otimiza¢do dos valores de viscosidade aqui encontrados utilizando
este substrato e tendo como microrganismo produtor a cepa 1182.

Nery et al. (2008) produziram GX a partir do soro de leite, em batelada, a 250
rpm e 28°C por 120 h, utilizando trés diferentes cepas de Xanthomonas campestris.
Utilizado a cepa mais produtiva (X. campestris mangiferaindicae 2103) alcangaram, em
solugdes a 2%, uma viscosidade de 60 cP a 25 s

Mesomo et al. (2009), trabalhando a 28°C, 600 rpm e 0,5 vvm de aeragao,
obtiveram goma xantana a partir do soro de queijo integral, com viscosidades de 1831
cP em solugdes a 3%.

Sabe-se que as propriedades reologicas das solucdes de xantana serdo diferentes
se a natureza do polimero for alterada, isto €, a massa molar, polidispersdo e grau de
substituicdo (HABIBI et al., 2017). Muitos motivos podem explicar a variagdo
reportada na literatura para a viscosidade intrinseca. Cita-se, entre eles, diferentes
linhagens, composi¢do do meio, pH, temperatura e outros pardmetros ambientais da
fermentagdo, bem como fendomenos de transporte, mistura dos nutrientes no
fermentador, processos de recuperacgao e tipo de pré-tratamento (filtragdo, aquecimento,
centrifugacdo, etc.) a que sdo submetidas as solu¢des de xantana antes da determinacdo
viscosimétrica (FARIA et al., 2009; MESOMO et al., 2009).

A goma obtida a partir da fermentagdo da casca de coco apresentou viscosidades
comparaveis a obtida pelo controle, que teve como substrato o meio padrao YM, onde a
casca de coco apresentou 291,14 cP e o YM, 333,53 cP na taxa de cisalhamento 25 s,

resultado este que indica a casca de coco como potencial substrato alternativo para
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producdo de GX em processos industriais.

A analise reologica da solugdo de goma xantana obtida no experimento tendo
como substrato a casca de batata, resultou em uma viscosidade de 25,59 cP. No
experimento com substrato formado pela mistura casca de coco + casca de batata, este
valor aumentou aproximadamente 10 vezes (213,55 cP) quando avaliado na mesma taxa
de cisalhamento (25 s™), ou seja, a adi¢do da casca de coco resultou na melhoria da
qualidade da goma. Isso mostra que ha potencial de melhorias da qualidade de
substratos considerados de qualidade inferior.

No entanto, a adi¢cdo do soro de leite praticamente ndo alterou a caracteristica
reologica da casca de batata, sendo preciso avaliar outras cepas com maior
expressividade da P-galactosidase para inferir sobre vantagens ou desvantagens dessa
adicao. Neste estudo, a mistura dos dois agtcares (lactose + glicose) ndo alterou o
comportamento reoldgico observado quando apenas o amido da casca de batata foi a
fonte de carbono unica do processo fermentativo.

Para confirmacdo do comportamento pseudoplastico das solucdes das gomas
produzidas apds 72 h de fermentagdo, foi realizado o ajuste do modelo da Lei da
Poténcia (Equagdo 1) aos dados experimentais. Os pardmetros estimados através de

algoritmo do software Rheocalc v 3.3 estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores do indice de fluxo (n) e de consisténcia (K) da goma xantana produzida a

partir de diversas fontes por Xanthomonas campestris 1182 na temperatura de 25°C

Substrat Concentracio K R?
ubstrato mv) (cP) n %)
1% 0,01 2,63 85,7
| Soro de leite | 2% | 165 | 116 | 889 |
3% 1,37 1,33 88,3
| | I | 4138 | o018 | 984 |
Casca de coco 11 2677 024 989
| | I | 222 | 097 | 906 |
Casca de batata I 455 0.83 92.6
| Soro de leite + casca de coco | III | : | : | : |
| Soro de leite + casca de batata | III | 17(1‘9,’36 | g:gg | gg:g |

| Casca de batata + casca de coco | | | 1768 | 0,35 | 97,5 |
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I 1068 0,38 96,5

Controle (YM) | | 3557 | 027 | 985 |

As amostras das solugdes de goma xantana obtidas a partir do soro de leite ndo
seguiram o modelo descrito, sendo o valor do indice de fluxo (n) maior que a unidade,
implicando que o fluido ndo apresenta comportamento pseudopléastico em nenhuma das
concentragoes avaliadas.

Os demais experimentos, excetuando-se a mistura de soro de leite e casca de
coco, que nao apresentou formacgdo de goma, seguiram o modelo da Lei da Poténcia,
com valores de coeficiente de correlagdo maiores que 90%. Nestes casos, o valor de n
foi menor que a unidade, implicando em comportamento pseudoplastico.

Para a casca de coco, substrato que resultou no melhor comportamento reolégico
dentre os substratos estudados, Nery et al. (2013) obtiveram 0,31 como indice de fluxo
(n) e 2585 como indice de consisténcia (K) com correlagdo (R?) de 99% para a goma
obtida em shaker. Comparando-se ao meio controle (YM), a casca de coco apresentou
indice de consisténcia (K) quase 17% superior.

De acordo com Habibi et al. (2017), a magnitude de n e possiveis variagdes de
acordo com a concentragdo da solu¢do aquosa sdo fortemente dependentes do tamanho
das moléculas.

Os resultados apresentados nesta secdo mostram a promissora produgdo de GX a
partir da casca de coco e a possibilidade de utilizacdo deste residuo para melhoria da

qualidade de gomas obtidas a partir de outros substratos.

5.4. SCALE-UP DO PROCESSO

Devido a boa qualidade da goma obtida a partir da casca de coco, esse substrato
foi utilizado em um estudo de scale-up do processo, realizado em biorreator de bancada
de 5 litros.

Nao houve controle de pH e nem aeragdo, mantendo-se as mesmas condi¢oes
operacionais do processo realizado previamente em agitador orbital (28 °C, 200 rpm,
sem aeracdo). A Figura 17 ilustra o comportamento cinético deste processo.

Apo6s 72 h de fermentagdo, observou-se que a biomassa ndo havia atingido a fase
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estacionaria, na qual ocorre a producdo do biopolimero (HABIBI et al., 2017) e
decidiu-se prolongar o processo. Seguidas 24 h, a curva de crescimento microbiano
continuava em ascensao, decaindo nas 24 h seguintes.

Ao observar que os microrganismos atingiram a fase de declinio, sem atingir a
fase estaciondria e sem apresentar variagdes na viscosidade do caldo fermentativo, ou
seja, sem produzir o biopolimero de interesse, decidiu-se modificar um dos parametros

operacionais, sendo alterada a agitacao de 200 rpm para 400 rpm.

—a— Substrato
A —m— Biomassa

Substrato (g/L)
5 @
Biomassa (g/L)

-
ES
|

1 12 T T T T T
0 50 100 150 200

Tempo (h)

0,1

Figura 17 - Comportamento cinético (Biorreator)

O aumento da agitacdo resultou no aumento da concentragdo de biomassa nas
horas seguintes, possivelmente devido a maior disponibilidade de oxigénio no meio e
melhor mistura dos nutrientes no meio. O processo foi conduzido por mais 48 h, a fim
de observar mudangas na viscosidade do caldo. Todavia, as caracteristicas continuaram
as mesmas por todo o processo.

Comparando o processo em biorreator com a fermentacdo em agitador orbital,
observa-se certa semelhanca no perfil de consumo de substrato e de crescimento de
biomassa. No biorreator, o consumo de substrato foi cerca de 12% maior
comparativamente ao observado em shaker e o consumo de substrato cerca de 32%
menor.

Ao adicionar alcool etilico, segundo secdo 4.5, com a finalidade de recuperar a
GX produzida, observou-se auséncia de precipitado recuperavel e concluiu-se que o

experimento nao produziu goma xantana.
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O fato de ndo haver formacao de GX neste processo pode estar associado a baixa
agitacdo (200 rpm), o que possivelmente proporcionou baixa disponibilidade de
oxigénio, nutriente essencial para os microrganismos. Devido ao maior volume de meio
fermentado, maiores taxas de agitacao e/ou aeragao do meio devem ser requeridas.

Este ensaio fermentativo consistiu o primeiro passo de um estudo de otimizagao
a ser realizado em trabalhos futuros, no qual se investigard a melhor condi¢do de

processo para producao de GX em escala industrial a partir da casca de coco.
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6. CONCLUSAO

Os resultados da produgdo de goma xantana foram bons quando comparados a
outros autores que utilizaram diferentes residuos agroindustriais.

O maior rendimento foi obtido tendo o soro de leite como substrato, na
fermentagdo conduzida em shaker a 28 °C e agitacdo de 200 rpm, resultando na
producdo de 19,47 g/L. de goma em 72 h.

Apesar de ter obtido o maior rendimento a partir do soro de leite, as gomas
obtidas ndo apresentaram comportamento pseudoplastico caracteristico. Investigou-se,
com isso, o soro de leite desproteinado diluido a 5% ou nao diluido, mas a remogao das
proteinas ndo resultou em melhores caracteristicas reologicas.

A maior viscosidade foi obtida utilizando a casca de coco como substrato, na
fermentagcdo em shaker, correspondendo ao valor de 2765 cP, a 25 °C e 1% de goma, no
experimento com producdo de 9,86 g/L. da goma.

O perfil de viscosidade da goma obtida pelo meio comercial foi semelhante a
casca de coco, mas, comparando a quantidade e o custo do substrato, isto se altera
significativamente, uma vez que a casca de coco possuiu menor concentracao de acticar
e corresponde a um residuo, sendo que sua utilizagdo propiciara reducao de custos de
producdo e de impactos ambientais.

O fato da goma obtida a partir da casca de coco possuir coloragcdo levemente
avermelhada pode comprometer sua adi¢do em alimentos e fArmacos, sendo mais viavel
seu uso na industria petroquimica se a mesma nao sofrer algum tipo de tratamento.

A adigdo da casca de coco a casca de batata melhorou a qualidade reologica da
goma obtida em comparacdo ao ensaio no qual a casca de batata foi utilizada como
fonte tUnica de nutrientes. Isto indica que a mistura de substratos pode ser uma
alternativa para melhoria da qualidade de gomas obtidas a partir de fontes alternativas
de carbono.

A realizagdo do scale-up do processo fermentativo, tendo a casca de coco como
substrato, ndo levou a produ¢do de goma xantana, sendo necessarios novos estudos para

identificar a melhor condigdo operacional do processo.
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7.  SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar estudos sobre possiveis alteracdes na cor e/ou sabor decorrente da
adi¢do da goma obtida a partir da casca de coco em alimentos, a fim de verificar a
possibilidade da sua utilizacao neste segmento.

Realizar estudos de caracterizagao da goma xantana obtida, como difratometria
de raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV), entre outros.

Realizar estudos de viscosidade em diferentes temperaturas, a fim de observar o
comportamento reoldgico das solugdes.

Realizar testes fermentativos com diferentes cepas, a fim de identificar as que
geram maiores rendimentos e viscosidades com os substratos aqui estudados.

Realizar estudos de otimizacdo em biorreator a fim de encontrar a melhor
condi¢do operacional do processo de fermentacao a partir da casca de coco.

Verificar se o comportamento cinético das fermentagdes a partir de residuos

agroindustriais seguem os modelos matematicos propostos na literatura.
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APENDICE A — Dados cinéticos experimentais

Nesta secao,

graficamente no texto.

75

apresentam-se tabelados os dados cinéticos representados

Exp. 1: SORO DE LEITE

Exp. 1: SORO DE LEITE/ Réplica

Tempo Substrato  Células Goma Substrato  Células Goma
(h) (g/L) (gL) (g/L) (gL) (gL) (gL)
[ o [ 298187 | 0303 | o 30.6497 | 0.298 | 0
24 273534 0325 14,754 | 283506  0.401 18,033
[ 32 [ 252759 | 0534 | 18,282 [ 239463 | 0383 | 17,190
48 20.0406 05552 16,992 [ 22.2289  0.583 18,544
| 56 | 207054 | 0583 | 17835 | 21.6749 | 0614 | 20297
72 19.0988  0.579 19,469 [ 20.2345  0.659 19,419

Exp. 2: CASCA DE COCO

Exp. 2: CASCA DE COCO/ Réplica

Tempo Substrato  Células Goma Substrato  Células Goma
(b) (g/L) (gL) (gL) (gL) (gL) (gL)
[ o | 19562 | 0507 | o 17586 | 0401 [ 0
24 1,6795 0,708 5650 | 153436 0,561 4,276
[ 322 | - | o712 | 6429 | 0980 | 0739 | 5458
48 1,3436 0,779 7,004 | 09682 - 8,133
| 56 | 1,007 | o716 | 7902 | 09089 | 0741 | 9,800
72 04347 0,654 9862 | 03557 0,681 8,120

Exp. 3: CASCA DE BATATA

Exp. 3: CASCA DE BATATA/

Réplica
Tempo Substrato  Células Goma Substrato  Células Goma
(h) (gL) (gL) (gL) (gL) (gL (gL
[ o [ 1587 | 0392 | o 14622 | 0289 | 0
24 12843 0494 2,542 1,2251 0.574 2,855
[ 32 | 1343 | o614 | 4135 | 09287 | 0725 | 2,860
48 0,8299  0.797 3,650 [ 0,6521 0.712 2,930
[ 56 | o711 | o721 | 4743 | 06718 | 0685 | 5195
72 0,6125  0.672 6,647 | 06520  0.619 5,832
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Exp. 4: SORO DE LEITE + CASCA DE

Exp. 4 SORO DE LEITE +

COCO CASCA DE COCO/ Réplica
Tempo Substrato Células Goma Substrato  Células Goma
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

[0 [ 84964 [0,138 |- 79629 [0,120 | -- |
24 7,9037 0289 - 7,6666 0369 -

[ 32 | 78444 0828 |- 74097 0654 |- |
48 7,5282 0,868 - 73702 0,694 -

[ 56 69157 0921 |- 72121 0832 |- |
72 6,7379 1,005 - 6,8367 1,179 -
Exp. 5: SORO DE LEITE + CASCA DE [ Exp. 5: SORO DE LEITE +

BATATA

CASCA DE BATATA / Réplica

Tempo Substrato Células Goma Substrato  Células Goma
(h) (g'L) (g/L) (g/'L) (g/'L) (g/'L) (g/'L)

[0 [82692 [0316 [o 8,1013 (0298 |0 |
24 8.0025 0380 0519 8,0321 0,623 1,392

(32 [64612 [o0,581 [4.438 44755 0690  [7.569 |
48 6.3131 0,587 16228 [ xx 0,734 8,033

[56 |s55721 o621 [10823 [57499 [0748 |7,697 |
72 5,3943 0,641 14,036 [4,6236 0,701 8,964

Exp. 6: CASCA DE BATATA + CASCA

Exp. 6: CASCA DE BATATA +

DE COCO CASCA DE COCO / Réplica
Tempo Substrato Células Goma Substrato  Células Goma
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
[0 [15610 [0343 o 12843 10432 [0 |
24 1,1460 0,530 1,403 0,9484 0,614 1,395
[ 32 [ 1,1559  [o0676 |3.131 07113 [0743  [2,859 |
48 0.4545 0716 4.190 0,3853 0,801 4,405
[56 [02964 [o,672 [3.041 03557 0,690 |[3.426 |
72 0,3359 0,619 3754 0,1482 0,690 3,674
Casca de coco BIORREATOR
Tempo Substrato Células Tempo Substrato Células
(h) (g/L) (g/L) (h) (g/L) (g/L)
0 | 239 [ 0134 66 I .92 | 0360
12 2.33 0.138 74 1.82 0.392
18 | 2.27 | 0.154 80 | 1.82 | 0369
24 2.21 0.178 92 1.75 0.407
30 | 2.17 [ 0267 128 | 1.66 [ 0285
42 2.15 0.294 152 1.60 0.525
48 | 2.11 [ 0320 176 | 1.45 | 0445
54 2.00 0.343 200 1.36 0.447




77



