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RESUMO

A goma xantana é sem duvida um dos mais importantes biopolimeros comerciais
obtidos por fermentagdo através da bactéria Xanthomonas campestris pv.
campestris. O seu éxito no mercado deve-se, sem duvida, as suas caracteristicas
reologicas e de estabilidade, sendo empregada nas industrias de alimentos,
petrolifera e petroquimica, agroquimica e farmacéutica. As fontes de carbono
preferenciais para a produgdo da xantana sdo a glicose, 0 amido e a sacarose.
Entretanto, alguns trabalhos de pesquisa sugerem fontes alternativas para a
producao da goma. O soro de leite, resultante da fabricagdo de queijos, vem sendo
estudado para a producdo da xantana. O emprego de residuos industriais em
bioprocessos permite a utilizacdo de substratos de baixo custo, agregando valor
comercial e minimizando os graves problemas de impacto ambiental. Neste trabalho,
foram utilizadas sete linhagens da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris
com o objetivo de avaliar a produgao da goma xantana tendo como substrato o soro
de leite suplementado com sais minerais. Para produ¢cdo de goma foi selecionada a
linhagem da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4. Com a
linhagem selecionada, foi avaliado os parametros capazes de influenciar o
rendimento do processo e 0s nutrientes essenciais ao meio de soro de leite. Os
experimentos foram conduzidos em fermentador BIOSTAT B (B. Braun Biotech
Internacional) com 2 L de capacidade util contendo 1500mL de meio de produgéo. O
biorreator é do tipo tanque agitado, equipado com rotor de disco de seis pas,
controles de aeracdo, temperatura, pH e antiespumante. Com relagcdo ao estudo
realizado para avaliar a potencialidade de producédo de xantana, foram levados em
consideragdao os parametros fator de conversdo de substrato em produto
Yo15=0,629/g pumax=0,030h, viscosidade final do mosto fermentado de 2.981,38 cP. A
linhagem LFR-4 exibiu capacidade viscosificante de 214.8 cP/g.L”". O mosto
fermentado apresentou comportamento tipico para fluido pseudoplastico. Os
resultados obtidos sugerem que a linhagem selecionada apresenta potencial para

producao de xantana tendo como substrato o soro de leite.

Palavras-chave: Xantana, Xanthomonas campestris pv. campestris , soro de leite, gomas

microbianas.
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ABSTRACT

Undoubtfully one of the most important commercial biopolymers obtained through the
fermentation of the bacterium Xanthomonas campestris pv. campestris is the
xanthan gum. Its commercial success is due to its characteristics of reology and of
stability, being used at the industry of: food, petroliferous and petrochemical,
agrochemical and druggist. The favorite carbon sources for the production of the
xanthan are the glucose, the starch and sucrose. However, some works of research
suggest alternative sources to produce the gum. The whey, result of the manufacture
of cheeses, is being studied for the production of the xanthan. The use of industrial
residues in bioprocesses allows the use of a low cost substratum, adding commercial
value and minimizing the serious problems of environmental impact. In this work,
seven strain of the bacterium Xanthomonas campestris pv. campestris had been
used with the objective to evaluate the production of the xanthan gum having as
substratum the whey supplemented with mineral salt. To produce the gum was
selected the strain of the bacterium Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4.
The experiments were lead at a bioreactor BIOSTAT B (B. Braun International
Biotech) with use capacity of 2 L including 1500mL of production media. The
bioreactor is of the type agitated tank, equipped with record rotor of six shovels,
aeration control, temperature, pH and antifoaming. Concerning to the carried through
study to evaluate the potential to produce xanthan, were considered the parameters
of factor of conversion of substratum in product Yp/s=0,62g/g pum=0,030h, final
viscosity of the leavend of 2.981,38 cP. The LFR-4 strain showed viscosity capacity
of 214.8 cP/g.L-1. Leavend presented typical behavior for a pseudo plastic fluid. The
obtained results suggest that the selected strain presents potential for xanthan

production having as substratum the whey.

Keywords: Xanthan, Xanthomonas campestris pv. campestris, whey, microbial

gums.
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1 - INTRODUCAO

Xantana ou goma xantana € o nome comum de um exopolissacarideo
microbiano produzido por processo fermentativo através da bactéria Xanthomonas

campestris pv. campestris.

A descoberta da goma xantana aconteceu em 1950, no Northern Regional
Research Laboratories (NRRL), 6rgdo de pesquisa do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos, que fez um trabalho intensivo para sele¢do de uma coleg¢ao de
culturas de microrganismos que fossem capazes de fazer biossintese de produtos
gomosos soluveis em agua de importancia comercial. O trabalho foi realizado
levando-se em conta que havia nos Estados Unidos um mercado importante para
novas gomas soluveis em agua, para complementar ou substituir o mercado
existente de gomas naturais extraidas de algas (alginatos), arvores (goma arabica),
sementes (goma de alfarroba) e de cereais (amido). A maioria destes produtos,
derivados de plantas e algas, tinha o fornecimento e a qualidade variavel em funcao
da estacgao, condigdes climaticas adversas, entre outros. Também foi considerada a
grande produc¢ao de amido de milho dos Estados Unidos, matéria prima, que poderia
facilmente ser usada para conversdo a xarope de glicose, usado em processos

fermentativos para obtencdo de gomas microbianas (WOICIECHOWSKI, 2001).

A goma xantana sintetizada pela bactéria Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459, foi extensivamente estudada por causa das suas
propriedades funcionais unicas, cujas aplicagdes se dao no campo, alimenticio,
farmacéutico, cosmético, téxtil, petrolifero, entre outros (GARCIA-OCHOA

et al., 2004; LETISSE; LINDLEY; ROUX, 2003).
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A produgdo comercial da goma xantana iniciou-se aproximadamente em
1964. Hoje, os maiores produtores da xantana sao a Merck e a Pfizer nos Estados
Unidos, Rhoéne Poulenc e Sanofi-Elf na Franca e Jungbunzlauer na Austria
(GARCIA-OCHOA et al., 2000). A producdo mundial, anual da xantana € em torno
de 30.000 toneladas, correspondendo a um mercado de U$$ 408 milhdes
(KALOGIANNIS et al., 2003). Aproximadamente 22% dessa produgdo é usada na
industria do petréleo. O consumo da goma xantana nos Estados Unidos tem uma
taxa de crescimento anual entre 5 e 10% (YOO & HARCUM, 1999). O Brasil é
importador dessa goma pagando US$ 15-18/kg. O mercado atual segundo a ABIA
(Associagao Brasileira das Industrias de Alimentos) € de 2000 toneladas/ano, sendo
50% das importagbes para a industria de alimentos e o restante para industrias

farmacéuticas e cosméticas principalmente (NETO, 2003).

A xantana é completamente atoxica, tendo sido aprovada pela FDA (Food and
Drug Administration) dos EUA desde 1969 como aditivo em alimentos. No Brasil, a
adicdo de xantana em alimentos foi autorizada em 1965 pelo Decreto Lei n°® 55.871,

da Legislacao Brasileira de Alimentos (SCHIMIDELL et al., 2001).

As aplicagdes da goma xantana na industria de alimentos sao muito amplas: é
empregada para controlar a viscosidade, textura, retengdo de aromas, suspenséao de
solidos e estabilizagcao de emulsdes. Os usos fora da industria de alimentos incluem
agentes de suspensao e espessante em pasta de dentes, desodorantes (gel),
impressao em tecidos, suspensdo de compostos quimicos de uso agricola e

aumento na recuperacao de petréleo (SCHIMIDELL et al., 2001).

Devido a importancia dessa goma, muitos estudos tém sido conduzidos com o
objetivo de melhorar as linhagens, os meios de cultivo e os processos de extragao e

purificacdo. A literatura referente a producao de xantana cita o uso de glicose, amido
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ou sacarose como fontes de carbono preferenciais. Os meios de cultura estudados
visam o aproveitamento de residuos industriais ou a valorizagdo da matéria prima

regional.

Existe atualmente um grande envolvimento de autoridades e governos, em
ambito mundial, no sentido de minimizar as perdas e os desperdicios no setor
produtivo industrial, como meio de diminuir custos de producédo, otimizar o uso de
recursos naturais, e principalmente, controlar a poluicio ambiental. O
aproveitamento de residuos agricolas, industriais, agroindustriais e domésticos tem

sido uma agao importante para atingir esta meta (WOICIECHOWSKI, 2001).

A utilizacido de residuos industriais em bioprocessos permite obter substratos
alternativos de baixo custo para processos fermentativos, além de auxiliar na
resolugcdo de problemas ambientais graves. No mundo, em varios laboratérios e
institutos de pesquisa, tém sido desenvolvidos processos utilizando residuos
industriais para obtencdo de produtos de alto valor comercial, como etanol,
cogumelos comestiveis, enzimas, acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos
secundarios e outros (WOICIECHOWSKI, 2001). Nos laboratérios do pais, inumeros
estudos estdo sendo realizados com o objetivo de viabilizar substratos alternativos
para processos biotecnolégicos, na obtencdo de produtos de alto valor comercial.
Entre eles podemos citar a produgdo de etanol a partir de batata refugo
(MACARI, 1996 apud WOICIECHOWSKI, 2001, p.1), cogumelos comestiveis a partir
de casca de café (BEUX, 1995 apud WOICIECHOWSKI, 2001, p.1), acidos
organicos tais como o acido citico (KOLICHESKI, 1995 apud
WOICIECHOWSKI, 2001, p.1), acido fumarico (SOCCOL, 1994; CARTA, 1998 apud

WOICIECHOWSKI, 2001, p.1) produzidos a partir de bagago de mandioca.
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A produgcao comercial da goma xantana é feita tradicionalmente através da
fermentagcdo de xarope de glicose com bactérias da espécie Xanthomonas
campestris. pv. campestris. Com relagao a utilizacdo de meios nao-convencionais
para a produgdao de xantana, pode-se ressaltar alguns estudos interessantes
desenvolvidos por Liakopoulou-Kyriakides (1999); Kalologiannis et al. (2003) e
Woiciechowski et al. (2003). Ainda em relagdo ao uso de fontes nao-convencionais
para a produgcdo do biopolimero, alguns trabalhos foram realizados tendo como
matéria-prima soro proveniente de industrias lacteas. Entre os trabalhos
desenvolvidos os pesquisadores Schwartz & Bodie (1985); Nitschke et al. (1997;
2001) e Yang et al. (2002) conseguiram produzir goma xantana em meio de soro de

leite.

O soro é um potente agente de poluicdo que pode provocar a destruicdo da
flora e da fauna devido a sua alta demanda biolégica de oxigénio (DBO) que € de
cerca de 30.000 a 50.000 mg de oxigénio por litro de soro. Este valor é
aproximadamente 100 vezes maior do que um esgoto doméstico. Uma fabrica com
producao média de 10.000 L de soro por dia polui o equivalente a uma populacao de

5.000 habitantes (RICHARDS, 2004).

Em média, a fabricagcdo de um quilo de queijo necessita de 10L de leite e,
dependendo da agua utilizada na fabrica, recuperam-se de 9 a 12L de soro.
Considerando que a produgéo de queijos no Brasil, encontra-se em torno de 450 mil
toneladas/ano, isto corresponde a 4.050.000 toneladas de soro de queijo; o qual
possui em sua composicao 6,9 % de solidos totais (0,6 % de sais minerais, 0,3 % de
gordura, 0,9 % de proteinas, 5 % de lactose, 0,1 % de &cido latico resultante da
fermentacao da lactose). Esse volume equivale a, aproximadamente, 24.300t de sais

minerais, 36.450t de proteinas, 12.150t de gordura e 202.500t de lactose, isto
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mostra que o problema relacionado a poluicdo € bem mais sério do que se imagina.
Descartar o soro sem um tratamento eficiente, ndo € s6 um crime previsto por lei,
mas é também rejeitar uma matéria-prima que possui excelente potencial de
reaproveitamento (RICHARDS, 2004). O aproveitamento dos residuos também

reduz os custos operacionais do processo fermentativo de produgao da xantana.

Os primeiros trabalhos relacionados ao uso da lactose como fonte de carbono
para produgdo da goma xantana, mostrou que este agucar ndo era utilizado por
Xanthomonas (CHARLES & RADJAI, 1977). Uma possivel explicagdo para a nao
utilizacdo da lactose se deve ao fato de que a B-galactosidase destas bactérias

apresentava baixa afinidade pela lactose (FRANK & SOMKUTI, 1979).

O primeiro trabalho desenvolvido com soro de leite integral como fonte de
carbono para produgao de xantana, em que a lactose foi consumida e o meio tornou-
se viscoso foi feito por Schwartz & Bodie em 1985, este consistiu em adaptar a
bactéria ao meio de soro. Foram desenvolvidas também, por técnicas de clonagem,
linhagens de Xanthomonas campestris com capacidade de metabolizar a lactose

(EKATERINIADOU et al., 1994, PAPOUTSOPOULOU et al., 1994).

Nitschke et al. (1997) selecionaram linhagens de Xanthomonas campestris
pela capacidade de utilizar a lactose e produzir a xantana em meio contendo soro
integral e sais minerais. Os pesquisadores concluiram que a matéria-prima pode ser
usada como substrato alternativo para a fermentagao e que investigagdes adicionais
deveriam ser conduzidas para avaliar as caracteristicas quimicas da goma e a
viabilidade industrial do processo. Continuando nesta linha de pesquisa,
Nitschke efal. (2001) utilizaram um isolado de Xanthomonas campestris,

selecionado de trabalho anterior, para avaliar a produgao de xantana em diferentes
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meios de cultura a base de soro de leite. Dentre as formulagdes testadas, o meio de

soro integral produziu maior viscosidade e concentragao final de xantana.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a produ¢do da goma xantana
utilizando uma linhagem selecionada de Xanthomonas campestris pv. campestris
que é capaz de utilizar o soro de leite, agregando valor comercial a esse residuo

industrial, altamente poluente, se descartado sem tratamento prévio.
Os objetivos especificos no desenvolvimento do trabalho foram:

e Selecionar uma linhagem de Xanthomonas campestris pv.

campestris;

e Avaliar a linhagem selecionada em diferentes fontes de carbono

e condicdes de cultivo;

e Estudar a Influéncia de nutrientes na produg¢ao de goma xantana

em meio de soro de leite;

e Produzir xantana com a linhagem Xanthomonas campestris pv.

campestris LFR-4 selecionada entre as estudadas;
e Estudar a cinética do processo;

e Caracterizar a reologia do mosto fermentado.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Polissacarideos

Polissacarideos sao carboidratos formados pela unido de mais de 10
monossacarideos (agucares simples). Até esse valor a molécula € considerada
como oligossacarideo. Quando compostos por um unico residuo de agucar s&o
chamados de homopolissacarideos, enquanto que aqueles compostos por 2 ou mais
diferentes tipos de residuos de acgucar sdo chamados de heteropolissacarideos

(GARRET & GRISHAM, 1995).

Uma caracteristica importante dos polissacarideos € a sua carga ibnica. Sao
classificados como anidnicos, neutros ou catidnicos. Exemplos de polissacarideos
microbianos aniénicos incluem a xantana, a fosfomanana e o alginato, enquanto
levana, escleroglucana, pululana, dextrana e curdulana sdo caracterizados como
polissacarideos neutros. Segundo Margaritis & Pace (1985), estas propriedades

decorrem da presenga de grupamentos como carboxilas, fosfatos e sulfetos.

Polissacarideos, geralmente, ndo tém peso molecular definido e consistem de

uma mistura de moléculas de alto peso molecular (TORTORA et al.; 2000).

Assim como o0s monossacarideos, estas moléculas apresentam grande
afinidade pela agua (GLAZER & NIKAIDO, 1995). A dissolugdo ocorre por um
processo continuo de hidratagdo, com substituicdo das ligagdes polimero-polimero,
por ligagdes polimero-solvente. As interagdes, nestes casos, sdo relativamente
fracas, do tipo pontes de hidrogénio. Em geral a facilidade com que um

polissacarideo se dissolve, depende nao somente de sua estrutura primaria
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(composicdo quimica), mas também da conformacdo da cadeia polimérica no

solvente considerado (LOPES, 1996).

Segundo Garret & Grisham (1995) a unidade predominante na maioria dos
polissacarideos € a D-glicose. Também sdo encontrados polissacarideos de D-
manose, D-frutose, D e L-galactose, D-xilose e L-arabinose. Outros agucares, como

L-ramnose e L-fucose podem também estar presentes.

Polissacarideos sao utilizados para modificar as caracteristicas de
escoamento de fluidos, para estabilizar suspensdes, floculagcdo de particulas,
encapsulacado de materiais e producdo de emulsdes. Existem outros exemplos de

fungcdes como o0 aumento na recuperacgao de 6leo (GLAZER & NIKAIDO, 1995).

Segundo Chandrasekaran & Radha (1997), ao contrario das proteinas e
acidos nucléicos, os polissacarideos sao extremamente valorizados entre os
biopolimeros pelo potencial de formar uma diversidade de ligagcdes entre sucessivos
monossacarideos repetidos na cadeia principal e, também, por possuirem
capacidade de acomodar cadeias laterais de mono e oligossacarideos em suas

ramificacdes, o0 que resulta em estruturas tridimensionais complexas.

De acordo com Fentanes (1985), os microrganismos produzem, pelo menos,
trés tipos diferentes de polissacarideos: estruturais, como alguns constituintes da
parede celular; intracelulares de reserva, como o glicogénio e extracelulares. Os
extracelulares podem ser encontrados sob duas formas diferentes: os que formam
uma capa ao redor dos microrganismos, denominados de capsulares e aqueles que
se solubilizam em um meio de cultivo aumentando substancialmente a viscosidade
do caldo de fermentacdo, denominados de mucos. Estes sdo os mais interessantes

do ponto de vista industrial.
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Frequentemente admite-se, apesar da inexisténcia de provas, que as células
formadoras de muco sejam produto da mutacao de células originalmente capsuladas
que tenham perdido um sitio de ligacdo, um receptor especifico ou mesmo uma

enzima de ligacdo (BEHRENS; KLIMA; FIEDLER, 1980; ALVES, 1991).

Os microrganismos capazes de produzir polissacarideos do tipo muco sao
alvo de maior interesse, uma vez que estes polissacarideos, sendo mais facilmente
recuperados do meio de fermentagdo, apresentam consequentemente maior

potencial de comercializagcdo (MARGARITIS & PACE, 1985).

Os exopolissacarideos bacterianos tém sido ao longo de muitos anos objeto
de inumeros estudos, mas apesar do grande esforgo despendido, muito pouco é
conhecido sobre o papel “in vivo” destes polimeros. Funcbes quase triviais vém
sendo propostas, para as quais é surpreendente que as células bacterianas gastem
tanta energia e manifestem mecanismos genéticos e de regulagdo tdo complexos

em sua sintese (MORRIS et al., 1979; ALVES, 1991).

Considera-se que o papel dos exopolissacarideos produzidos por bactérias
fitopatogénicas € o de protecdo das espécies contra a dessecagcdo e outras
condigdes adversas (HOLZWARTH, 1976). Esta visdo pode ser reforgada pelo fato
de que muitas dessas bactérias, apesar de nao formarem esporos, serem
extraordinariamente resistentes, sendo capazes de sobreviver longos periodos sob
condicbes secas e também pelo sucesso da preservacao de outras espécies de

bactérias no estado seco, com o uso destes polissacarideos (ALVES, 1991).

O exopolissacarideo parece ser essencial a patogenicidade do microrganismo

(RAMIREZ et al., 1988) e o dano provocado na espécie atingida parece ser mais o



OLIVEIRA, S. H. REVISAO BIBLIOGRAFICA 10

resultado do bloqueio do suprimento de nutrientes, devido a viscosidade criada pelo

polimero, do que de uma toxicidade quimica especifica (ALVES, 1991).

Os polissacarideos extracelulares podem apresentar, varias funcgdes, tais

como (GLAZER & NIKAIDO, 1995):
e protegdo do microrganismo contra a desidratagéo;

e formacgédo de barreira prevenindo a agao de virus, fagdcitos,
amebas e anticorpos no ataque a sitios especificos na parede

celular;

e complexando e neutralizando toxinas agressoras ou ions

metalicos toxicos;
e reserva de carbono e energia;

e interagindo com células de animais ou plantas numa relagéo

patogénica ou simbidtica especifica.

A fungao bioldgica do polissacarideo pode ser mais sutil e refinada do que se
tem presumido. Foi observado que em solugcdo e em conformagdo ordenada, o
exopolissacarideo produzido pela bactéria Xanthomonas campestris, interage
cooperativamente com outras cadeias de polissacarideos, existindo uma ligagéo
especifica, ou “reconhecimento”, com componentes tipicos da parede celular
vegetal, como a galactomanana, o que poderia sugerir uma parte da relagéo
hospedeiro-patdégeno. Esta interagao, inclusive, ndo é restrita a galactomanana, mas
ocorre, em diferentes graus, com outros polissacarideos que possuem a ligagéo -
1,4 na cadeia principal, caracteristica da parede celular dos vegetais, como a
glucomanana e a propria celulose, que mostra até uma interagdo apreciavelmente

mais forte do que as galactomananas (MORRIS, 1979; ALVES, 1991).
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Os exopolissacarideos sao produzidos largamente por bactérias e microalgas
e, menos frequentemente, por leveduras e fungos filamentosos (ROLLER &
DEA, 1992). Os polimeros de origem bacteriana apresentam maior viabilidade
industrial e comercial. Entretanto, apenas uma pequena parcela tem sido
comercializada, apesar da potencialidade para substituir as gomas obtidas de
plantas e algas marinhas (ROSEIRO et al., 1992; ROLLER & DEA, 1992; LOPES &

ANDRADE, 1995).

Segundo Schimidell et al. (2001) os polissacarideos obtidos de
microrganismos sdo uma alternativa valida, pois possuem propriedades similares
aos tradicionais e, em alguns casos, mais vantagens, por possuirem propriedades

especificas, que os qualificam para o desenvolvimento de novos produtos.

Em decorréncia da grande diversidade bacteriana, do rapido crescimento e da
versatilidade nutricional, estes microrganismos se destacam como fonte promissora
na produgcdo de biopolimeros. De acordo com Sutherland (1990), os polimeros
microbianos apresentam alto grau de regularidade, uma vez que estédo isentos de
flutuagdes de ordem climatica ou sazonais, fato raro de ocorrer nos polissacarideos

obtidos a partir de outras fontes.

Os polissacarideos microbianos apresentam grande interesse comercial como
membro da classe dos biopolimeros ou gomas industriais que sao amplamente
usados como espessantes, estabilizantes, gelificantes, emulsificantes, agentes de
suspensdo e de floculagdo nas industrias alimenticias, petroliferas, farmacéuticas,
cosmeéticas, tintas, téxteis e de produtos agricolas (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
Estes biopolimeros sdo, na sua maioria, compostos atéxicos, biodegradaveis,

produzidos extracelularmente por microrganismos nao patogénicos a partir de
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fermentagdes em batelada com eficiéncia proxima a 50 % na conversao do substrato

(KAY et al., 1993).

2.2 - Gomas

As gomas sao polissacarideos de alto peso molecular de carater hidrofébico
ou hidrofilico com propriedades coloidais, em solventes apropriados podem formar
gel ou suspensdes altamente viscosas. O termo aplica-se a uma variedade de
substancias, que incluem gomas vegetais, borrachas, proteinas, polimeros naturais
ou quimicamente modificados e polimeros sintéticos, incluindo hidrocarbonetos de
alto peso molecular. Entretanto € usado tecnicamente pelas industrias referindo-se
aos polissacarideos de origem vegetal ou microbiano e seus derivados de alto peso
molecular, que, quando solubilizados em agua fria ou quente, produzem suspensodes
ou solugbes viscosas, podendo formar géis em baixas concentragoes

(WHISTLER, 1993).

Mucilagem s&o polissacarideos de origem vegetal que se dissolvem
completamente em agua e que nao gelificam, embora apresentem viscosidade
elevada em solugdao (WHISTLER, 1993). O termo resina é designado para os
exsudatos vegetais de peso molecular médio ou alto, poucos soluveis em agua, e
nem sempre de natureza glicidica, sendo, em geral, misturas complexas de varias

substancias (LOPES, 1989).

As gomas industriais classificam-se em trés grandes grupos: naturais,
modificadas ou semi-sintéticas e sintéticas (FENTANES, 1985). A Tabela 1 mostra

os tipos e origens destes polissacarideos.
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Tabela 1 — Classificagao das gomas industriais em fungado da origem.

TIPO ORIGEM GOMAS
Exsudatos de plantas terrestres ——p arabica, alcatira, caraia, etc
Extratos de plantas terrestres > pectina
Sementes —» guar, alfarroba, tamarindo
Algas marinhas —p agar, alginatos, carragenana
NATURAIS
Amido de tubérculos —» tapioca
Gomas microbianas ou Biossintéticas —p  dextrana, xantana, gelana,
pululana,escleroglucana
dentre outras
Carboximetilcelulose,
Celulose —> metilcelulose,
MODIFICADAS hidroxietilcelulose
ou Amido —> Dextrina, xantato de amilose,
SEMI-SINTETICAS hidroxietilamido
. . —> Derivados hidrossoluveis
Extrato de origem animal
da quitina
Alcool polivinilico, sais do
acido poliacrilico
—>

SINTETICAS

Derivadas da petroquimica.

polivinilpirrolidona, poli-
carboxivinil, polimeros de

oxido de etileno.

Fonte: Lima (1999, p. 10).

A Tabela 2 mostra as principais gomas industriais, origem, estrutura, efeito,

reologia e principais aplicagoes.



Tabela 2 — Principais gomas industriais
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Tipos Origem Estrutura Efeito Comportamento Aplicacao
Reolégico
Goma acacia ou Seiva exsudada Cadeias de galactose, Estabilizante, Conc. < 30% Confeitos
arabica seca de galhos e L-ramnose, Emulsificante, comportamento industrializados,
troncos da arvore | arabinopiranose, Espessante e Newtoniano, encapsulacao de
Acacia, da Africa acidos glucuroénicos e | _ . . aromas e bebidas
subsaariana proteina Fibra natural soluvel Conc. > 30%
comportamento
pseudoplastico
Goma guar Endosperma de Galactose Espessante Comportamento Sorvetes, congelados,
sementes da Residuos de manose pseudoplastico molhos, rages e
leguminosa explosivos
Cyamopsis
tetragonolobus
Locust Bean Endosperma de Galactose Espessante, Comportamento Congelados, sorvetes,
Gum sementes da Residuos de manose Gelificante pseudoplastico ragdes, desodorizador
(LBG) sempre-viva (em blendas) Gelante de ar
Ceratonia siliqua
Pectinas Polpa de macga ou Acido Gelificante, Gel resiliente suave Geléias, doces,
cascas de citricos | galactopiranosilurénico espessante produtos lacteos
parcialmente acidos, protecao de
esterificado com proteinas em lacteos
metanol acidos
Alginatos Algas pardas Acido manurénico, Espessante Comportamento Sorvetes e
(feoficeas laminaria) |  Acido gulurdnico Gelificante pseudoplastico congelados, produtos

Gel resiliente

para massas, pasta de
dente, cosméticos

VOV dDOI'TdId OYSIAHY
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Tabela 2 — Principais gomas industriais (continuagao).

Tipos Origem Estrutura Efeito Compor?ar_nento Aplicacgao
Reolégico
Carragenanas Algas vermelhas | Residuos de galactose Gelificante, Pequenos e elasticos Sobremesas lacteas
(rodoficeas sulfatada e 3,6- Espessante geis com histerese achocolatados, molhos
kappaphycus e anidrogalactose (fracéo kappa) sorvetes e congelados,
Eucheuma) Gel resiliente sem pasta de dente,
histerese (fracdo iota) | cosmeticos e ragoes
Gel suave na presenca
de proteinas lacteas
(fracdo lambda)
Goma xantana Biopolimero Glicose, manose , Espessante, Comportamento Molhos, pasta de
produzido pela residuos de acido Emulsificante, pseudoplastico dente, paes,
fermentacéao glucurénico, acetila e Agente de cosméticos, produtos

industrial de um
carboidrato pela

piruvato

suspensao e
Estabilizante

Gel resiliente e aderente

agricolas, tintas,
perfuragéo de petroleo

bactéria
Xanthomonas
campestris
Goma gelana Biofermentacgao a Glicose, acido Gelificante Gel fluido sem histerese Doces, geléias
partir do glucurénico e Espessante gelatinas, bebidas
microrganismo rhamnose lacteos
Sphingomonas
elodea
Agar-agar Algas vermelhas Mistura de agarose e Gelificante Gelante Doces de massas,
(rodoficeas Gelidium agaropectina Espessante geléias, agente

e gracilaria)

solidificante

‘H 'S ‘VIIAAI'TO
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Tabela 2 — Principais gomas industriais (continuagao).

Tipos Origem Estrutura Efeito Compot’arpento Aplicacao
Reolégico
Goma Tara Endosperma Galactose; Espessante Comportamento Confeitos, coberturas,
da semente do Manose Estabilizante pseudoplastico molhos, bebidas
fruto da arvore Gelante e panificacéo
peruana
Caesalpinea
spinosa
Celulose Fibras de Cadeia de beta 1,4 Estabilizante Achocolatados,
microcristalina celulose glicosidico e Gelificante molhos, confeitos
(MCC) unidades de anidro- Espessante
glucose
Carboximetilcelulose Reacéo de Eter de celulose Espessante Gel sem histerese Sorvetes, bebidas
(CMC) celulose soluvel em agua Estabilizante lacteas
alcalina com
cloroacetato de
sédio
Gelatina Peles e ossos Proteina rica em Gelificante Gel elastico sem Doces, sobremesas

bovinos e
ovinos

glicina

histerese

lacteas, defumados,
molhos embutidos,
farmacos

Fonte: Furtado (2004).

H'S ‘VIIAAITO
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2.2.1 — Gomas Microbianas

As gomas microbianas sado polissacarideos extracelulares produzidos por
microrganismos. Foram introduzidas mais recentemente no mercado por possuirem
propriedades sui generis que em alguns casos, superam em caracteristicas

funcionais as gomas de origem vegetais, de algas e sintéticas (LIMA, 1999).

Apesar da grande quantidade de gomas microbianas citadas na literatura, s6
a xantana, a dextrana, a escleroglucana, a gelana e a welana sédo comercializadas.
Isto porque um novo polissacarideo deve ter notaveis vantagens técnicas para que
possa substituir, a custos similares, algumas das gomas existentes, ja que o
processo de comercializacdo de um novo biopolimero é extremamente custoso e
lento. Este fato repercute no preco final do mesmo e limita o desenvolvimento e
introducédo de novos produtos em grandes companhias com alta capacidade

financeira e técnica. (WHISTLER,1993; FENTANES, 1985).

A dextrana € um polissacarideo extracelular ramificado de glicose, sintetizado
por uma enzima extracelular da bactéria Leuconostoc mesenteroides em processo
descontinuo tendo a sacarose como substrato. Apds a precipitagdo com etanol ou
metanol, a dextrana é hidrolisada e isolada por fracionamento. A dextrana é utilizada
como componente inerte ultra-puro em produtos farmacéuticos e em derivados do
plasma sanguineo, alem de ser empregada pelas industrias alimenticia, cosmética e
fotografica. Historicamente foi o primeiro polissacarideo microbiano produzido

industrialmente (WHISTLER, 1993).

Segundo Schimidell et al. (2001), as gomas microbianas tém como principal

desvantagem o elevado custo de produgao e como vantagens:

e maior controle de pureza e peso molecular;
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e independem de fatores que prejudiqguem a oferta das gomas,
tais como condigbes climaticas, contaminagdo maritima, falha

nas colheitas, entre outros;
e uso de matérias primas regionais;

e capacidade de controle das caracteristicas dos microrganismos
produtores, com o fim de melhorar a produgcdo ou produzir

polissacarideos com propriedades especiais.

2.3 — Goma Xantana

A Xantana € um heteropolissacarideo polianidnico, soluvel em agua quente
ou fria e de elevado peso molecular, produzido por bactérias do género
Xanthomonas, sob condicbes aerdbias a 28 °C, aproximadamente. O meio de
cultura consiste principalmente de glicose ou sacarose como fonte de carbono,
fontes de nitrogénio, fosforo e tracos de outros minerais. O pH deve ser mantido
proximo ao da neutralidade. O polimero € sintetizado, principalmente ao cessar o
crescimento microbiano. O tempo médio de fermentacdo é de 48 a 96 h, sendo
entdo o caldo esterilizado para eliminar o microrganismo, que € um fitopatdgeno.
Uma vez as células eliminadas, a xantana € precipitada com alcool ou sais

quaternarios de amonio ou separada por ultrafiltracado (SCHIMIDELL et al., 2001).

Na Figura 1 observa-se a unidade estrutural da goma xantana que é
constituida por uma unidade pentassacaridica composta por glicose, manose e
acido glucurénico na proporgao 2:2:1, além dos grupamentos substituintes, acetila e
piruvato. A cadeia principal desta goma é formada por unidades de B-D-glicose,
ligadas através das posicdes 1 e 4. A estrutura quimica do esqueleto polimérico €,

portanto, idéntica a da celulose (MARZOCCA et al., 1991; MORRIS et al., 1993).
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Com relagao as cadeias laterais, estas sao constituidas por duas unidades de
D-manose e uma de acido-D-glucurdénico, e estdo ligadas de modo alternado as
unidades de D-glicose (manose-acido glucurénico-manose). A unidade terminal da
ramificacdo, B-D-manose, esta ligada ao atomo de carbono C-4 do acido B-D-
glucurdnico, e este, por sua vez, liga-se a posicdo O-2 da a-D-manose. A cadeia
lateral une-se ao esqueleto polimérico pelo atomo de carbono C-3 da B-D-glicose
(JANSSON et al., 1975; HOLZWARTH, 1976). O grupamento acetila esta ligado ao
atomo de oxigénio do C-6 da a-D-manose interna, enquanto o piruvato esta preso ao
oxigénio ligado aos carbonos 4 e 6 da B-D-manose. Aproximadamente metade dos

residuos da manose terminal contém acido piravico ligado pelo carbono cetdnico ao

oxigénio das posi¢des 4 e 6 (HOLZWARTH, 1976; IELPI et al., 1993).

Figura 1 — Estrutura da xantana.
Fonte: Azuaje & Sanchez (1999, p. 202).
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Embora a estrutura basica da goma xantana esteja definida, muitos estudos
mostram que variagcbes nas condicdes de cultivo e na variedade da bactéria
Xanthomonas campestris utilizada, além dos processos pos-fermentativos
empregados para a recuperagdo do biopolimero podem variar a composigdo da
molécula do polimero produzido, particularmente com relacédo aos teores de piruvato
e acetila (PETERS et al., 1993; LIMA, 1999). A formula [C35H49020]n geralmente é
aceita como a da molécula de xantana (JARMAN & PACE, 1984;

SUTHERLAND, 1990).

Da mesma forma que a estrutura proposta, uma faixa de peso molecular tem
sido reportada para as moléculas de goma xantana. Em fungédo da técnica usada,
pesos moleculares de 2 x 10° a 20 x 10° Da foram obtidos (GARCIA—OCHOA

et al., 2000).

A sua estrutura ramificada (Figura 1) e seu alto peso molecular conferem a
xantana uma alta viscosidade, mesmo em baixas concentragdes. Em relacdo as
propriedades reoldgicas, as solugbes de xantana mostram um comportamento
pseudoplastico, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da deformacgao do
fluido. A viscosidade das solugdes praticamente ndo se altera com a temperatura
entre 4 e 93°C, com o pH entre 1 e 13 e com forgas iOnicas equivalentes a
concentragdes de cloreto de sddio entre 0,05 e 1 %. Existe plena compatibilidade
com uma grande variedade de insumos utilizados industrialmente, como metais,
acidos, sais agentes redutores, outros texturizantes, solventes, enzimas, sufactantes
e conservantes. Uma propriedade importante da goma xantana € que em conjunto
com galactomananas (goma guar e goma de algaroba) apresenta um aumento
sinérgico de viscosidade (a viscosidade final € maior que a soma das viscosidades

individuais) e formam géis termorreversiveis (SCHIMIDELL et al., 2001).
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Como resultado dessas propriedades, a goma xantana € um 6timo agente de
suspensao, estabilizante, espessante e emulsificante, sendo largamente utilizada
como tal em diversos tipos de industrias (WOICIECHOWSKI, 2001;

www.patagon.8m.com/Xanthana.html, 2005).

Na industria téxtil € usada como agente de suspensao e espessante de tintas
empregadas nos processos de estampagem, o que permite maior controle da
migracdo de cor no tecido e uma maior nitidez no motivo (ALVES, 1991,

WHISTLER, 1993).

Na fabricacdo de ceramicas é empregada como agente ligante e util também
na etapa de desmontagem das pecgas. Quando adicionada a tintas e adesivos tem

capacidade de proporcionar-lhes o aumento do poder de aderéncia (SOUZA, 1994).

Nos produtos de uso agricola, a xantana € utilizada como agente de
suspensao em fertilizantes, inseticidas, herbicidas, fungicidas e como agente
controlador de dispersao de produtos que sdo aplicados por meio de pulverizagao

(ALVES, 1991; www.patagon.8m.com/Xanthana.html, 2005).

A industria de alimentos é uma grande consumidora de xantana desde a sua
liberagdo para uso como aditivo alimentar pela “Food and Drug Administration”
(FDA). Neste contexto, € de grande importancia o seu alto poder estabilizante, assim

como a sua estabilidade a variagdes de pH e temperatura (ALVES, 1991).

A goma xantana €, isoladamente ou em conjuntos com outras gomas,
utilizada em produtos alimenticios como espessante e estabilizante de suspensbes e
emulsdes, sendo capaz de manter a perfeita homogeneidade destas. E usada, por
exemplo, em sorvetes, maioneses, temperos e molhos, queijos e produtos

derivados, xaropes, bebidas de frutas ou a base de leite, coberturas, recheios, sopas
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e caldos desidratados. Associada a goma de alfarroba fornece uma mistura
gelificante ideal para produtos como geléias, pudins, bolos, paes e para o preparo
industrial de polpa de frutas. Uma aplicacao interessante € na formacao de filmes
protetores durante o processo de industrializagdo de alimentos congelados,
reduzindo o risco de contaminagdo durante o processo de descongelamento

(ALVES, 1991; FURTADO, 2004).

A goma xantana apresenta uma tendéncia marcante de interagir com
polissacarideos que apresentem ligagées do tipo B-D (1-4), especialmente LBG
(goma de alfarroba), goma guar e manana. Isto € de grande interesse, porque
embora em condi¢gdes normais, por exemplo, nem a xantana nem LBG gelifiquem
sozinhas. Géis podem ser obtidos tendo-se uma concentragdo total, destes dois

polissacarideos, de 1 % ou menos (ALVES, 1991).

Por ndo apresentar efeitos tdéxicos ou induzir a reagcbes alérgicas, é utilizada
também como emulsificante e estabilizante em produtos cosmético-farmacéuticos,
tais como: cremes hidratantes, lo¢cdes tdnicas, tinturas para cabelo e dentifricios

(ALVES, 1991; www.patagon.8m.com/Xanthana.html, 2005).

No processo de perfuracdo de pocos de petréleo sdo usadas suspensoes
aquosas contendo argila e outros materiais coloidais, chamadas lamas de
perfuragdo, que sao empregadas na lubrificagdo de brocas e também para
contrabalancar a pressdo do 6leo ascendente. A lama deve possuir caracteristicas
lubrificantes e pseudoplasticas e relativa estabilidade a mudancas de temperatura.
Muitas formulagbes de lama incluem a goma xantana como agente espessante nas

suspensdes aquosas (ALVES, 1991).
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Outra aplicacdo da goma xantana na producgao de petréleo é sua utilizagao
nas recuperagoes terciarias do oleo bruto. Durante a recuperacdo primaria, a
pressao natural do reservatério é reduzida, sendo necessaria a injecado de agua ou
gas para manutencdo da pressao. Neste ponto da produgdo, mais da metade do
6leo se mantém nos poros da rocha matriz. A recuperacdo deste dleo residual é
entdo, o objetivo dos métodos terciarios. Solugbes de goma xantana tém sido
usadas com sucesso nestas operagdes, devido a sua extrema plasticidade,
resisténcia a degradacao a elevadas temperaturas e concentragdes de sais. A goma
xantana atua como emulsificante, aumentando a eficiéncia de contato entre a
solugédo aquosa e o 6leo retido na rocha (ALVES, 1991; WHISTLER, 1993). Essas
caracteristicas favorecem sua potencial aplicagdo em um grande numero de
processos industriais, nos quais estdo envolvidos o0 escoamento e o bombeamento

de fluidos (SOUZA, 1994).

Muitas das propriedades descritas para a goma xantana podem ser atribuidas
ao seu alto peso molecular, a capacidade de formagao de agregados moleculares,
assim como as diferentes conformagdes que podem assumir em solugao

(ALVES, 1991).

A goma xantana sofre uma transicdo conformacional ordenada para
desordenada, dependendo da temperatura, forca ibnica, pH, bem como do conteudo

em piruvato e acetila (LIMA, 1999).

Na conformacdo ordenada, as cadeias laterais envolvem o esqueleto
polimérico produzindo uma estrutura rigida semelhante a um bastdo. Comprovou-se
que este arranjo estrutural da goma xantana é responsavel pela alta estabilidade em
solugdo e pela resisténcia a degradagcdo em presenca de sais e temperaturas

moderadas. A conformacao desordenada € provocada pelo aquecimento de
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solugdes de xantana, normalmente acima de 60 °C, ou por sua dissolugdo em agua
destilada, propiciando a quebra de interacdes entre as cadeias laterais e o esqueleto
polimérico. Nesta conformacgao, caracterizada por uma maior flexibilidade das
moléculas, ha um consequente aumento hidrodinamico, fazendo com que o polimero

apresente uma viscosidade maior (ALVES, 1991).

Verificou-se ainda que a goma xantana pode apresentar-se em conformagao
ordenada sob duas formas: a nativa, caracterizada por forte interacdo entre as
cadeias laterais e o esqueleto polimérico, e a forma desnaturada, originada do
aquecimento do polimero em forma nativa, acima da temperatura de transigao
conformacional, T, (temperatura na qual as fragdes moleculares das formas
ordenadas e desordenada sdo iguais na solugao), e subsequente resfriamento. Na
forma desnaturada, a goma xantana apresenta um padréao alternativo, no qual as
ramificagdes envolvem a cadeia principal com maior volume livre, o que favorece
uma estrutura macromolecular mais estendida e como resultado, uma viscosidade
mais elevada do que na forma nativa é observada. Foi constatado, ainda, que as
formas nativa e desnaturada possuem o mesmo peso molecular e que, apos a T,
assumem uma conformacgao desordenada idéntica. Devido a isto, as diferentes
propriedades hidrodindmicas e reoldgicas observadas para cada uma das formas
ordenadas sao atribuidas unicamente a diferentes arranjos intramoleculares

(ALVES, 1991; LIMA, 1999).

2.4 — Microrganismo produtor de goma xantana

A goma xantana comercial € produzida normalmente por linhagens de
Xanthomonas campestris pv. campestris, entretanto, outros pathovares além do

campestris, produzem eficientemente exopolissacarideos, como: phaseoli,
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malvacearum, carotae, citrumelo, juglandis, além de outras espécies do género
Xanthomonas (Xanthomonas fragariae, Xanthomonas oryzae pv. oryzae) (BECKER

et al., 1998).

As bactérias do género Xanthomonas pertencem a familia Pseudomonaceae.
Os membros desta familia caracterizam-se claramente por formas alongadas de
longitude curta ou média. Sdo Gram-negativas com um unico flagelo ou grupos de
flagelos, nao-esporuladas, aerdbias e heterotroficas. Muitas espécies séao
encontradas na natureza e habitam comumente o solo e a agua. Os representantes
mais conhecidos sao Pseudomonas, Xanthomonas e Acetobacter

(WOICIECHOWSKI, 2001).

Segundo Bradbury (1984) o género Xanthomonas, apresenta células em
forma de bastonetes, Gram-negativas tendo em média de 0,4 a 0,7 um de largura
por 0,7 a 1,8 um de comprimento e ocorrem, predominantemente, isoladas. Sao
moveis apresentando um unico flagelo polar. As colbnias sdo geralmente lisas,
viscosas e amarelas, resultantes da produgdo de um pigmento insoluvel em agua
conhecido como xantomonadinas, altamente caracteristicas do género, pois ndo séo
encontradas em outras bactérias. Embora a presenga do pigmento seja um
parametro usado para a identificagdo, a sua auséncia nao exclui o género
Xanthomonas, tendo em vista que Xanthomonas campestris pv. manihotis e
algumas linhagens da bactéria Xanthomonas campestris pv. ricini ocorrem

naturalmente como organismos nao pigmentados.

Estes microrganismos possuem metabolismo energético aerdbio,
quimiorganotréficas, sendo capazes de utilizar como fonte de carbono diversos
carboidratos e sais de acidos organicos. Normalmente, requerem metionina,

glutamato e triptofano em varias combinagées como fatores de crescimento. Utilizam
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melhor os sais de aménio do que os nitratos como fonte de nitrogénio. O teste da

oxidase é negativo ou fraco e é catalase positiva (SOUZA, 1994).

Comumente alcalinizam o leite e desprendem H,S como resultado do seu
metabolismo. Produzem acidos a partir de monossacarideos ou dissacarideos

(WOICIECHOWSKI, 2001).

Através da coloracdo com india Ink, tem sido possivel observar capsulas em
bactérias Xanthomonas campestris (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Muitas linhagens
tém suas células circundadas por abundante material capsular, cuja presenga pode
ser verificada tanto em seu habitat, como em meios artificiais contendo carboidratos
utilizaveis. Colénias mucosas de X. fragariae e X. campestris produzem grandes
quantidades desse polissacarideo extracelular o qual é denominado goma xantana

(SOUZA, 1994).

Todas as bactérias do género Xanthomonas sao fitopatégenos e infectam
uma grande variedade de plantas, inclusive algumas de interesse agricola, como
repolho, couve, alfafa e feijao causando necrose, murchamento e apodrecimento de
diversas plantas. As lesdes nos vegetais sao frequentemente de cor amarelo forte e

de consisténcia viscosa (HOLT et al., 1994; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

As bactérias do género Xanthomonas podem invadir a planta através da
superficie da folha, quando uma chuva pesada causa infiltragdo de agua, ou pelo
talo, através de “feridas” causadas por insetos ou dano mecanico, e a doenca €&
descrita como sistémica, ou seja, a bactéria pode locomover-se pelo sistema
vascular, passando para as células que podem ser eventualmente colonizadas

(ALVES, 1991).

A Figura 2 mostra a bactéria Xanthomonas campestris:
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Figura 2 — Micrografia de Xantomonas campestris (x 12.000).

Fonte: Garcia-Ochoa et al. (2000, p. 554).

As células crescem em tubos inclinados de meio sdélido complexo (ex. YMA),
por 24 a 48h, na faixa de temperatura de 25 a 28 °C. As culturas sdo mantidas,
neste meio, sob refrigeracdo a 4 °C, e devem ser transferidas para meio fresco a
cada 14 dias, para prevenir a inativacdo das linhagens (GARCIA-OCHOA

et al., 2000).

A Figura 3 mostra o aspecto visual da placa de cultivo da Xanthomonas

campestris pv. campestris.

Figura 3 — Placa de cultivo de Xantomonas campestris pv. campestris.
Fonte: Neto (2003).
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As bactérias Xanthomonas campestris pv. campestris produzem um grande
numero de enzimas extracelulares, tais como (glicanases, celulases,
poligalacturonato liases, amilases e proteases, com diferengas significativas entre os
varios “pathovares”. Alguns trabalhos tém demonstrado que a sintese e excregao
destas enzimas sdo essenciais ao processo de fitopatogenicidade (GOUGH

et al., 1988).

2.5 — Biossintese

As principais rotas metabdlicas envolvidas para formacdo de xantana por
Xanthomonas campestris envolvem a via de Entner-Doudoroff, que cataboliza cerca
de 80 % da glicose disponivel até piruvato, o qual segue para o ciclo do &cido
tricarboxilico e a via da pentose-fosfato que metaboliza a glicose remanescente
(ZAGALLO & WANG, 1967; ROSEIRO et al., 1993). Estas duas rotas metabdlicas
sao, entdo, associadas, as cadeias laterais da xantana, os grupamentos piruvato e

acetila, sdo derivadas do fosfoenolpiruvato e acetilCoA (Figura 4).

A sintese da goma xantana requer a formacao de precursores ativados como
UDP-glicose, UDP-acido glucurénico e GDP-manose, seguida da transferéncia
sequencial destes agucares ao lipideo isoprendide (carreador) para formar a unidade
repetida do pentassacarideo difosfato-lipideo. A seguir, ocorre a adi¢do dos
grupamentos acetila e piruvato, e, posteriormente, esta unidade monomérica é entéo
polimerizada (HARDING et al.,, 1993).0s precursores da xantana estdo livremente
soluveis no citoplasma e podem ser facilmente canalizados para a biossintese do

polimero (IELPI et al., 1983; SUTHERLAND, 1990; IELPI et al., 1993).
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A Figura 5 mostra a rota proposta para a sintese de unidades repetidas de
xantana e sua polimerizagdo, a qual pode ocorrer no nivel da membrana celular.
Todos os monossacarideos, assim como 0s grupamentos acetila e piruvato, séo
adicionados sequencialmente ao lipidio carreador. Assim, D-glicose-1-P ¢é
adicionada a UDP-glicose, seguido da transferéncia de D-glicose, D-manose e
acetila. Finalmente, o acido D-glucurdnico, D-manose e piruvato sao adicionados
para formar a unidade repetida do pentassacarideo. Este pentassacarideo inicial é
linear e a ramificagdo somente ocorre quando as unidades repetidas do
polissacarideo s&do polimerizadas. O mecanismo especifico para a regulagdo do
processo molecular da xantana ainda € desconhecido; é provavel que ambos
dependam da linhagem e das condi¢gdes sobre as quais o microrganismo € cultivado

(SUTHERLAND, 1990).

UDP-GIc UMPY
lipidioPq lipidio-P-P-Gicq]
. UDP-GIcY
Pif UDPY
lipidio-P-PY lipidio-P-P-Glc-GlcY
GOP-ManT
wantanaf GOPY
Acq Pir
Lipidio-P -P-Glc- Ic-lvian-GIcA-lquan'l Lipidio-P -P-Glc-Glc-Man
Ac-CoAY
CoAy
AT Act
lipidio-P-P-Glc-G c—MEn—GIcA—Manﬂ lipidio-P-P- Ic—GIc—M%n‘H
GOP-Manq ’“}'3'"
lipidio-P-P -Glc-Glc-Man- GlcAY

Figura 5 — Caminho proposto para biossintese da xantana (Glc: glucose, Man:
manose, Ac: acetila, CoA: coenzima A, GIcA: acido glucurdnico, PEP:

fosfoenolpiruvato, Pir: piruvato) (lelpi et al.,1993).
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O processo de excregcdo da xantana nao esta bem esclarecido, entretanto é
sugerido que a xantana deve ser liberada do pirofosfato lipidico, o qual é reciclado
através de uma desfosforilacido, enquanto o polissacarideo atravessa a membrana

externa e é liberado ao meio extracelular (GLAZER & NIKAIDO, 1995).

2.6 — Produgao de Goma Xantana

O meio de cultura, a linhagem do microrganismo e as condi¢gdes operacionais
influenciam a producdo e a estrutura da xantana produzida (GARCIA-OCHOA et al.,
2000; LETISSE; LINDLEY; ROUX, 2003). As condigdes de processo escolhidas para
a producgao industrial dependerdao ndo somente do rendimento desejado, como
também, do uso final do polimero e, por conseguinte, da qualidade e da finalidade

(SUTHERLAND, 1990; SUTHERLAND, 1996).

Para produzir goma xantana, a bactéria X. campestris precisa de varios
nutrientes, incluindo micronutrientes (potassio, ferro e sais de calcio) e
macronutrientes como fontes de carbono e nitrogénio. Glicose e sacarose sao mais
freqientemente usadas como fontes de carbono. A concentracdo da fonte de
carbono afeta a produgdo da xantana, sendo a concentragdo de 2 a 4 % preferida
pela bactéria. Altas concentragdes destes substratos inibem o crescimento.
Nitrogénio, um nutriente essencial pode ser fornecido como um composto organico

ou como uma molécula inorganica (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Souw & Demain (1979) realizaram os primeiros estudos nutricionais sobre a
composi¢cao do meio de producdo em batelada. Utilizaram diferentes fontes de
carbono e nitrogénio e concluiram que as melhores fontes de carbono sdo agucares,
especialmente glicose e sacarose. A sacarose revelou-se como o melhor substrato

para a producao de xantana, sendo ligeiramente superior a glicose. Os melhores
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resultados, em termos de peso do polimero/peso do meio fermentado, foram obtidos
quando a concentragdo inicial destes substratos era de 40 g/L. Observaram também
que a melhor fonte de nitrogénio era o glutamato a baixas concentragdes, sendo,
porém, um inibidor de crescimento quando usado em concentragdes superiores a
15mM. Encontraram para a linhagem NRRL B-1459 um aumento na producgéo de
xantana quando foram adicionados acidos organicos, como citrico e succinico,

devido a atuagao no controle do pH do meio, favorecendo a sintese da goma.

A concentracdo inicial do substrato no meio de cultivo também foi estudada
por varios autores. Lilly et al. (1958) obtiveram um fator de converséo de glicose em
produto de 79 % para a concentragao inicial de glicose de 10 g/L. Ja a maior
concentracgéao final de polimero (11,2 g/L) foi obtida quando 50 g/L de glicose inicial

foram utilizados, mas neste caso o fator de conversao foi de apenas 22 %.

Rogovin et al. (1961) testaram concentragdes iniciais de glicose de 10 a 100
g/L e perceberam um decréscimo acentuado da conversao em polimero, a medida
em que esta era aumentada, sendo a maior conversao, de 90 %, obtida para uma
concentragao inicial de glicose de 10 g/L. A concentragdo de polimero no meio
cresceu até um limite de glicose inicial de 40 g/L. Experimentaram fazer uma
fermentagdo com concentragdes iniciais baixas e adiciona-la aos poucos durante o
processo, mas a estratégia nao foi bem sucedida, pois o fator de rendimento obtido
foi 0 mesmo de quando a glicose era toda adicionada no inicio. Concluiram que a

concentracao de glicose inicial 6tima achava-se na faixa de 25 a 30 g/L.

Thonart et al. (1985) concluiram que a produgao de polimero é dependente da
concentragao inicial de agucar, enquanto que o crescimento do microrganismo nao

depende desta concentracao. Foi relatada uma produgao decrescente de polimero a
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medida que a concentracao inicial de glicose foi aumentada, caindo rapidamente a

razao polimero/biomassa para concentragdes iniciais maiores que 30 g/L.

Norton et al. (1984) perceberam uma dependéncia linear da viscosidade final
com a concentragdo inicial de glicose, que foi estudada na faixa de 12,5 a 20,0 g/L.
Os pesquisadores observaram que fermentagbes com concentragdes iniciais de
glicose acima de 20 g/L sdo complicadas pela alta viscosidade apresentada e por
problemas de mistura, que reduzem a conversdo e aumentam o tempo de processo.
Na realidade, foi constatado que a viscosidade durante a fase exponencial de
crescimento e inicio da biossitese do polimero, € independente da concentragao
inicial de glicose, mas a concentragdo residual desta limita uma posterior
biossintese, sendo entdo a viscosidade maxima ou final, dependente do nivel de

glicose (ALVES, 1991).

Alves (1991) avaliou o efeito de algumas fontes organicas e inorganicas de
nitrogénio, bem como o efeito da concentragdo inicial das fontes de nitrogénio e
carbono. Os resultados obtidos demonstraram que, dentre as fontes de nitrogénio
testadas, o nitrato de aménio € a mais adequada, levando a uma viscosidade final
do mosto mais elevada e a uma produtividade maior. Ficou também demonstrado
gue concentragdes iniciais baixas de nitrogénio resultam em um polimero de melhor
qualidade, embora tenha sido observado um limite para reducdo deste nutriente
(0,3 g/L). Concentragdes iniciais crescentes da fonte de carbono levaram a
viscosidades finais do mosto mais elevadas, bem como a fermentagdes mais longas
e menores fatores de rendimento (Yp/s). Verificou-se também que a sacarose é

capaz de substituir a glicose como fonte de carbono, sem efeitos adversos.

Galindo & Salcedo (1996) estudaram o efeito da adicdo de detergentes

Tween 40, Tween 80, Chaps e Triton X-100 na fermentacdo da xantana. Todos
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surfactantes, quando adicionados apds 24 h de cultivo, melhoravam a concentragao
final da goma xantana comparada a fermentagdo sem detergentes. Triton teve o
melhor efeito aumentando a produgdao da goma em um fator de 1,45 em erlenmayer
e 1,24 em bioreator. Observagdes microscopicas revelaram que as células das
bactérias foram maiores quando os detergentes estavam presentes. Foi visto
também que o caldo diluido da fermentacao contendo Triton foi mais viscoso que
aquele da fermentacao regular. Concluiu que o uso do Triton afetou fatores que
determinam a qualidade reoldgica do polimero, como o peso molecular e que
detergentes afetam a transferéncia de oxigénio sendo esta uma das razdes da

melhoria da producdo da xantana quantitativamente e qualitativamente.

Garcia-Ochoa et al. (2000) mostraram que nitrogénio, fésforo e magnésio
influenciaram o crescimento, ao passo que nitrogénio fésforo e enxofre influenciaram
a producdo de xantana. Uma composicao deduzida para uma producio o6tima foi a
seguinte: sacarose (40 g/L), acido citrico (2,1 g/L), NH4sNO3; (1,144 g/L), KH,PO4
(2,866 g/L), MgCl, (0,507 g/L), Na,SO4 (0,089 g/L), HsBO3 (0,006 g/L), ZnO (0,006
g/L), FeCls. 6H20 (0,020 g/L), CaCO3 (0,020 g/L), e HCI concentrado (0,13 ml/L); o

pH foi ajustado para 7.0 adicionando NaOH.

Papagianni et al. (2001) concluiram que a concentracéo da fonte de carbono
afeta a eficiéncia de conversdo de agucar em polissacarideo. A concentracdo de
glicose recomendada é de 10 a 50 g/L, e para concentragbes maiores, o rendimento

de produto decresce.

Substratos alternativos tém sido estudados em todo mundo na tentativa de

diminuir os custos de produgdao da goma xantana.

Rajeshwari et al. (1995) relataram um processo de produgdo de xantana

usando um meio modificado contendo “jaggery” e milhocina, bem como uma
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estratégia de alimentacao intermitente. Estas fontes de carbono e nitrogénio contém
varios nutrientes promotores de crescimento e tracos de metais, eliminando dessa
forma uma suplementacao nutricional. Os resultados indicaram melhor rendimento e

produtividade em xantana quando comparado a outros processos convencionais.

Yoo & Harcum (1999) fizeram estudos utilizando o meio de fermentacédo a
base de sacarose, suplementado com propor¢des crescentes de residuo de polpa
de beterraba, para a produgdo de goma xantana. Os testes mostraram que o residuo
de polpa de beterraba é potencialmente interessante para a produgdo de goma
xantana de grau nao-alimenticio e o rendimento da fermentagdo foi semelhante

quando comparado a fermentacdo em meio a base sacarose.

Papi et al. (1999) utilizaram uma variedade selvagem de X. campestris para
produzir goma xantana a partir de polpa de péssego suplementada com diversos

sais, mas a produgao de goma xantana foi de apenas 0,1 a 0,2 g/L.

Azuaje & Sanchez (1999) fizeram testes com varias fontes de carbono como o
xarope glicosado, sacarose, dextrina, amido de milho, amido de arroz, farinha de
soja, melago, soro em poé, bagaco de cana, entre outros, para selecionar um meio de
cultivo que tivesse um menor custo e estivesse disponivel na Venezuela. Os
resultados encontrados mostraram que os meios que possuiam uma relacao C/N
relativamente baixa (farinha de soja, soro de leite, torta de milho e cuticula de arroz)
favoreciam o crescimento da X. campestris, entretanto ndo obtinham meios com
incremento de viscosidade. Por outra parte, os materiais lignocelulésicos foram
nulos tanto em crescimento como no incremento da viscosidade do meio. A fonte de
carbono e energia selecionada para preparagao dos meios de cultivo, que obteve
maior rendimento de xantana (23 g/L) e que também obteve maior viscosidade

(7000 cP) do meio foi o xarope glicosado. As condigbes otimas de produgao
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determinadas em Erlenmayers de 1 L (contendo 200 mL de meio) e em fermentador,
tipo tanque agitado, de 14 L ( volume de meio de 10 L) foram: 50 g/L de agucares,

agitacao entre 250 e 1000 rpm e aeracéao entre 0,3 e 1,0 vvm.

Liakopoulou-Kyriakides et al. (1999) utilizaram para producdo de xantana
farinha de castanha como fonte de carbono, estudando também o efeito das
velocidades de agitagao 200, 400 e 600 rpm, na produgdo da goma em reator
batelada de 2 L. Encontraram uma produgdo maxima de xantana de 3,3 g/100 mL na

velocidade de agitagao de 600 rpm.

Lopez et al. (2001) testaram varias cepas de Xanthomonas campestris para a
producdo de goma xantana a partir de residuos aquosos de moinho de oliva. Este
residuo € uma fonte poluidora de grandes propor¢des na area do mediterraneo. Por
ter alta DBO e cor, tem o seu reuso altamente restrito devido a presencga de acidos
fendlicos simples e polimerizados, que inibiram o crescimento de algumas cepas e
consequentemente a producdo de xantana. Outras cepas foram mais resistentes,

mas a produgao da goma ficou prejudicada.

Nitschke et al. (2001) avaliaram a produgédo de xantana em diferentes meios
de cultura a base de soro de leite, utilizando o isolado X. campestris C7L., em reator
batelada de 16L, contedo 7L do meio de producado. Foi proposto um sistema
combinando soro integral (0,35 % de proteina) e soro filtrado (0,18 % de proteina). O
rendimento geral do processo foi de 55 % e a viscosidade do meio atingiu 18000cP.
O isolado C;L demonstrou capacidade de produzir gomas de alta viscosidade e

qualidade em soro de leite.

Yang et al. (2002) utilizaram a linhagem da bactéria X. campestris Xc17.

Tratamento desta linhagem com acido nitroso resultou no isolado de Xc17L com
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elevagcdo da atividade da - galactosidase capaz de crescer em meio a base de
lactose. A produgédo de xantana do isolado Xc17L em meio a base de lactose foi

semelhante ao meio a base de glicose.

Kalogiannis et al. (2003) fizeram uma avaliagdo da produgdo de xantana por
Xanthomonas campestris usando melago do acgucar de beterraba como fonte de
carbono. Na pesquisa foi estudada uma suplementagcdo deste meio com K;HPOq,,
extrato de levedura e triton 80 para melhorar a producédo da xantana. Os resultados
mostraram que somente o KoHPO,4 teve um efeito positivo na produgdo da goma

xantana.

Woiciechowski et al. (2003) produziram goma xantana do hidrolisado do
bagaco da mandioca utilizando fontes alternativas de nitrogénio. Os estudos
mostraram que o hidrolisado do bagago da mandioca preparado por hidrolise acida e
suplementados com uma fonte de nitrogénio pode ser um substrato para a produgéo
de goma xantana por processos fermentativos utilizando X. campestris. A melhor

producgao foi obtida quando nitrato de potassio foi usado como fonte de nitrogénio.

Alguns trabalhos relatam a importancia da selecdo de novas linhagens da
bactéria Xanthomonas campestris para a produgdo da goma xantana. As cepas
selecionadas revelam capacidades produtoras de goma com qualidade similares e
até superiores a goma xantana produzida pela linhagem NRRL B-1459, que é

referéncia para producio da xantana.

Segundo Galindo (1994) a cepa mais usada e estudada para produzir goma
xantana é a Xanthomonas campestris NRRL B-1459. O pesquisador afirma que é
possivel isolar cepas de Xanthomonas que produzam goma xantana, com qualidade

reologica similar a das gomas disponiveis comercialmente, a partir de programas de
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selecdo de linhagens. Ressaltou trabalho de pesquisa onde foi demonstrado que
mediante técnicas de selecio foi possivel o isolamento de cepas de Xanthomonas
capazes de utilizar lactose. Neste trabalho também chamou atencdo para as
primeiras publicagbes acerca da microbiologia de produ¢do de xantana, onde se
afirmava que a morfologia e a cor da colénia eram um indicativo da capacidade de
producdo e qualidade da goma. Seu grupo de trabalho concluiu que a melhor
maneira de avaliar a capacidade produtiva de uma cepa € submeté-la a cultivo com

condigdes controladas.

Nitschke & Thomas (1995) relataram o isolamento de cinco linhagens de
Xanthomonas campestris. Os caldos fermentados por estas linhagens foram
comparados com o caldo obtido usando a linhagem de colegéo de cultura (NRRL B-
1459), os quais mostraram alta viscosidade e uma melhor produgcdo de goma

xantana.

Nitschke et al. (1997) selecionaram linhagens de Xanthomonas campestris
pela capacidade de utilizar lactose e produzir xantana em meio contendo soro nao
hidrolisado e sais minerais. Os pesquisadores concluiram que a matéria-prima pode
ser usada como um substrato alternativo para a fermentagdo e que investigagdes
adicionais devem ser conduzidas para avaliar as caracteristicas quimicas da goma e

a viabilidade industrial do processo.

Lima (1999) avaliou a potencialidade de produgdo e determinou as
propriedades das gomas xantana biossintetizadas por trés linhagens de
Xanthomonas campestris pv. campestris, NRRL B-1459, LFR-3 e LFR-4, em
fermentador batelada de 2L sob condigdes controladas, com meio a base de glicose,
suplementado com extrato de levedura e sais minerais. Nos experimentos realizados

encontrou gomas com pesos moleculares diferentes, sendo que a linhagem da
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colecdo NRRL B-1459 apresentou maior peso molecular, seguidas pela LFR-4 e

LFR-3.

As etapas fundamentais para a produgdo de goma xantana, assim como o
suporte necessario a esta producido, podem ser resumidos como apresentado na

Tabela 3.

Tabela 3 — Passos chaves para tipica producédo de xantana.

Etapas do processo Escala e operacao Suporte
Preservacdo da cultura | Periodo longo: liofilizada; freezer Melhoria espécie;
X. campestris Periodo curto: meio sélido Teste viabilidade cultura.
inclinado
Preparo do in6culo Erlenmayers Composicao meio crescimento;

Condigbes operacionais
controladas;

Testes para contaminantes.

Estagio produgéao Bioreator Projeto equipamento;
Composi¢cao meio produgao;
Condigbes fermentacao.

Separacao Térmica, quimica ou enzimatica; Processo para desativagéo e
Centrifugacao ou filtragédo remogao das células
Isolamento Precipitacéao; filtracao Desenvolvimento métodos

de extragao e purificagao.

Fonte: Garcia-Ochoa et al. (2000, p. 553).

O processo para produgdo de xantana € mostrado na Figura 6. Primeiro a
cultura do microrganismo selecionada é preservada por método que mantenha
estaveis as propriedades da cepa. Uma pequena quantidade da cultura estocada é
propagada em meio liquido para obtengdo do in6culo que é utilizado no bioreator.
Apds a fermentagao, o caldo é pasteurizado ou esterilizado, seguido pelas etapas de
recuperacao e purificagdo do produto.O crescimento do microrganismo e a produgao
da xantana sao influenciados por fatores como o tipo do bioreator usado, o modo de
operagao (batelada ou continuo), a composigdo do meio e as condi¢cdes de cultura

(temperatura, pH, concentragdo de oxigénio dissolvido) (Garcia-Ochoa et al., 2000).
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Figura 6 — Fluxograma do processo de produc¢ao de xantana.

Fonte: Garcia-Ochoa et al. (2000, p. 552).

As temperaturas empregadas para producdo de xantana estdo na faixa de 25
a 34 °C. Cadmus et al. (1978) concluiram que a fermentagdo em temperatura mais
alta melhora a produgao da xantana, mais diminui o conteudo de piruvato. De acordo
com Casas et al. (2000) ocorre um grau maximo de piruvilagdo na temperatura de

27 °C.

Thonart et al. (1985) afirmam que temperatura 6tima de processo seria em

torno de 33 °C, propondo uma temperatura de 25 °C para crescimento e 30 °C para
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producdo. Shu & Yang (1990) alegaram que a temperatura ideal depende do
objetivo final. Para uma alta produgédo de xantana uma temperatura entre 31 e 33 °C
foi recomendada, mas cultivo entre 27 e 31 °C foi melhor para se alcangar um alto

conteudo de piruvato na goma.

Garcia-Ochoa et al. (2000) estudaram a influéncia da temperatura na
producdo de xantana pela bactéria Xanthomonas campestris, usando um meio de
producao otimizado. Testes foram realizados nas temperaturas de 25, 28, 31 e
34 °C, com uma mesma composicao de meio e pH inicial de 7,0. As temperaturas 28
e 31 °C levaram a produgdes semelhantes de xantana, em torno de 9,5 g/L. Nas
temperaturas de 25 e 34 °C a producédo foi em torno de 7,0 g/L, apdés 40h de

fermentacao, com agitagao inicial de 210 rpm.

A maior parte dos autores concorda que o pH neutro é aquele 6timo para
crescimento de Xanthomonas campestris. No processo fermentativo para produgao
de xantana o pH normalmente decresce, mas € mantido por adicdo de base para
continuar a produgédo da goma. Controlando o pH préximo da neutralidade a sintese

do polissacarideo continua até o substrato ser exaurido (WHISTLER, 1993).

Segundo Kennedy & Bradshaw (1984) o pH do meio de fermentagao
decresce devido a formagédo de acidos organicos e radicais acidos existentes na
estrutura da xantana. Valores inferiores a 5,0 diminuem drasticamente a produgao
da goma, sendo necessario controlar o meio de fermentagao no pH 7,0, pela adigéo

de alcalis durante o processo.

Contradizendo estes dados Papagianni et al. (2001) observaram um aumento
no pH do meio de 7,0 para 9,0-9,5 utilizando uma rotagcdo de 600 rpm em
fermentador batelada de 2,0 L, com volume util de 1L. O fato foi atribuido as

variacdes e peculiaridades das cepas utilizadas.
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Segundo Garcia-Ochoa et al. (2000) alguns autores sugerem que nao é
necessario o controle de pH no processo fermentativo, mas outros recomendam o
controle em pH neutro, usando alcalis como KOH, NaOH e NH4,OH. Um estudo dos
efeitos do pH mostra que o controle deste fez efeito no crescimento celular, mas nao
teve efeito na produgdo da xantana. Quando o pH é controlado, a produgdo de
xantana cessa quando a fase estacionaria de crescimento é alcancada e este efeito
€ independente do alcali usado para controlar o pH. Quando o pH n&o é controlado,

a producgao de goma continua durante a fase estacionaria de crescimento.

Nos processos fermentativos, a maxima produtividade e a maxima
concentracdo de produto alcancada estio relacionadas e limitadas pela taxa de
transferéncia de oxigénio e remocgao de calor, que por sua vez sdao determinadas
pelo sistema de mistura e desenho do vaso de fermentagdo empregados, bem como
pelas propriedades reolégicas do mosto, que no caso de produtos como o0s
exopolissacarideos, tém extrema influéncia sobre os fendmenos de transferéncia de
calor e massa. Estas propriedades reoldgicas, que sao geralmente a razdo pela qual
0s exopolissacarideos sido produzidos, acarretam também problemas para sua
producdo. Os mostos sdo altamente viscosos e apresentam comportamento nao-

newtoniano (ALVES, 1991).

Segundo Alves (1991) o projeto adequado do equipamento e a correta
extrapolacdo de escala destes processos passam necessariamente pelo perfeito
entendimento das relagbes existentes entre a reologia do fluido, poténcia de

agitacao e transferéncia de calor e massa.

O processo para obtengdo de goma xantana € conduzido sob aeragcado e
agitacdo. Durante o processo fermentativo, acontecem muitas mudangas nas

propriedades reoldgicas do mosto devido a produgdo do biopolimero. Estas
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mudangas, que incluem um grande aumento na viscosidade aparente do caldo
combinados com as propriedades de pseudoelasticidade e viscoelasticidade, fazem
do processo um sistema muito complexo em termos de mistura (GALINDO, 1994).
Segundo Galindo (1992) as mudangas na viscosidade durante a cultura excedem 4
ordens de magnitude, maior até que aquelas encontradas em processos de
polimerizagcdo de alta viscosidade da industria quimica. Com esse aumento da
viscosidade, sao observados frequentemente, problemas como a limitagcdo na
transferéncia de oxigénio para as células, que afeta a producéo e qualidade da
goma produzida. Portanto, o controle adequado da agitacido e da aeragao é de

extrema importancia para uma boa conducéo da fermentacao.

Em uma fermentagédo tipica, onde ndo se controla o oxigénio, o peso
molecular da xantana tem um rapido incremento durante a fase de crescimento da
bactéria. Na fase estacionaria, quando se produz a maior parte do polimero, o peso
molecular médio tende a decrescer ligeiramente em fungdo da transferéncia de
oxigénio no cultivo. E por isso que o peso molecular médio do produto final depende

em grande parte do grau de limitagdo de oxigénio (GALINDO, 1994).

Flores et al. (1994) estudaram o efeito da tensédo de oxigénio dissolvido (TOD)
durante o processo de fermentacao, avaliaram a qualidade da xantana e concluiram
que uma forte TOD determina o comportamento reolégico do meio de cultura e

consequentemente, a qualidade da xantana.

De acordo com Garcia-Ochoa et al. (2000) varios tipos de biorreatores tém
sido usados para produzir xantana, mas o CSTR é mais empregado frequentemente.
Nesses reatores agitados a taxa de transferéncia de massa de oxigénio é

influenciada pela a taxa de escoamento de ar e a velocidade de agitagdo. A Tabela 4
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sumariza alguns valores tipicos desses parametros encontrados por varios

pesquisadores.

Tabela 4 — Condicbes operacionais usadas para produzir xantana.

A . Temperatura Volume | Taxa Aeracao | Rotacao
Referéncia Biorreator (°C) pH (L) (L/L min) (rpm)
Rogovin et al. 28 7 227 0,5 90-290

(1965) 2268 30-250
Moraine et al. 28 7 - 1 1000
(1966)
Moraine et al. 28 7 8 1 500-1000
(1971)
Moraine et al. 28 7 - - -
(1973)
Cadmus et al. Tanque-agitado 20-30 6,8 10 1,5 225-300
(1978)
Souw e Demain 25 7 - 0,5 500
(1980)
Kennedy et al. 30 7 3,5 0,5 400-600
(1982)
Pinches e Pallent 30 7 10 0,4 600
(1986) 2,5 1000
De Vuyst et al. 28 7 6 1 250-700
(1987)
Funahashi et al. 30 7 6 1 350-1200
(1987)
Peters et al. 28 7 - 0,3 200-800
(1989)
Schweikart e Quilan 26 7 1,2 1 300-1300
(1989)
Pons et al. Coluna 29 6,9 13 1 -
(1989) borbulhamento 1,5
Shu e Yang 20-34 7 - 1,16 800
(1990)
Pons et al. 29 6,9 3,6 0,3 500-900
(1990) 0,6
Zaidi et al. (1991) Reator tipo jato 28 7 100 0,33 -
Suh et al. Coluna 28 50 7,7-54 -
(1992) borbulhamento
tipo “Airlift”
Kessler et al. (1993) 27 7 60-70 5-10 -
Garcia-Ochoa et al. 28 7 1,5 1 210-1200

(1997)

Fonte: Garcia-Ochoa et al. (2000, p.552).
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Quando o CSTR é usado, a taxa de escoamento de ar é geralmente mantida
em um valor constante, usualmente 1L/L min. A velocidade de agitagdao varia em
uma ampla faixa. Alguns autores usam uma velocidade constante, enquanto outros

variam essa agitacao durante a fermentacao (Tabela 4).

A escolha correta do tipo do agitador € essencial, pois além de viabilizar uma
melhor dispersdo do ar no meio, também faz aumentar a taxa de transporte de
nutrientes através da membrana da célula, favorecendo o crescimento microbiano

(LIMA, 1999).

A producao de xantana em escala industrial permanece sendo realizada por
operagbes em batelada, apesar das vantagens apresentadas pelo sistema continuo.
No sistema continuo se tem alcancado as maiores produtividades especificas
conhecidas, mas esta fermentacao tem apresentado problemas praticos em escala
industrial, entre essas, esta a dificuldade em se manter a esterilidade, podendo
ocorrer mutantes de rapido crescimento que nao produz xantana. Outro problema é
que no meio de cultivo fica uma grande quantidade de carboidrato sem utilizar, o
qual prejudica a economia do processo e dificulta a separagdo posterior

(www.patagon.8m.com/Xanthana.html, 2005).

Tem sido estudada a modalidade batelada alimentada, na qual a fonte de
carbono ¢ adicionada gradualmente. Esta permite manter o nivel de agucar entre 30
e 40 g/L, os quais sao 6timos para produgdo de xantana. A aplicagao industrial da
modalidade batelada alimentada n&o tem crescido devido ser o incremento de
producao pequeno e ao final do processo ficar uma grande quantidade de agucar

residual (www.patagon.8m.com/Xanthana.html, 2005).
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A producao em batelada da goma xantana pode ser regida pela equagao de
Verhulst - Pearl para o crescimento celular e pelo modelo de Luedeking-Piret para

formagao de produto e consumo de substrato (WEISS & OLLIS, 1980).

A cinética de crescimento é descrita pela equacgao logistica de Verhulst-Pearl
na qual o crescimento celular € governado por uma relagdo hiperbdlica e ha um
limite para a concentragcdo maxima de biomassa atingivel.

dx X
E:/umaxx l_x (1)

Onde Y max € Xmax S80 a velocidade especifica maxima de crescimento celular
e a concentragdo maxima de células atingivel, respectivamente. Esta equagao tem
sido usada com sucesso ao descrever as cinéticas de varios sistemas de

fermentagcdo para polissacarideos (WEISS & OLLIS, 1980; PINCHES &

PALLENT, 1986; CARREON et al., 1998).

Para a formagao do produto, o modelo de Luedeking — Piret, desenvolvido
originalmente para representar a formagao de acido lactico por Lactobacillus

delbrueckii (BAILEY & OLLIS, 1986; SCHMIDELL et al., 2001) estabelece que:

—=a—+[x (2)

onde “a” e “B” s&o constantes empiricas que podem variar com as condigdes
de fermentacao (temperatura, pH ) e p, a concentragcédo de produto. O modelo indica
que a velocidade de formagao do produto é linearmente proporcional a velocidade
de crescimento celular (crescimento associado) e a concentracéo instantanea de
biomassa (crescimento ndo associado). A conveniéncia deste modelo € que B pode

ser facilmente avaliado na fase estacionaria quando:
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( j
dt . 3
@ =0 ﬂ — estaciondria ( )

dt x max

deixando o parametro a (crescimento associado) ser avaliado dos dados da

fase de crescimento. Substituindo 3, a Equacgao 2 toma a seguinte forma:

P(t):a@+ﬂx+Po (4)
dt

Um balanco do substrato utilizado para a fermentacdo de polissacarideos

pode ser escrito pela Equagao 5, que considera a conversdo do substrato a massa

celular e produto, bem como o consumo de substrato para manutencgao:

—=—+——+Kx (5)

O ultimo termo da Equacéao 5 corresponde ao substrato usado para atividades
como motilidade celular, trabalho osmético, estocagem de nutrientes e outros

processos e esta relacionado a fungbes de manutencdo (MULCHANDINI

et al., 1988).

Substituindo a Equacgao 2 em 5 temos:

—ds |1 L@ @4_ 'B—i-Kex ©)
dt Yx/s Yp/s dt Yp/s

Simplificando:
—ds dx
T ey 7
AR (7)

Ambos y (crescimento associado) e m (crescimento ndo associado) séo

avaliados da mesma maneira que a e f.
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As Equacgdes 1, 2 e 5 representam uma completa descricdo de uma cinética
em batelada. Podem ser resolvidas analiticamente e desta forma obter os

parametros analiticos (LIMA, 1999).

As maiores conveniéncias das Equacbes 2 e 7 sao que os parametros de
crescimento ndo associado, B e n podem ser avaliados com dados da fase
estacionaria (dx/dt=0), conduzindo somente o0s parametros de crescimento
associado, a e y a serem avaliados dos dados da fase de crescimento (WEISS &

OLLIS, 1980).

Para os exopolissacarideos produzidos por Xanthomonas campestris,
Aureobasidium pullulans (pululana), Azobacter vinelandii (alginato) e Pseudomonas
sp., as equagdes 1, 2 e 5 proporcionam uma razoavel descricdo da evolugado da
concentracdo de biomassa, produto e substrato com o tempo. A producédo dos exo-
biopolimeros pode ser de crescimento associado (pululana e alginato), crescimento
nao associado (biopolimeros de Pseudomonas sp) ou mista (goma xantana) (WEISS

& OLLIS, 1980; PINCHES & PALLENT, 1986).

Os parametros cinéticos a, B, y € n para espécies microbianas dependem das
condi¢cbes operacionais € da composi¢gao do meio de cultura. Isto implica que a
avaliacdo de tais parametros necessita ser extraida de dados experimentais para

condicdes particulares (CARREON et al., 1998).

A recuperagdo da xantana a partir do caldo de fermentagcdo é geralmente
dificil e onerosa. Estima-se que mais de 50% do custo de produgdo deste
biopolimero esta associado a aspectos de recuperagao (GALINDO, 1994; 1996). O
final do caldo da fermentagdo contém 10-30 g/L xantana, 1-10 g/L células e 3-10 g/L

nutrientes residuais e outros metabdlitos (GARCIA — OCHOA et al., 1993). Por causa
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da alta concentragdo de xantana, o caldo é altamente viscoso e dificil para
manusear. Este geralmente é diluido em algum estagio do processo. A alta
viscosidade complica a remocado da biomassa do caldo. O método especifico de

purificacdo é determinado pelo uso final da goma e fatores econdmicos.

Para determinadas aplicacbes a presenca de células afeta diretamente o
desempenho do produto, tornando a sua remocgao essencial. Por exemplo, a goma
utilizada como aditivos em alimentos, que deve ser livre da biomassa e reagentes
usados na recuperacao do processo. Em produtos visualmente transparentes, como
alguns cosméticos e na recuperagao de petrdleo quando a presenga de células, na
lama de perfuragdo, pode causar entupimentos (ALVES, 1991; GARCIA-OCHOA

et al., 2000).

Os objetivos dos processos de recuperagado sao: a concentragdo do mosto
fermentado ou a extracdo do polimero, resultando em um produto sdlido, de facil
manuseio, transporte e estocagem; purificagdo para reduzir o nivel de sdlidos, tais
como células e sais, melhorando as propriedades funcionais, cor odor ou paladar do
produto; desativacdo de enzimas contaminantes indesejaveis como as celulases e
pectinases; modificagdes nas propriedades quimicas do produto para melhorar sua

funcionalidade (ALVES, 1991).

Os principais passos do processo de recuperagao sao a desativacédo e
remogao das células microbianas, precipitagcdo do biopolimero, lavagem e filtragao,
secagem e moagem. Estes processos devem ser feitos sem degradagdao do
biopolimero. O produto final € usualmente um pd seco ou uma solugao concentrada.
Numerosos métodos tém sidos desenvolvidos para desativar ou remover as células

do caldo. Tratamentos com quimicos (alcali, hipoclorito, enzimas), por meios
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mecanicos e tratamentos térmicos sdo utilizados. Quando enzimas sao usadas,

devem ser removidas do meio (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A xantana em solucdo pode ser vista como um coldide hidrofilico formando
uma solugcdo verdadeira em &agua. Precipitacdo do polimero é encontrada por
decréscimo da solubilidade do coldide dissolvido, usando métodos como adicido de
sais, adigao de solventes miscivel em agua e concentragao por evaporagao. Opgoes
de recuperagao tém sido estudadas incluindo precipitagdo com solventes organicos
como etanol e alcool isopropilico; o uso de misturas de sais e alcool e precipitagao
com sais trivalentes ou tetravalentes. O uso de ultrafiltracdo também tem sido
reportado. A técnica mais comum usada para o isolamento primario e purificacdo da
goma ¢é a precipitagdo usando nao solventes do polissacarideo que sejam misciveis
em agua, como alcoois, sendo a recuperagdo deste essencial por razdes
econdmicas. O custo operacional, no caso, é determinado pela quantidade de alcool
gasto por peso de produto durante o processamento e o custo de destilagdo. O
volume de alcool necessario para a precipitacdo da xantana € independente da
concentracdo de polimero no mosto, mas é afetado pela concentragao de certos
sais, sendo a quantidade minima, dependente da forga ibnica. Geralmente a adigao
de um eletrdlito (sal) ajuda na precipitacédo, neutralizando cargas no polissacarideo.
A adicao de cloreto de potassio ao mosto, por exemplo, diminui 0 volume de alcool

requerido em cerca de 30% (ALVES, 1991; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Os alcoois metanol, etanol, isopropanol e a acetona como sdo nao solventes
para o polissacarideo, podem ser adicionados ao caldo da fermentagdo nao
somente para diminuir a solubilidade até ocorrer a fase de separagdao, mas também

para lavar e extrair impurezas, componentes coloridos, sais e células.
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A goma depois de precipitada € removida através de equipamentos
tradicionais como filtros e centrifugas ou por ultrafiltragao (SCHIMIDELL et al., 2001).
Os solidos obtidos, neste estagio de separagcdo sao lavados com alcool/agua,
removendo grande parte das impurezas, como sais inorganicos e pigmentos, e
entdo secos a vacuo ou pela passagem forgcada de ar quente ou gas inerte. As
condigdes de secagem devem ser tais, que evitem a degradacéo quimica, coloragéo
excessiva, ou mudangas na solubilidade do produto (ALVES, 1991; GARCIA-

OCHOA et al., 2000).

O produto seco é entdo moido a um mesh pré-determinado para controle da
dispersabilidade e taxa de dissolugcdo. A maior parte da xantana comercial tem uma
umidade final de cerca de 10%. Finalmente, o material usado para embalar a goma
deve ser impermeavel porque a xantana € higroscopica e sujeita a degradagéao

hidrolitica (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

2.7 — Propriedades Reolégicas da Goma Xantana

A reologia ou “ciéncia do escoamento” estuda as propriedades que
caracterizam o comportamento de materiais quando submetidos a deformacéao
correlacionando a tensdo e a taxa de deformagdo (cisalhamento)

(WOICIECHOWSKI, 2001).

Considerando que a matéria pode ser classificada como sélida, liquida ou
gasosa, a deformagao de um solido pode ser caracterizada por leis que descrevem a
alteracdo de seu volume, tamanho ou forma, enquanto que o escoamento de um
fluido, liquido ou gas, € caracterizado por leis que descrevem a variagao continua da

taxa de deformagao em fungao das forgas ou tensdes aplicadas (MACHADO, 2002).



OLIVEIRA, S. H. REVISAO BIBLIOGRAFICA 52

Segundo Machado (2002) a deformagao de um corpo pode ser dividida em

dois tipos:

e deformagdo espontanea e reversivel, conhecida também como

elasticidade;
e deformacao irreversivel, conhecida como escoamento.

A constante de proporcionalidade entre a tensdo e a velocidade de
deformagéo (cisalhamento) € denominada viscosidade, que é caracterizada pela
resisténcia contra o deslizamento entre duas camadas de meio, quando submetidas
a forga tangencial aplicada no seu plano. A viscosidade de um fluido é funcdo dessa
resisténcia que necessita tanto mais forga para deslizar uma camada sobre a outra
quanto maior for a resisténcia ao movimento e que é chamada de cisalhamento
(WOICIECHOWSKI, 2001). A representacao desta definicdo pode ser expressa pelo
modelo de dois planos paralelos de fluido de areas iguais (S), separados por uma
distancia (Y), e movendo-se em uma mesma diregcdo com velocidades diferentes

(dVv/dY), conforme representado na Figura 7.

Ve

Figura 7 — Representacao grafica para a definicao de viscosidade.

Fonte: Woiciechowski (2001, p.31).
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De acordo com Machado (2002), tensdo de cisalhamento é a forgca por
unidade de area cisalhante, necessaria para manter o escoamento do fluido. A

resisténcia ao escoamento € que solicita esta tensao, que pode ser expressa por:

T =

F
— 8
S (8)
F é a forga aplicada na direcdo do escoamento e S é a area da superficie

exposta ao cisalhamento. As suas unidades usuais sd0 o N/m? ou pascal (Pa),

dina/cm? e Ibf/ft?, nos sistemas internacional (SI), c.g.s. e inglés, respectivamente.

A taxa de cisalhamento é definida como o deslocamento relativo das
particulas ou planos de fluido e, esta relacionada com a distancia entre eles. A taxa
de cisalhamento é também denominada de grau de deformacgdo ou gradiente de
velocidade e pode ser definida através de uma expressdo matematica que relacione

a diferenca das velocidades entre duas particulas ou planos vizinhos com a distancia

entre eles.
oAV

=27 9
YT AY 9)

AV é a diferenga de velocidade entre duas camadas de fluido adjacentes e AY

¢ a distancia entre elas. A unidade é o s™.

Para fluidos viscosos Newtonianos (fluidos que se deformam continua e
irreversivelmente, sob a agao de forcas, sendo esta deformacdo conhecida por
escoamento), a tensdo de cisalhamento € proporcional a taxa de cisalhamento, onde
a constante de proporcionalidade é por definicdo a viscosidade dinamica do fluido,

como explica a expressao a seguir:

r=—pL (10)
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ov 0

r=—ﬂ(a—yj=ﬂ7 (11)

Da equacéo(11) pode-se definir a viscosidade dindmica de um fluido como a

relagao entre a tensao de cisalhamento e a taxa cisalhante.

H=17 (12)

A equacéo (12) define a viscosidade dindmica de um fluido como a relacdo
entre a tensio de cisalhamento e a taxa cisalhante. Ja a viscosidade cinematica é a

viscosidade do fluido dividida pela sua massa especifica.

y=H (13)
Yo
Onde v é a viscosidade cinematica e p a massa especifica do fluido.

A unidade mais usual de viscosidade €& o centipoise (cP = poise/100),
submultiplo do poise, definida por 0,01 g/(cm.s), derivado do sistema c.g.s. No
sistema internacional de unidades(Sl), a unidade de viscosidade é o Pa.s. Mas a
unidade de viscosidade mais empregada neste sistema o milipascal.segundo

(mPa.s), cuja relagdo com o cP é unitaria, TmPa.s é igual a 1cP.

Segundo Machado (2002), os fluidos viscosos podem ser classificados em
funcdo do seu comportamento de escoamento ou reoldgico. Para se determinar este
comportamento reolégico é necessario a determinagao experimental e analise da
relacdo entre a tensdo cisalhante e o gradiente de velocidade ou taxa de
cisalhamento, para uma determinada condigdo de temperatura e pressdo. A
equacao matematica entre estas duas variaveis € conhecida como equacido de

escoamento e a sua representacao grafica € conhecida como curva de escoamento.
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Os fluidos se classificam de modo abrangente em Newtonianos e nao-
Newtonianos. Todas as curvas da Figura 8, exceto a curva (a), se referem a tipos ou

modelos de fluidos nao-Newtonianos.

k)

{c)

Tens#o de cisalhamento ()

{a)

{d)

Taxa de cisalhamento (y)
Figura 8 — Curvas de escoamento de alguns tipos de fluidos: (a) newtoniano; (b)
binghamiano ou plastico ideal; (c) pseudoplastico; (d) dilatante e (e) pseudoplastico
com limite de escoamento.
Fonte: Machado (2002, p.21).

De acordo com Bretas (1987) os fluidos podem ser classificados conforme o
comportamento da sua viscosidade. Assim os fluidos que apresentam viscosidade
independente da velocidade de cisalhamento sdao denominados de Fluidos

Newtonianos e matematicamente sao definidos pela equagao (12):

De um modo geral, os gases e todos os sistemas homogéneos e
monofasicos, compostos de substancias de baixo peso molecular, comportam-se
como fluidos Newtonianos, em regime de escoamento laminar. Sdo exemplos o ar, a
agua, os oleos “finos” e seus derivados, as solugdes salinas, o mel, a glicerina, entre

outros.
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Os fluidos onde a viscosidade é dependente da tensdo de cisalhamento sao
chamados nao-newtonianos. Sao classificados conforme o aspecto da curva de
escoamento e apresentam correlagdo com alguma equacado ou modelo matematico

(MACHADO, 2002).

Os fluidos ndo-newtonianos podem ser definidos pela relacao:

T
ll’la = F (14)
4

Onde a viscosidade p, variavel como fungdo de y, € denominada de
viscosidade aparente, isto é, a viscosidade que o fluido teria se fosse Newtoniano,
naquela condicdo de escoamento. Esta viscosidade s6 € valida para uma
determinada taxa de cisalhamento, isto €, sempre que for citada, esta propriedade
deve vir acompanhada da taxa de cisalhamento correspondente. Sdo exemplos de
fluidos n&o-newtonianos as dispersdes de argila em agua, as emulsdes
concentradas de 6leo em agua e agua em oOleo, as solugdes de polimeros (goma
xantana), os fluidos gelificados usados nas operacgdes de perfuracdo e completagéo

de pocos, as pastas de cimento e os petroleos e derivados muitos viscosos.

Os fluidos viscosos também podem ser caracterizados ou definidos através
da relagao entre a viscosidade e a taxa de cisalhamento, para uma mesma condigao
de temperatura e pressdo (MACHADO, 2002). Esta representagdo grafica é
conhecida como curvas de viscosidade. A Figura 9 ilustra curvas de viscosidade

para alguns tipos de fluidos.
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() {d)

a)

N

Viscosidade ()

Taxa de cisahamento &)

Figura 9 — Curvas de viscosidade de fluido: (a) newtoniano; (b) binghamiano ou

plastico ideal; (c) pseudoplastico e (d) dilatante.

Fonte: Machado (2002, p.22).

Segundo Machado (2002), os fluidos nao-newtonianos sao normalmente
divididos em trés classes, que dependem do histérico e das condicbes a que a

amostra é submetida:

1- Aqueles cujas propriedades sao independentes do tempo;
2 - Aqueles cujas propriedades sao dependentes do tempo;
3 - Aqueles que apresentam propriedades intermediarias, entre um sélido

perfeito (elastico) e um liquido perfeito (newtoniano).

Na primeira classe estdo os fluidos cuja viscosidade depende somente do
valor da tensdo de cisalhamento (t). Dentro desta classificacédo de fluidos, temos
diversos tipos de comportamento de materiais que sdo denominados viscoplasticos

ou de Bingham, dilatantes e pseudoplasticos (LENK, 1978).

Os materiais que apresentam o comportamento de Bingham, para

comecgarem a fluir necessitam de uma tensdo de cisalhamento minima, e apos o
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inicio do escoamento mantém uma relagdo constante entre a tensao e a velocidade
de cisalhamento. Como exemplos destes fluidos, podem ser citados os dentifricios,

margarina, polpa de papel e a maioria das tintas (BRETAS, 1987).

Para o comportamento dilatante e pseudoplastico, ndo ha necessidade de
uma tensao inicial de escoamento; tais fluidos apresentam viscosidade que varia de
forma nao-linear com a velocidade de cisalhamento. Assim um aumento na
velocidade de cisalhamento corresponde a um aumento na viscosidade dos
materiais com comportamento dilatante, enquanto que a viscosidade dos materiais
que apresentam um comportamento pseudoplastico diminui com o aumento da
velocidade de cisalhamento. Os materiais pseudoplasticos incluem a maioria dos
fluidos nao-newtonianos, como, por exemplo, solu¢gdes poliméricas, acetato de
celulose, maionese, suspensdes de polpa de papel e pigmentos
(CHEREMISINOFF, 1992). A maioria dos polimeros sintéticos no seu estado fundido
e das solugdes aquosas de polissacarideos sdo exemplos de materiais

pseudoplasticos (LOPES, 1989).

Os fluidos ndo-newtonianos pertencentes a segunda classe, ou seja, aqueles
cujas propriedades reoldgicas sao dependentes do tempo sdo denominados de
reopéticos (ou anti-tixotropicos) e tixotrépicos. Nestes fluidos, a viscosidade
aparente muda com o tempo de atuacdo da deformacdo de cisalhamento,
mantendo-se as outras variaveis, como temperatura, pressao e taxa de deformacao,
constantes. Materiais que se tornam mais viscosos durante a transformacdo em
cisalhamento suave sdo chamados reopéticos (suspensdo de gesso, solos), e 0s
que se tornam menos viscosos sao chamados tixotropicos (tinturas, varios
lubrificantes) (CHEREMISINOFF, 1992). Os materiais tixotrépicos sao

inevitavelmente pseudoplasticos, mas nem todo pseudoplastico ¢é tixotropico
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(LENK, 1978). Podemos acrescentar, ainda, que o fluido reopético exibe um
aumento da viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento, de modo
semelhante aos fluidos dilatantes. Entretanto, em um fluido reopético, a viscosidade
aumenta com o tempo de cisalhamento, a uma velocidade de cisalhamento

constante (LIMA, 1999; MACHADO, 2002).

A Ultima classe dos fluidos nao-newtonianos é representada pelos fluidos
viscoelasticos. As propriedades apresentadas por estes materiais poderiam ser
caracterizadas como intermediarias, entre as de um solido elastico e de um liquido

viscoso (MACHADO, 2002).

Um material € descrito como viscoelastico quando, em suas propriedades
mecanicas, parte da energia € armazenada e outra parte é dissipada como calor. Na
verdade, todos 0s corpos reais sao viscoelasticos (GRAESSLEY, 1984). Um fluido
viscoelastico em equilibrio, quando submetido a uma tensao cisalhante, responde de
dois modos sobrepostos. Primeiro, o material exibe uma resposta elastica, que
corresponde ao deslocamento das moléculas de sua posi¢ao inicial para uma nova
posicao de equilibrio. Isto ocorre logo apds a aplicagao da tensdo e € chamado de
tempo de relaxamento. Durante este tempo, o trabalho exercido sobre o material é
armazenado sob a forma de energia e, se a tensao for removida, o corpo tende a
recuperar sua forma original, o que nao ocorre completamente devido a
manifestacido da parte viscosa do material. O escoamento viscoso €, portanto, o
segundo modo de resposta a tensao, iniciando-se também logo que esta € aplicada.
Se a tensao for mantida, uma taxa de deformacido constante & alcancada e o
trabalho realizado para manutencdo do escoamento € dissipado como calor. O
escoamento viscoso €, por conseguinte, irreversivel espontaneamente, podendo

continuar mesmo apés o alivio da tenséo (TAGER, 1978). Podem ser citados como
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exemplos desta classe de fluidos, polimeros como o nailon, varias solugdes

poliméricas e geléias (CHEREMISINOFF, 1992).

Vale a pena ressaltar que os comportamentos reoldgicos discutidos para os
fluidos nao-newtonianos nao se excluem entre si. Um fluido viscoelastico, por
exemplo, pode apresentar caracteristicas pseudoplasticas e tixotropicas

dependendo das condig¢des a que é submetido (LOPES & ANDRADE, 1991).

A classificacdo dos fluidos com seus reogramas (curvas de escoamento)
tipicos, bem como suas equagdes reoldgicas de estado sdo apresentadas na Tabela

5.

Tabela 5 — Classificagao dos fluidos de acordo com o seu comportamento reoldgico.

Viscosidade

Tipo de fluido  Reograma Equ?ga_o aparente
constitutiva A
(Ma=ty")
_ Constante
Newtoniano 1 T=My
Ma=H
Y

Decresce com o

Pseudoplastico =Ky" aumento da taxa
(Lei de poténcia) n<1 de cisalhamento
ba= Ky

Aumenta com o
=Ky" aumento da taxa
n>1 de cisalhamento

Dilatante
(Lei de poténcia)
Ma= K'Yn_1
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Tabela 5 — Classificagao dos fluidos de acordo com o seu comportamento reoldgico
(Continuacéo).

Viscosidade
aparente

(Pa=TY-1)

Equacao

Tipo de fluido  Reograma constitutiva

Decresce com o
aumento da taxa
de cisalhamento

Plastico . guando a tenséao
. . =1 +K e L,
Binghamiano to[~ < 0T RpY inicial to €
: excedida
Y T
p,=—+K,

Y

Decresce com o

aumento da taxa

de cisalhamento

quando a tensao
v =1+ Ky inicial 7o é
excedida

Plastico 1
Cassoniano o[ <

Fonte: ATKINSON & MAVITUNA, 1991.

Sendo K o indice de consisténcia, que indica o grau de resisténcia do fluido
diante do escoamento. Quanto maior o valor de K, mais “consistente” o fluido sera.
O n indica fisicamente o afastamento do fluido do modelo Newtoniano. Se o seu
valor se aproxima de um, entéo o fluido esta préximo do comportamento Newtoniano
e Tp € a tensdo minima, denominada de limite de escoamento, para que haja alguma

deformacéo cisalhante.
Existem mais dois modelos importantes de fluidos pseudoplastico:
1 — Modelos de Herschell-Buckley

Também conhecido como fluido pseudoplastico com limite de escoamento ou

fluido de poténcia modificado. A equacao que o define é:
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r=K(y) +1, para 1> 1o (15)
y=0 para 1 <1
0 1-n
%o
K, =T+K[7/j (16)
V4

Este tipo de fluido é uma extensao do fluido de Ostwald, ao qual se adiciona
um novo parametro, 19, denominado de Ilimite de escoamento real.

(MACHADO, 2002).

A curva de escoamento que representa este modelo esta ilustrada na Figura

10.

Tensdo cisalhante, T

Taxa de cisalhamento, v

Figura 10 — Curva de escoamento para o modelo Herschell-Buckley

Materiais tipicos que exibem limite de escoamento real sdo dispersdes de
argilas com polimeros, empregadas amplamente na industria de petréleo como
fluidos de perfuragdo, graxas, pastas de dente, pastas de cimento

(MACHADO, 2002).
2 — Modelo de Robertson-Stiff

De acordo com Machado (2002) este modelo é semelhante ao modelo de
poténcia com introdu¢cdo de um termo corretivo para as taxas de cisalhamento. A

equacao constitutiva é:
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b
r=aly+y,) para  7>a(y,) (17)
y=0 para TSCI(J/o)b
b
N :@ 1o

O termo yo é entendido como uma corregao de taxa de cisalhamento para o

fluido, em relac&o a taxa de cisalhamento para o modelo de Herschell-Buckley.

O modelo de Robertson-Stiff quando comparado ao modelo de Herschell-
Buckley, apresenta a vantagem de produzir equacdes diferenciais de solugdes
possiveis e faceis para emprego nos calculos de escoamentos de fluidos. Entretanto
como desvantagem, possui a dificuldade de interpretagdo molecular para os trés
parametros reologicos, os quais ainda ndo possuem um significado fisico familiar

para os seus usuarios (MACHADO, 2002).
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Etapas da pesquisa

A pesquisa foi divida nas etapas que estao apresentadas na Figura 11:

Selegdo das linhagens
(LFR-4)

i

Avaliagio da linhagem selecionada

Experimento Fatorial 27

Experimento Fatorial 2%

Y

Influéncia de nutrientes na produgio de
goma xantana em meio de soro de leite

:

Produgiio de goma Xantana em reator

Produgiio em soro de leite
com extrato de levedura

Produgdo em soro de leite
sem extrato de levedura

Cinética do processo fermentativeo Caracterizagdo reoldgica
do mosto fermentado

Figura 11 — Etapas desenvolvidas na pesquisa.

3.2 — Microrganismos

Foram utilizadas as linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris

LFR-1, LFR-3, LFR-4, LFR-15, LFR-33, LRJ-407 e LFR-585 provenientes dos
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Laboratério de Fitobacteriologia do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (Recife — PE) e do Departamento de Engenharia
Bioquimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As culturas foram estocadas

em meios especificos de manutencao a 5°C e repicadas mensalmente.

3.3 — Meios de cultivo

3.3.1 — Meios de cultura para manuteng¢ao das linhagens

As linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris foram mantidas nos
meios de YMA (extrato de levedura, malte, agar) (NAKAJIMA et al., 1990) e lactose-

agar modificado (SCHWARTZ & BODIE, 1985), com as seguintes composigdes:

Meio YMA: glicose 10,0 g/L; extrato de levedura 3,0 g/L; extrato de malte 3,0
g/L; peptona 5,0 g/L; agar 16,0 g/L; agua destilada g.s.p. 1000 mL.O pH do meio foi

ajustado para 6,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagao foi a 121 °C por 20 min.

Meio de lactose-agar modificado: lactose, 20 g/L; NHsNO3, 2,0 g/L; KH2POy,
2,5 g/L; MgSQy, 0,2 g/L; acido citrico, 3,0 g/L; Na;HPOy4, 2,5 g/L; Nax;SOy4, 1,2 g/L;
extrato de levedura, 5,0 g/L; solugéo de sais, 15 mL/L; agar, 16 g/L e agua destilada

g.s.p.1,0L.

A solucdo de sais do meio de lactose-agar modificado apresentou a
composicao: EDTA Nay-2H,0, 9,300 g/L; H3BOs3, 1,240 g/L; ZnSO4-7H,0, 0,574 g/L;
CuS04-5H20, 0,250 g/L; NapMgO42H,0; 0,121 g/L; CoSO47H.O, 0,056 g/L;
CaCl,-2H,0; 1,460 g/L; FeSO47H20, 1,390 g/L; MnSO4H,0, 1,169 g/L e agua

destilada q. s. p. 1,0L (LIMA,1999).

O pH do meio foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagdo foi a

121 °C por 20 min.
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Apos a inducéo das linhagens ao meio de soro de leite, descrito a seguir, as

culturas passaram a ser estocadas em meio de lactose-agar.
3.3.2 — Meios de cultura para selegao das linhagens

Para a selecao das linhagens foram utilizados os seguintes meios de cultivo:

Meio de lactose: lactose, 15 g/L; KH,POy4, 5 g/L; NH4CI, 2,5 g/L; NaCl, 1,0g/L;
MgSOQOy, 0,1 g/L; extrato de levedura, 0,1 g/L e agua destilada g.s.p. 1,0 L. O pH do

meio foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagao foi a 121 °C por 20 min.

Meio de soro de leite: soro de leite, (concentragdo de lactose 25,0 g/L);
KoHPOy4, 5,0 g/L e extrato de levedura, 1,0 g/L. O pH do meio foi ajustado para 7,0

(NaOH e HCI) e a esterilizagao foi a 121 °C por 20 min.

O soro de leite foi obtido pela coagulagdo das proteinas do leite integral,
comercial tipo longa vida (Valedourado), apds elevagao da temperatura a 70 °C,
seguida da adigao de acido latico até pH 4,5 e aquecimento até 94 °C. Aguardou-se
a decantacdo e resfriamento da solucdo para posterior filtracdo do soro. A

composi¢cao média do soro de leite € apresentada no anexo A.

3.3.3 — Meios de cultura para avaliagao da linhagem selecionada (Xanthomonas
campestris pv. campestris) em diferentes fontes de carbono e condigées de

cultivo.
3.3.3.1 — Meios de cultura para o planejamento fatorial 2°

Meios de cultura para inoculos:

lactose: descrito no item 3.3.2.
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sacarose: sacarose, 20 g/L; NH4NO3, 2,0 g/L; KHyPOy4, 2,5 g/L; MgSQOy, 0,2
g/L; acido citrico, 3,0 g/L; Na;HPOy4, 2,5 g/L; Na,SOq4, 1,2 g/L; extrato de levedura,
5,0 g/L; solugao de sais, 15 mL/L e agua destilada q. s. p. 1,0L. O pH do meio foi

ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagao foi a 121 °C por 20 min.

Meios de cultura para a produgdo da goma:

Soro de leite: soro (concentragao de lactose 20 e 40 g/L); KH,POy4, 2,5 g/L;
MgSOQOq, 0,2 g/L; acido citrico, 3,0 g/L; Na;HPO4, 2,5 g/L; Na,SO4, 1,13 g/L; extrato
de levedura, 3,0 g/L; MnCly, 0,03 g/L; Ca(OH), 0,01 g/L e FeSQO4, 0,01 g/L.O pH do
meio foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagao foi a 121 °C por 20 min.

Sacarose: sacarose, (20 e 40 g/L); NH4sNO3;, 0,86 g/L; KHyPO4, 2,5 g/L;
MgSOQOq, 0,2 g/L; acido citrico, 3,0 g/L; NapHPO4, 2,5 g/L; Na;SO4, 1,13 g/L; extrato
de levedura, 3,0 g/L; MnCly, 0,03 g/L; Ca(OH),, 0,01 g/L; FeSO,4, 0,01 g/L e agua
destilada g. s. p. 1,0 L..O pH do meio foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a

esterilizacao foi a 121 °C por 20 min.
3.3.3.2- — Meios de cultura para o planejamento fatorial 22

Meios de cultura para inoculos:

soro de leite modificado: soro de leite, (concentracdo de lactose 20g/L);
KH,POy4, 2,5g/L; MgSOy4, 0,2g/L; acido citrico, 3,0g/L; extrato de levedura, 5,0 g/L e
solugédo de sais, 15mL/L. O pH do meio foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a

esterilizacao foi a 121°C por 20 min.
sacarose: descrito item 3.3.3.1

Meios de cultura para produgdo da goma:
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soro de leite modificado: soro, (concentracao de lactose 20, 30 e 40g/L);
KH,POq4, 2,5g/L; MgSQO4, 0,2g/L; MnCl,, 0,03g/L; acido citrico, 3,0g/L e extrato de
levedura, 3,0 g/L. O pH do meio foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagao

foi a 121°C por 20 min.

Sacarose: descrito no item 3.3.3.1.
3.3.4 — Meios de cultura para avaliagao da Influéncia de nutrientes na produgao
de goma xantana

Meios de cultura para inoculo:

lactose: descrito no item 3.3.2

lactose modificado: lactose 20 g/L; KHyPOy4, 2,5 g/L; MgSQOy, 0,2 g/L; acido
citrico, 3,0 g/L; extrato de levedura, 5,0 g/L; solugédo de sais, 15 mL/L e agua
destilada g. s. p. 1,0 L. O pH do meio foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a

esterilizacao foi a 121 °C por 20 min.
soro de leite modificado: descrito no item 3.3.3.2
Meios de cultura para produgdo da goma xantana:

Tabela 6 — Meios de cultura para produgao de goma xantana.

Meio 1 Meio 2 Meio 3

(glL) (glL) (g/L)

Soro de leite 20,0 20,0 20,0
KH2PO4 2,5 2,5 25
MgSO4 0,2 0,2 0,2
MnCI2 0,03 0,03 0,03
Acido citrico - 3,0 3,0
Extrato de levedura - - 3,0
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O pH dos meios foi ajustado para 7,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagao foi a

121 °C por 20 min.

3.3.5 — Meios de cultura para producao de goma xantana em reator

Meio de cultura para inoculo:
soro de leite modificado: descrito no item 3.3.3.2
Meios de cultura para a produg¢éo da goma

Tabela 7 — Meios para producao.

Meio 1 Meio 2 Meio 3
(glL) (glL) (glL)
Soro de leite 50,0 28,0 49,0
KH,PO4 2,5 2,5 2,5
MgSO, 0,2 0,2 0,2
MnCl, 0,03 0,03 0,03
Acido citrico 3,0 3,0 -
Extrato de levedura 3,0 3,0 -

O pH dos meios foram ajustados para 7,0 (NaOH e HCI) e a esterilizagao foi a

121 °C por 40 min.

3.4 — Experimentos

3.4.1 — Selecao das linhagens

Este experimento teve a finalidade de selecionar uma linhagem de
Xanthomonas campestris pv. campestris, capaz de produzir goma em meios de
lactose sintético e soro de leite, de acordo com o rendimento em producio. Foi
avaliada a produgdo da goma xantana por sete linhagens de Xanthomonas
campestris pv. campestris apds inducédo da bactéria aos meios de lactose sintético e

soro de leite.
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Preparo do Inéculo

As culturas originais da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris
mantidas em meio de YMA foram inoculadas em tubos de ensaios contendo 10 mL

dos meios liquidos de lactose e soro de leite .

As linhagens foram repicadas a cada 24h, durante 14 dias, com finalidade de
indugdo enzimatica (SCHWARTZ & BODIE, 1985). Foram incubadas em mesa

agitadora MARCONI a 30 °C e submetidas a agitagdo de 200 rpm.
Producao de goma xantana

Apds esse periodo, as culturas, foram transferidas para Erlenmeyers de
250 mL contendo 90 mL dos respectivos meios e incubadas a mesmas condicdes

por 96 horas.

3.4.2 - Avaliagcao da linhagem selecionada (Xanthomonas campestris pv.

campestris LFR-4) em diferentes fontes de carbono e condi¢ées de cultivo

Apds selecao da linhagem, esta foi submetida a fermentagées com diferentes
fontes de carbonos e condicbes de cultivo. Neste estudo foram utilizados como
ferramentas dois planejamentos fatoriais, para escolha das melhores condigbes de

preparo do indculo.
3.4.2.1 — Planejamento Fatorial 2°

Trés variaveis de processo foram identificadas, em estudos preliminares,
como parametros capazes de influenciar o rendimento: a concentragao do inéculo
(C), o percentual do inéculo (I) e a agitacdo (Ag). Inicialmente, para avaliar a
influéncia destas variaveis no rendimento do processo foi utilizado um planejamento

fatorial 2° sem replicatas dos experimentos. O erro experimental foi estimado com



OLIVEIRA, S.H. MATERIAS E METODOS 71

quatro repeticdes no ponto central. As condicbes experimentais de cada ensaio

estdo resumidas na Tabela 8. A resposta estudada foi o rendimento do processo.

Tabela 8 — Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental 2° utilizando

soro de leite e sacarose para produgcdo de goma xantana.

Variaveis C::rlig?/:ilzs Baixo (-1) e Alto (+1)
Concentracao (g/L) C 20 40
In6culo (%) I 5 10
Agitacao (rpm) Ag 200 300

Os experimentos foram realizados em ordem aleatdria e seguindo-se a
convengao usual, os dois valores extremos dos niveis das variaveis sao identificados

com —1 (nivel baixo) e +1(nivel alto), conforme mostra a Tabela 9.

Tabela 9 — Matriz de planejamento 2°.

Ensaio C | Ag
1 -1 -1 -1

| N oo~ |lW|IN
1
N
1
-

Preparo do Inéculo

Os inoculos foram preparados a partir das culturas da linhagem de
Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4 selecionada anteriormente e

mantidas nos meios de YMA e lactose-agar.

Tubos com 10 mL dos meios de sacarose e soro de leite foram inoculados e

incubados sob agitacdo de 160 rpm, temperatura de 28 °C, por 24 horas.
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Producgao de goma xantana

Os in6culos obtidos foram transferidos (5 e 10 %), para Erlemeyers de
500 mL contendo 90 mL dos meios de producdo, com concentragdes de 20 e 40 g/L
dos agucares, incubados sob agitacao de 200 e 300 rpm, temperatura de 28 °C, por

96 horas.
3.4.2.2 — PlanejamentoFatorial 22

Definidos os fatores significativos foram realizados novos experimentos em
um planejamento 2% tendo como varidveis a concentragcdo do inéculo (C) e a
agitagdo (Ag), sendo o inéculo fixado em 10 % (v/v) e alterando-se somente os
niveis para a variavel agitagcdo. As condigbes experimentais de cada ensaio estao
resumidas na Tabela 10. Para estimar o erro experimental utilizou-se as replicatas
deste experimento no ponto central. Todos os calculos foram realizados segundo
Barros Neto et al. (2002). A resposta estudada foi o rendimento do processo para

dois tipos de substratos diferentes, soro de leite (R+) e sacarose (R>).

Tabela 10 — Variaveis e niveis no planejamento experimental 22 utilizando soro de

leite (R1) e sacarose (Rz) como substratos para a produ¢ao de goma xantana.

o Caédigo das Nivel
Variaveis A -
ravel variaveis Baixo (-1) Central (0)| Alto (+1)
Concentracéo (g/L) C 20 30 40
Agitacao (rpm) Ag 160 230 300
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A Tabela 11 apresenta a matriz de experimento utilizada no planejamento 22.

Tabela 11 — Matriz de planejamento 22

Ensaio C Ag

1 -1 -1

O N[O~ W|DN
OO0 OO |-~
OO | OO |~~~

Preparo do Inéculo
Os in6culos foram preparados como ja descrito no item 3.4.2.1
Produgao de goma xantana

Os in6culos obtidos foram transferidos para Erlemeyers de 500 mL contendo
90 mL dos meios de produgao de soro e sacarose, com concentragdes de 20, 30 e
40 g/L de cada substrato, incubados sob agitacdo de 160, 230 e 300 rpm e
temperatura de 28 °C. O tempo da fermentacéo foi de acordo com o residual de

acgucar.

3.4.3 - Influéncia de nutrientes na produgao de goma xantana em meio de soro

de leite

A influéncia dos nutrientes foi avaliada através de dois experimentos, onde
foram analizados os paradmetros: composicdo do meio do indculo, a presenca do
acido citrico e do extrato de levedura em meios de soro de leite para producido de

xantana.
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Entre os dois experimentos, a linhagem LFR-4 recebeu nova adaptagcdo nos

meios de lactose modificado e soro de leite (meio 3) descritos no item 3.3.4.
Preparo dos Inéculos
Os in6culos foram preparados como ja descrito no item 3.4.2.1
Producgao de goma xantana

Os in6culos obtidos nos respectivos meios de cultivo, foram transferidos para
Erlemeyers de 500 mL contendo 90 mL dos meios de produgdo 1, 2 e 3 (descritos
no item 3.3.4) e incubados sob agitacdo de 200 rpm, temperatura 30 °C por

72 horas.

3.4.3.1 — Readaptagao da linhagem Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4

A linhagem LFR-4 sofreu uma nova indugdo aos meios estudados uma vez

que estava produzindo mostos fermentados pouco viscosos.
Preparo do inéculo
O in6culo foi preparado como ja descrito no item 3.4.2.1.
Adaptacao em meio de producgao de soro de leite

O inéculo obtido foi transferido para Erlemeyer de 500 mL contendo 90 mL
dos meio de producdo de soro de leite e incubado sob agitagdo de 200 rpm,
temperatura 28 °C, por 24 horas. A partir deste indculo realizaram-se varias
transferéncias (10% v/v) para o meio de lactose modificado (item 3.3.4) para em
seguida retornar ao meio de soro de leite. A Tabela 12 mostra as transferéncias e os
dias de incubacéo para indugao da bactéria ao meio de soro de leite (SCHWARTZ &

BODIE, 1985).
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Tabela 12 — Indugao da linhagem da bactéria X. campestris LFR-4 ao meio de soro

de leite.
Meios Transferéncias Tempo ?gi:‘l;;:ubagéo

Soro (20 g/L) - 1
Lactose (20 g/L) 1 10

2 5

3 4

4 3

Soro (20g/L) 5 7

6 4

3.4.4 — Producao de Goma Xantana em Reator

Para a avaliagdo da producido de xantana em reator, foram realizados trés

experimentos variando a composicao dos meios de cultivo.

3.3.4.1. — Producido de goma xantana em meio de soro de leite (28g/L e 50g/L de

lactose acrescido de extrato de levedura).

Foi analisada a produ¢do da goma xantana em reator de 2 L, com linhagem
da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4, em meio de soro de leite
com concentragdes de lactose de 28g/L e 50 g/L acrescido de acido citrico e extrato

de levedura como nutrientes.

Os experimentos foram conduzidos em fermentador BIOSTAT B (B. Braun
Biotech Internacional) de 2 L de capacidade util, contendo 1500 mL dos meios de
producdo (meios 1 e 2, descritos no item 3.3.5). O biorreator é do tipo tanque
agitado, equipado com rotor de disco de seis pas, controles de aeracéo,
temperatura, pH e antiespumante. Na Figura 12, observa-se o fermentador em que

foram conduzidos os experimentos. Utilizou-se como inéculo 10 % em volume de um
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cultivo crescido em meio de soro (descrito no item 3.3.3.2) sob agitagdo (200 rpm)
em mesa agitadora, temperatura de 28+1 °C, por 96 horas. As fermentagdes foram
conduzidas no reator sob agitagdo de 900 rpm e 0,5 vvm (FLORES et al., 1994) a
3043 °C, por um periodo de 168h e 96h respectivamente. Foram retiradas amostras,
a cada 24h, para medidas do residual de lactose, biomassa, produg¢ao de xantana e
viscosidades. Ao longo do processo fermentativo, foram realizadas observacdes
microscépicas utilizando-se preparagdes coradas pelo método de Gram com a

finalidade de investigar a presencga de possiveis microrganismos contaminantes.

Figura 12 — Fermentador BIOSTAT B utilizado no experimento.
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3.3.4.2 — Producdo de goma xantana em meio de soro de leite (49,0 g/L de lactose

sem extrato de levedura).

Foi analisada a produgdo da goma xantana em reator de 2 L, com linhagem
da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4, em meio de soro de leite
com concentracao de lactose de 49,0g/L. Neste meio ndo foram adicionados acido

citrico e extrato de levedura como nutrientes.

Os experimentos foram realizados em fermentador BIOSTAT B de 2 L de
capacidade util, contendo 1500 mL de meio de produgdo (meio 3, descrito no item
3.3.5). Utilizou-se como inéculo 10% em volume de um cultivo crescido em meio de
soro descrito no item 3.3.3.2, sob agitagdo (200 rpm) em mesa agitadora,
temperatura de 28+1 °C, por 96 horas. As fermentagdes foram conduzidas nas
mesmas condigdes descritas no item anterior. Foram retiradas amostras para
medidas do residual de lactose, biomassa, viscosidade e xantana, em intervalos de
12 horas. Durante o processo foi realizado o acompanhamento da pureza

microbioldgica através da coloragdo de Gram.

3.3.5 — Recuperagao e Purificagao da Goma Xantana

O mosto fermentado foi processado em centrifuga Eppendorf 5403 a 14880g
por 60 minutos para retirada das células. Apos este procedimento o sobrenadante foi
diluido em agua destilada na raz&o de 1:1, tratado com solug&o saturada de KCl e o
polimero foi recuperado por precipitacdo com etanol. Para 10 mL do mosto
centrifugado, foram adicionados 3 mL de solug&o saturada de KCIl e 20 mL de etanol
absoluto, promovendo assim, sob agitagédo a precipitagdo da goma (RAMIREZ et al.,
1988). O precipitado obtido foi separado por filtragdo a vacuo em membrana

Millipore de porosidade de 0,45 pm, lavado com solugdes alcodlicas de
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concentragcbes crescentes (70 %, 80 %, 90 %, e etanol absoluto), nas quais
permaneceu em contato por cerca de 10 minutos (ALVES, 1991). A secagem do

produto foi realizada em estufa a 55 + 1 °C até peso constante.

3.3.6 — Determinagdes Quantitativas para Acompanhamento do Processo

Fermentativo

3.3.6.1 — Teor de Lactose

A concentragao de lactose e agucares redutores totais (ART) foi determinada
no sobrenadante, pelo método espectofotométrico baseado em curva de calibragao
a 540 nm relacionando a densidade 6tica com a concentragcédo de agucar (Apéndice
D), medida pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS), apds centrifugagdo do

mosto a 14880g por 60 minutos (NITSCHKE et al., 2001).

3.3.6.2 — Teor de Sacarose

A concentragdo de sacarose foi determinada no sobrenadante, pelo método
espectofotométrico baseado em curva de calibragdo a 540 nm relacionando a
densidade o6tica com a concentragdo de agucar (Apéndice D), medida pelo método
do acido dinitrosalicilico (DNS), apés centrifugagdo do mosto a 14880g por 60
minutos e hidrélise acida (adicdo de 1mL de HCI 2N para cada 1 mL de amostra ,
aquecimento a 65°C por 10 minutos, seguido da adicdo de 3 mL de NaOH 1N)

(ALVES, 1991).
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3.3.6.3 — Teor de Xantana

A concentragcado de xantana foi determinada, através de seu peso seco, ao
final das fermentagdes e apds precipitacao, filtragdo e lavagens da goma. A goma

recuperada e purificada foi colocada em estufa a 55+1°C até peso constante.

3.3.6.4 — Determinacio da Biomassa

As células foram separadas por centrifugagdo em centrifuga Eppendorf 5403
a 14880g por 60 minutos. Em seguida foram ressuspensas em solugdo salina
0,85 % (DE VUYST & VERMEIRE, 1994) e submetidas a duas novas centrifugagdes
para completa eliminagdo do biopolimero. Para a quantificacdo celular foi utilizado
método espectrofotométrico baseado em curva de calibracdo construida a 610 nm
(Apéndice D) relacionando absorbéncia com o peso seco a 90 °C (GARCIA-OCHOA

etal., 1992).

3.3.6.5 — Viscosidade aparente do mosto

As amostras foram processadas em centrifuga Eppendorf 5403 a 14880g por
60 minutos. O sobrenadante foi aquecido a 80 °C por 30 min e a viscosidade foi
determinada em Brookfield Viscometer modelo LVDV - Ill, com acessoérios Small
Sample Adapter (SC4-18) para as primeiras 48h de fermentagdo e (SC4-31/13R)
para o restante das amostras. As analises foram feitas a 28°C, dentro da faixa de
velocidade angular de 10 a 210 rpm. Nesta faixa de velocidade angular, a taxa de
deformacédo experimentada pelas amostras, variou de acordo com o tempo de
producao, ou seja, 132,00 - 316,80 s (0-36h), 54,40-74,80 s™' (48h), 6,8 -81,60 s™

(60-120 h) , 0,07 - 0,34 s (168h).
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3.3.7 — Cinética do processo fermentativo.

A cinética do processo fermentativo foi realizada no meio de soro de leite (49
g/L lactose sem a presencga do extrato de levedura) em reator batelada 2L com 1,5L
de capacidade util. As amostras foram coletadas de 12 em 12h por 168h, para
analise do residual de lactose, biomassa, viscosidade e goma produzida. A partir
destes dados pode-se calcular os parametros cinéticos dos processos através das

equacoes abaixo:

Eficiéncia de conversao substrato-produto (Yp/s):

P-B (19)

Onde P; e Py = concentragao de goma final e inicial no meio fermentado.
So e S = quantidade inicial e final de agucar redutor no meio.

Eficiéncia de conversao substrato-biomassa (Yx/s):

- X, (20)

Onde Xt e Xp = concentracéo final e inicial de biomassa no meio fermentado.

Velocidade especifica maxima de crescimento (um):

dx
I Mo X (21)

Onde dX/dt = taxa de crescimento; X concentracio de células.
um = velocidade especifica maxima de crescimento.

Tempo de geracéo (ty):
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_In2
(s

Onde ty = tempo de geragéo.

(22)
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Selegcao da Linhagem

Conforme pode ser observado na Tabela 13, as linhagens de Xanthomonas
campestris pv. campestris LFR-4, Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-33 e
Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-15 apresentaram, nas condi¢des
estudadas, como as melhores produtoras da goma xantana e, entre essas, foi

selecionada a LFR-4 por apresentar a maior produgéo.

Tabela 13 — Selec¢ao das linhagens em meios de lactose e soro de leite.

LINHAGEM MEIO DE LAGTOSE MEIO DE SORO
X. campestii.; RFiY| campestris 0,38 0,00
X. campestrLils: Rp_\:/3 campestris 0,00 0,00
X. campestii\; Rp-\;, campestris 0,62 0,64
X. campeszl‘_rll':sRE);/Scampestris 0,49 0,57
X. campestLrliésRE)g:icampestris 0,57 0,60
X. campesl_z‘lr:isR 2\(/) 7campesz‘ris 0,38 0,00
X. campesLtlr:i\; g\é 5campestris 0,40 0,46

Na Tabela 13 também pode ser observado que duas linhagens (X. campestris
pv campestris LFR-1 e X. campestris pv campestris LFR-407) apresentaram
rendimento baixo, mesmo apds indugdo ao meio de lactose. A linhagem de
Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-3 ndo produziu o biopolimero em meio
de lactose sintético e soro de leite. Estas linhagens também apresentaram menor

rendimento em goma entre as que foram analizadas por Lima (1999), quando
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selecionou linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris com potencial de
producao de goma xantana, em condicdes 6timas de crescimento (meio de glicose
em reator batelada). Stauffer & Leeder (1978) reportaram que Xanthomonas
campestris NRRL B-1459 nao produziu caldo viscoso em soro integral ou lactose.
Uma possivel razdo para a nao utilizagdo da lactose por X. campestris pode estar
relacionado com a B-galactosidase destas bactérias que apresentam baixa afinidade

pela lactose.

Schwartz & Bodie (1985) induziram X. campestris NRRL B-1459 a utilizar
lactose como fonte de carbono, através de transferéncias sucessivas em meio com
lactose. Apds a quarta transferéncia e varios dias de incubacéo a bactéria foi capaz
de converter soro em xantana. O isolado perdeu a produtividade quando foi mantido
em condigdes nao-seletivas. Uma inducdo de Xanthomonas campestris pv.
campestris ao meio de soro de leite também foi feita neste trabalho, apds varias
tentativas de producdo sem éxito. A partir deste fato consegui-se mostos viscosos

em meio de soro de leite.

Nitschke et al. (1997) também encontraram resultados em rendimento
diferentes para as varias linhagens avaliadas, quando selecionaram isolados da
bactéria Xanthomonas campestris pela capacidade em utilizar lactose para produzir
xantana em meio contendo soro nao hidrolisado e sais minerais. Os isolados
selvagens da espécie Xanthomonas campestris foram separados, apos
transferéncias em série em meio de lactose, por utilizacdo deste agucar. O
crescimento foi avaliado por medidas de turbidez (610nm) até a viscosidade tornar-
se visivel. Uma algada desta cultura foi propagada em placa contendo meio de
lactose-agar e incubadas a 28 °C. As maiores e mais viscosas col6nias foram

selecionadas e mantidas em meio de lactose sintético inclinado a 4 °C. Apos selegao
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quatro linhagens (R1L, R3L, C7L e CV2C1L) foram capazes de produzir xantana
usando lactose como fonte de carbono. A linhagem NRRL B-1459 L, selecionada da
NRRL B1459 por transferéncias em série em meio de lactose sintético, cresceu
pouco mostrando pequenas colbénias e n&o produziu nenhum aumento na

viscosidade do mosto.

Frank & Somkuti (1979) observaram que a atividade da B-galactosidase era
baixa para algumas linhagens de Xanthomonas campestris e esta deveria ser a
razdo da incapacidade de algumas linhagens para utilizar lactose ou soro como
substrato para produzir xantana. Nitschke et al. (1997) concluiram que a capacidade
de algumas linhagens para utilizar substratos alternativos pode ser devido a selegéo
de uma nova populagdo de células bacterianas a qual tem adequado perfil

enzimatico.

4.2 — Avaliacao da linhagem selecionada em diferentes fontes de

carbono e condigées de cultivo

Apdés a selecao da linhagem, esta foi submetida a fermentagbes com
diferentes fontes de carbono e a condigbes operacionais cujas variaveis foram
identificadas, em estudos preliminares, como parametros capazes de influenciar o
rendimento, s&o eles: a concentragdo do indculo (C), o percentual do inéculo (1) e a

agitacéo (Ag).

4.21 — Experimento fatorial 2° utilizando soro de leite e sacarose como

substratos.

A Tabela 14 apresenta a matriz de experimentos do planejamento

experimental 23, bem como os resultados obtidos em termos de percentual de



OLIVEIRA, S.H. RESULTADOS E DISCUSSAO &5

rendimento para os substratos estudados, R; (soro de leite) e R, (sacarose),

respectivamente.

Tabela 14 — Matriz e resultados do experimento fatorial 23, utilizando soro de leite

(R41) e sacarose (R2) como substratos em termos de % de rendimento.

Ensaio Concentragao Inéculo Agitacao R1 Rz
(g/L) (%) (rpm) (%) (%)

1 -1 -1 -1 52,00 73,00

2 1 -1 -1 84,00 43,00

3 -1 1 -1 63,00 74,00

4 1 1 -1 67,00 67,00

5 -1 -1 1 69,00 65,00

6 1 -1 1 34,00 32,00

7 -1 1 1 70,00 56,00

8 1 1 1 42,00 42,00

Observando-se os resultados obtidos para a R percebe-se que o rendimento
variou entre 34 e 84 %, sendo o Ensaio 2, o que apresentou os melhores resultados,
com condicdes experimentais: concentragao (+1), indculo (-1) e agitagao (-1). Rz
variou entre 32 e 74 %, obtendo os melhores resultados para o Ensaio 3, o qual
apresentava as seguintes condi¢gbes experimentais: concentragao (-1), inéculo (1) e

agitacao (-1).

O erro experimental foi estimado através dos resultados obtidos para os

experimentos realizados nas condigdes apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 — Experimentos para estimar o erro experimental, utilizando soro de leite

(R+1) e sacarose (Rz) como substratos, em termos de % de rendimento.

Concentragao Agitacao

(/L) (rpm) Ri R

Ensaio

0 0 39,00 43,00

42,50 45,00

1

2 0 0

3 0 0 44,00 38,00
4 0 0 37,50 35,00
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A Tabela 16 apresenta a estimativa dos efeitos principais das variaveis

estudadas, bem como os efeitos de interacao.

Tabela 16 — Efeitos estimados para o experimento fatorial 23, utilizando soro de leite

(R1) e sacarose (Rz) como substratos.

Efeitos Valores estimados / Erro experimental
R4 R2
Grande Média 60,13+1,4 56,50+2,3
Efeitos Principais
C -6,75+2,9 -21,00+4,6
I 0,75+2,9 6,50+4,6
Ag -12,75+2,9 -15,50+4,6
Efeitos das Interacoes
Cxl -5,25+2,9 10,50+4,6
C xAg -24,75+2,9 -2,50+4,6
I x Ag 3,75+2.9 -6,00+4,6
CxIxAg 8,75+2,9 -1,00+4,6
£(3.0,95) X Sefeito 9,23 14,64

Para se avaliar a significancia estatistica dos efeitos foram calculados os
intervalos com 95 % de confianga para cada efeito. Sado considerados significativos
os efeitos cujos valores absolutos sdo superiores aos valores apresentados na
ultima linha da Tabela 16. Portanto, ao se analisar os resultados de R1, observou-se
que entre os efeitos principais somente a agitagao (Ag) foi significativo e entre as
interagbes somente a interagdo concentracéo-agitagao (C x Ag). Por outro lado, ao
se analisar R, somente o percentual de inéculo (I) ndo apresentou efeito

significativo, e nas interagdes nenhuma apresentou efeito significativo.

Desprezando o percentual de in6culo (l), pode-se rearranjar o experimento,

em um planejamento de configuragéo 22 duplicado, conforme a Tabela 17.
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Tabela 17 — Matriz e resultados do experimento fatorial 22, utilizando soro de leite

(R1) e sacarose (R2) como substratos, em termos de % de rendimento.

Ensaio Concentragao Agitacao Ifl1 _ ’Rz_
(g/L) (rpm) (média) (média)

1 -1 -1 57,50 73,50

2 1 -1 75,50 55,00

3 -1 1 69,50 60,50

4 1 1 38,00 37,00

A estimativa dos efeitos, bem como o erro experimental sdo apresentados na

Tabela 18.

Tabela 18 — Efeitos estimados para o experimento fatorial 22, utilizando soro de leite

(R+1) e sacarose (Rz) como substratos, em termos de % de rendimento.

Efeitos Valores estimados/ Erro experimental
R R;
Grande Média 60,13+2,7 56,50+3,4
Efeitos Principais
C -6,7515,5 -21,0046,9
Ag -12,7545,5 -15,5046,9
Efeitos das Interacdes
C x Ag -24,75+5,5 -2,50+6,9
t(4:0,95) X Sefeito 15,13 19,11

Analisando os efeitos sumarizados na Tabela 18 para o nivel de confianca de
95 % e com 4 graus de liberdade, observa-se que para R4 as variaveis concentragao
(C) e agitacdo (Ag) nédo tém efeitos significativos isoladamente, mas, a interagao
entre elas apresentou significancia. Entretanto, ao se analisar R, observa-se que
somente concentragcdo (C) apresentou efeito significativo, ndo havendo efeito de

interacao.

A Figura 13 apresenta um diagrama contendo as respostas médias em todas

as combinagdes de nivel das variaveis para R1.
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] (69,5) (-315) (28,0)
5 (+12.0) {-37.5)
<
’ (51,5) (+18.0) (74,5)
1 1
Cc

Figura 13 — Diagrama das respostas médias do planejamento 22, para % R

utilizando o soro de leite (R4) como substrato.

Percebe-se que ao se variar a concentragao de (-1) para (+1) com a agitagao
mantida em (-1) ha um aumento no rendimento de 18 %. Porém, quando a agitagéao
esta em (+1) ha uma queda de rendimento de -31,5 %. Fixando-se a concentragéo
(C) em seu nivel mais baixo (-1) e variando a agitacao (Ag) de (-1) para (+1) ocorre
um aumento de rendimento de 12 %. Mas, ao se fixar a concentragao (C) em seu
nivel mais alto (+1) ocorre um decréscimo de rendimento de -37,5 % ao se variar a

agitacao (Ag) de (-1) para (+1).

Este fato pode ser explicado devido a interagdo da concentracdo e agitacao.
Quando se tem uma agitagdo maior, ha uma maior homogeneizagao da amostra, e
com uma maior concentracdo de soro, ocorre um maior desprendimento de amoénia

da hidrdlise das proteinas, fato este, confirmado por um aumento no pH final das
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amostras, o que acarreta em um menor rendimento da fermentacédo (SCHWARTZ &

BODIE, 1985).

Schwartz & Bodie (1985), trabalhando com meio de soro de leite em
Erlenmayers de 500 mL, contendo 100mL de meio, a uma agitagdo de 300 rpm, em
Shaker, observaram que quando acrescentavam lactose sintética (13 g/L) a um meio
de soro de leite contendo em média 15 g/L de lactose, a viscosidade do meio
aumentava. Mas se esse acréscimo de acgucar fosse proveniente de um maior
percentual de soro de leite no meio, este mosto nao ficava viscoso ainda que a
lactose do meio tivesse sido consumida. Eles atribuiram este fato ao aumento de pH
nas amostras, provocado por um maior desprendimento de aménia, quando se
trabalha com uma concentracido maior de soro. Este aumento no pH decorrente da
hidrolise das proteinas também foi reportado por Charles e Radjai (1977),

trabalhando com meio de soro de leite.

Em uma analise feita a partir dos resultados obtidos neste experimento, pode-
se concluir que para se ter um bom inéculo com soro de leite tem-se dois caminhos:
trabalhar com um nivel menor de agitacdo e um nivel maior de concentragéo (76 %
rendimento) ou se trabalhar com um nivel menor de concentragdo e um nivel maior

da agitacéo (70 % rendimento).

Analisando-se o efeito da concentragdao (C) em Rj, percebe-se que ha um

decréscimo de rendimento de 21 % em média quando se passa de (-1) para (+1).

Alguns pesquisadores (LILLY et al.,1958; MORAINE & ROGOVIN, 1971;
ALVES, 1991) afirmaram que ao se trabalhar com uma concentragdo maior de
substrato nas fermentagdes a conversdo do agcucar em xantana € menor, diminuindo

o rendimento. Este fato sé é explicavel trabalhando-se em escala menor (shaker)
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onde as condi¢cbes experimentais empregadas sao bem diferentes das usadas em
um reator, em que a difusdo de nutrientes é determinada a partir das condi¢cbes de

aeracgao e agitacao utilizadas.

Alves (1991) trabalhando em shaker com sacarose como fonte de carbono a
20, 30 e 40 g/L encontrou os rendimentos de 64 %, 48 % e 37 % respectivamente,

que estédo de acordo com os resultados encontrados neste experimento.

4.2.2 — Experimento fatorial 2? utilizando soro de leite e sacarose como

substratos.

A Tabela 19 apresenta a matriz de experimentos, bem como os resultados
obtidos no planejamento experimental 22, acrescida de quatro repeticdes no ponto
central, em termos de rendimento percentual (R). Observa-se que o rendimento
variou entre 25 e 62 %. Sendo o melhor resultado obtido para o Ensaio 1, cujas
condigdes experimentais foram concentragéo (-1) e agitacao (-1).

Tabela 19 — Matriz e resultados do experimento fatorial 2%, utilizando soro de leite

(R+1) e sacarose (Rz) como substratos, em termos de % de rendimento.

salo | "M | lem | oh | e
1 -1 -1 54,00 62,00
2 1 -1 33,00 50,00
3 -1 1 36,00 49,00
4 1 1 25,00 44,00
5 0 0 40,84 43,15
6 0 0 36,76 45,19
7 0 0 44,34 38,06
8 0 0 41,43 35,00

Observa-se que para ambos os substratos utilizados os melhores resultados

foram obtidos quando as variaveis concentragdo e agitagdo encontravam-se em
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seus niveis mais baixos. Porém, de forma geral, neste experimento, a sacarose teve

um melhor rendimento que o soro de leite.

A estimativa dos efeitos das variaveis estudadas e os efeitos de suas

interacdes estdo sumarizadas na Tabela 20.

Tabela 20 — Efeitos estimados para o experimento fatorial 22, utilizando soro de leite

(R1) e sacarose (Rz) como substratos.

Efeitos Valores estimados / erro experimental
R1 R
Grande Média 38,92+11 45,8+1,6
Efeitos Principais
C -16+3,1 -8,514,6
Ag -13+3,1 -9,514.6
Efeitos das Interagdes
C x Ag 5+3,1 3,5+4,6
£(3:0,95) X Sefeito 9,93 14,82

Observa-se que para R; todas as variaveis apresentaram efeitos principais
estatisticamente significativos ao nivel de confianga de 95 %, por outro lado, a
interacdo entre as variaveis nao apresentou efeito significativo. Ao se analisar Ry
percebe-se que nenhuma das variaveis, bem como sua interagcao, apresentou efeito

significativo.

Neste segundo experimento, a variavel Ri(soro) ndo apresentou efeito na
interacdo concentragao-agitacdo (C*Ag), mas apresentou efeitos isolados na
concentracao (C) e agitacao (Ag), que devem estar relacionados ao desprendimento
maior de amodnia originado da hidrélise das proteinas, quando se trabalha com uma

maior concentracdo ou uma agitagao mais vigorosa (SCHWARTZ & BODIE, 1985).
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Rogovin et al. (1961) também observaram fatores de rendimento
decrescentes com o aumento da concentragao de substrato quando testaram
concentragoes iniciais de glicose de 10 a 100 g/L, alcangando uma maior conversao
(90%) de glicose em xantana quando trabalharam com 10 g/L de glicose. Ja Moraine
& Rogovin, (1971), concluiram que aumento na concentragao final de produto, para
concentragdes de substrato acima de 40 g/L, s6 era possivel quando havia controle

de pH durante o processo.

Nitschke et al. (1997) testaram varios meios de cultura a base de soro de leite
trabalhando em Erlenmayers de 250 mL, contendo 50 mL de meios com
concentragbes de lactose que variavam de 15 a 46 g/L, conseguindo um melhor
rendimento quando trabalharam com uma menor concentragao (30 g/L) de lactose

no meio.

A variavel R, (sacarose), neste segundo experimento, ndo apresentou
nenhum efeito estatisticamente significativo. Apesar da falta de significancia dos
efeitos, estes indicam que o melhor rendimento foi obtido quando as variaveis

estudadas encontravam-se em seus niveis mais baixos.

Apds a andlise dos dois planejamentos houve um consenso em se trabalhar
com uma menor concentragdo e menor agitagao, para o preparo do indculo. De uma
forma geral, melhores resultados em rendimento e consequentemente mostos mais

viscosos para inicio da producao foram alcangados com estes parametros.

4.3 — Influéncia de nutrientes na produ¢do de goma xantana em

meio de soro de leite.

Apos determinar as melhores condigdes do indculo para a produgao da goma

e avaliar as diferencas entre os dois planejamentos experimentais, verificou-se a
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necessidade de uma avaliagdo dos nutrientes essenciais ao meio de soro de leite. A
influéncia dos nutrientes foi avaliada através de 2 experimentos onde foram
analisados os parametros: composi¢cao do meio do inéculo, presenga de acido citrico
e extrato de levedura no meio de producao. Entre os experimentos foi necessario
realizar uma nova adaptacao da linhagem Xanthomonas campestris pv. campestris

LFR-4 por esta ndo apresentar reprodutibilidade nas viscosidades dos mostos.

4.3.1 — Experimento |

Neste experimento foi selecionado o melhor meio para o preparo dos indculos
e avaliado os efeitos da presenca do extrato de levedura e do acido citrico em meios

de soro de leite, para producao de xantana.

Analisando-se o grafico da Figura 14 foi verificado que o meio para o inéculo
que apresentou melhor produgéo foi 0 meio de soro na concentragao 2,0%, em meio

de producio de soro com adicido do extrato de levedura.

.|
S 121
o 114
£ 104
g o OSoro
g 8 W Soro + ac.
X 74 ,
6 O Soro + ac.+ ext.

Inéc.soro 2,0%  Indc.lac2,0% Inéc.lac1,5%

Tipos meios

Figura 14 — Producdo de goma xantana em diferentes meios.
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Na Tabela 21 sdo apresentados os resultados da produgdo de xantana pela
linhagem LFR-4 nas trés diferentes formulagdes a base de soro de leite. Observou-
se que o meio de soro 3 (meio com acido citrico e extrato de levedura) apresentou
maior fator de rendimento em relagao aos outros meios testados. Este meio também
apresentou, visualmente, um mosto mais viscoso em relagédo aos outros. Estes fatos
sugerem que o processo, em meio de soro de leite contendo extrato de levedura e
acido citrico como nutrientes apresentam maior potencial de producido e fator de

rendimento.

Tabela 21 — Comparacao dos resultados obtidos em diferentes meios de soro de

leite.

Tipo de meio de soro Xantana (g/L) Yp/s (9/9)
Meio 1 12,1 0,40
Meio 2 12,6 0,41
Meio 3 18,9 0,63

Schwartz & Bodie (1985) também verificaram um aumento de viscosidade em
meio de soro de leite acrescido de extrato de levedura. Neste trabalho, foi
comparado as viscosidades e consumo de agucar dos meios de soro de leite (15 g/L
de lactose), 5 g/L de K;HPO4 contendo ou n&o extrato de levedura. O meio contendo
extrato de levedura alcancou 215 cP, na taxa de cisalhamento de 12 s e um
residual de lactose no meio menor que 5g/L, em 144h de processo. Ja 0 meio sem o
extrato s6 conseguiu 31 cP nas mesmas condigdes de processo e um residual de
lactose no meio de 4g/L. Nitschke et al. (1997) averiguaram que a adi¢do de extrato
de levedura ao meio de soro de leite ndo era necessaria, pois este meio demonstrou

producao similar e viscosidade menor a um meio sem extrato de levedura.

O meio de cultura 2 teve influéncia positiva com a adi¢cdo do acido citrico,

confirmando estudos anteriores de outros pesquisadores. Souw & Demain (1980)
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verificaram que a inclusdo de citrato em meios de cultivo para a producao de
xantana era benéfica. Estudando mais detalhadamente o efeito deste composto
sobre a formagao do polimero, concluiram ser o citrato estimulante na concentracao
de 1,0 — 2,0 g/L, em fermentagdbes sem controle de pH, tanto para meios
quimicamente definidos como para meios complexos. Thonart et al. (1985)
estudando a influéncia da concentragao de citrato, para um meio contendo 40g/L de
glicose, verificaram que tanto o fator de rendimento (Yp/s), quanto a concentragéao
final de xantana foram maximos, quando se utilizou 3 g/L deste composto, enquanto
gue a maxima concentragao de biomassa foi obtida com 1g/L. Para valores acima de

3 g/L a influéncia tornou-se negativa.

4.3.2 — Adaptagao da linhagem selecionada ao meio de soro de leite.

No experimento | descrito no item 4.3.1 foram encontrados rendimento e
viscosidade do mosto maior com meio de soro de leite acrescido de acido citrico e
extrato de levedura. Mas, com a continuidade das fermentagdes ndo se conseguiu
uma constancia nos rendimentos e viscosidades dos mostos, tornando-se
necessario uma analise na estabilizagdo da linhagem selecionada e uma reavaliagao

nos componentes do meio de soro de leite.

Com a dificuldade em se conseguir mostos mais viscosos para fermentagcao
foi mudado o tempo de repique da linhagem, passando de 30 dias para 14 dias
(GARCIA-OCHOA et al., 2000), e realizada uma nova indugao da linhagem segundo
Schwartz & Bodie (1985). Nesta analise também foi visto que a relagdo C/N
influenciava a produgdo de xantana. Segundo Sutherland (1982) uma elevada
concentracdo de nitrogénio € necessaria para um rapido crescimento celular,

entretanto, quando a concentragdo de nitrogénio no meio de cultura for muito
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elevada, a xantana produzida apresentara propriedades reoldgicas inadequadas.
Neste caso o extrato de levedura acrescido ao meio de produgcdo de soro de leite
alteraria a relagdo C/N com um acréscimo a mais de proteinas. Com a linhagem
adaptada, foram feitos novos experimentos. A Tabela 22 mostra o resultado da nova

inducéo da bactéria ao meio de soro de leite.

Tabela 22 — Indugéo da linhagem da bactéria X. campestris LFR-4 ao meio de soro

de leite.
Meios Transferéncias Tempo de incubagao Viscosidade
(dias)
Soro (20 g/L) 1 Auséncia de
goma
Lactose (20 g/L) 1 10 Auséncia de
goma
2 5 Auséncia de
goma
3 4 Auséncia de
goma
4 3 Auséncia de
goma
Soro (20g/L) 5 7 Presenca de
goma
6 4 Presenca de
goma

4.3.3 — Experimento Il

Este experimento teve como objetivo reavaliar os efeitos da presenga do
extrato de levedura e do acido citrico em meios de soro de leite, para producido de
xantana. Os resultados obtidos (Tabela 23) demonstram que o meio 1 (meio sem
acido citrico e extrato de levedura) apresentou a maior produgédo e a maior
viscosidade de mosto. O meio 2 apresentou o maior coeficiente de conversao em

produto (Yp/s), mas a menor quantidade de xantana no meio. O meio com extrato de
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levedura e acido citrico (meio 3) teve o menor coeficiente de conversdao, com

producgao intermediaria entre os dois meios.

Tabela 23 — Comparacgao dos resultados obtidos em diferentes meios de soro de

leite.

Tipo de meio de  Xantana (g/L) Yp/s(g/g) Aspecto mosto pH final

SOoro
Meio 1 9.4 0,54 Viscoso (+++) 7,5
Meio 2 5,8 0,76 Viscoso (+) 9,5
Meio 3 6,9 0,39 Viscoso (++) 9,5

Os novos experimentos estdo de acordo com os resultados encontrados por
Nitschke et al. (1997) que fizeram testes com diferentes composi¢cées de meios e
encontraram o melhor resultado com o meio de soro de leite integral acrescido de

sais.

O meio 2 (acrescido de &acido citrico) apresentou um rendimento de 76%.
Jana & Ghosh (1997) encontraram um rendimento proximo (80%), quando
acrescentaram 2,6 g/L de acido citrico ao meio de crescimento e produgdo, em
condigdes de oxigenagao baixas. Esta adigdo de acido ndo melhorou a produgao da

xantana quando n&o existiu limitagcdo na aeracéo.

A partir dos novos procedimentos, ou seja, nova adaptagao da linhagem e um
tempo menor para repique, os meios de soro de leite sem a presenca do extrato de

levedura apresentaram uma maior viscosidade.

4.4 — Producao de Goma Xantana em Reator

Foram realizadas fermentacbées em meio de soro de leite, com composi¢oes

adaptadas de trabalhos de Lima (1999) e Nitschke et al. (2001). A literatura
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encontrada para producdo de xantana, neste meio, ja foi mencionada na
investigacao dos nutrientes necessarios ao meio de soro de leite. Estas referéncias
sdo contraditorias em relacdo a presenca do nutriente extrato de levedura. Como as
condigdes em shaker sao bastante diferentes das de um reator, em relacdo ao
controle de pH, agitacao e aeracgao, estes experimentos foram repetidos com e sem
a presenca do extrato de levedura. Foram realizadas trés fermentagdes variando a
composi¢cao dos meios de cultivo. A Figura 15 apresenta o aspecto fibroso da

xantana apoés a recuperagao e purificagdo da goma.

Figura 15 — Aspecto da goma xantana apds o processo de recuperagao e
purificagao.
Fonte: Lima (1999, p.107).

A fermentacdo de Xanthomonas campestris pv. campestris em meio de soro
de leite integral e nao filtrado, em reator de 2L, provocou bastante espuma nas
primeiras 24h de processo ficando impossivel trabalhar sem um antiespumante

adequado a fermentacdo. Foram feitas duas tentativas com antiespumantes a base
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de silicone, o primeiro Kollasol Lok da CHT, nao quebrou a espuma do meio ficando
a fermentacao prejudicada. O segundo Kuriless 100 da Kurita quebrou a espuma do
meio, mas a quantidade de antiespumante usada para tornar a espuma estavel
tornou a fermentacao inviavel, devido ao aumento do volume do meio. Tentou-se
entdo diminuir a quantidade de proteinas do meio, separando o “excesso’ de
precipitados apds a autoclavagao. A quantidade de espuma diminuiu, mas o meio
nao se tornou viscoso apds 96h de processo. O antiespumante que se adequou ao
processo foi um produto a base de copolimeros condensados de 6xido de etileno e
oxido de propileno, Prevol UC, da Clariante. Com este antiespumante foi utilizado

um volume de 1mL, antes de esterilizar e 5mL durante o restante da fermentacgao.

Lorda et al. (1995) também tiveram dificuldades com a quantidade de espuma
formada no inicio do processo quando trabalhou com X. campestris em meio de
glicose ativado com farinha de amaranto em reator de 2,5L a 750 rpm. Conseguiu
estabilizar a espuma adicionando um volume de 10 mL de um antiespumante a base
de silicone (20 %) antes de esterilizar e 120 mL deste produto durante o restante da

fermentacao.

4.4.1 — Efeitos da composicao de meios de soro de leite na produgcao da goma

xantana.

A Tabela 24 apresenta os dados das 3 fermentacdes. Na primeira
fermentacdo pode-se observar que do substrato consumido na fermentagcao, 30 %
foi para produgdo de xantana e 3 % para crescimento e multiplicagdo celular,
indicando que a maior parte do acucar metabolizado foi para outros fins. Apesar do

rendimento desta fermentacdo ter sido baixo, a viscosidade final da xantana foi



OLIVEIRA, S.H.

RESULTADOS E DISCUSSAO

100

excelente de acordo com os dados da literatura (SCHWARTZ & BODIE, 1985;

LIMA, 1999 NITSCHKE et al., 2001).

Tabela 24 — Parametros obtidos para as diferentes composi¢des dos meios

utilizados.
Meio de 50 g/L lactose 28 g/L lactose 49 g/L lactose sem
soro acrescido de extrato | acrescido de extrato extrato de
de levedura de levedura levedura
So 50,00 g/L 28,07 g/L 48,95 g/L
S 10,30 g/L 8,16 g/L 29,63 g/L
So - St 39,70 g/L 19,91 g/L 19,32 g/L
Po 0,00 g/L 0,00 g/L 1,70 g/L
Ps 11,90 g/L 8,80 g/L 13,60 g/L
Xo 1,62 g/L 1,60 g/L 0,75 g/L
Xq 2,76 g/L 2,17 g/L 4,36 g/L
Yp/s 0,30 0,44 g/L 0,62
Yx/s 0,03 0,03 0,19
1rp‘r1; 1055 24.024,90 cP - -
1?5376?136;1 - - 28.433,93 cP
10rs:1f/‘;a"4s_1 ; 2.216,50 cP 2.921,4 cP
torocesso 168h 96h 168h

E importante ressaltar que o mosto da primeira fermentacdo teve a

viscosidade e a concentracdo finais de xantana reavaliados, apdés um ano sob
refrigeragao 4 °C, e manteve a viscosidade e a concentragcdo de xantana em valores
muitos proximos a primeira analise. Neste caso, o mosto fermentado, mesmo
possuindo enzimas possiveis de degradar a goma nao sofreu alteragcdo na
viscosidade e na concentragcao da xantana. Este fato vai de acordo com o que Pace

& Righelato (1981) afirmaram, que embora a goma xantana apresente em sua
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estrutura um esqueleto celulolitico, ndo existe evidéncias de que a celulase de

Xanthomonas seja capaz de degrada-la.

Segundo Alves (1991) a presenca de certas enzimas formadas durante a
produgcdo da goma pode causar problemas em seu posterior processamento ou
imprimir caracteristicas indesejaveis ao produto final, restringindo, por exemplo, a
gama de materiais com os quais € compativel. A presenca de atividade celulolitica
em gomas xantana comercialmente disponiveis impossibilita sua utilizagdo em

mistura com ésteres de celulase, como a carboximetilcelulose.

Na segunda fermentagdo, mesmo com a concentragdo do substrato menor o
coeficiente de rendimento continuou baixo (Yp/s=0,44g/L), indicando mais uma vez
que boa parte do agucar da fermentacao é utilizado para fins sem ser de producéao e
crescimento celular. Este dado esta de acordo com a pesquisa de Pielken
etal. (1987) que verificaram uma metabolizagdo do agucar em produtos ainda
desconhecidos quando utilizaram extrato de levedura no meio de producdo. Por
outro lado, pode-se observar (Tabela 24) que tanto a produgdo como a viscosidade
dos meios de soro de leite, com a presenca do extrato de levedura estdo dentro da
faixa encontrada na literatura (SCHWARTZ & BODIE, 1985; LIMA, 1999; NITSCHKE

et al., 2001).

Pielken et al. (1987) estudaram o efeito da adicdo de pequenas quantidades
de aminoacidos na producéo de xantana e crescimento de Xanthomonas campestris
pv. campestris NRRL B1459. Entre os vinte aminoacidos testados esta a metionina,
que é um aminoacido presente no extrato de levedura (EUNICE, 2003). O efeito
mais pronunciado foi observado para lisina e metionina em concentragdes de 5mM.
A lisina aumentou em cerca de 25 % a produgdo de xantana, enquanto que a

metionina provocou uma redugédo de 40 %. Como em presenga de metionina, o
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crescimento foi comparavel ao controle, sem metionina, esta pareceu influenciar
especificamente a producao do polissacarideo, que foi investigado melhor. Células
pré-cultivadas com metionina, recuperadas e lavadas de forma a eliminar qualquer
residuo de aminoacido, foram colocadas em um meio isento de nitrogénio,
impedindo mais crescimento, mas possibilitando a formacao de xantana. Neste caso
a producao de polimero foi também diminuida, em relagcdo as células pré-cultivadas
sem metionina, indicando que esta nio afeta as enzimas envolvidas na biossintese
do polissacarideo, mas provoca uma modificacdo na composi¢cao enzimatica celular,
resultando em um fluxo de carbono alterado. Esta alteracdo estaria representada
pela formagdo de uma grande quantidade de carboidratos de peso molecular mais
baixo que a xantana, entdo detectados, e pela metabolizacdo da glicose em

produtos ainda desconhecidos.

A segunda fermentacado (Tabela 24) foi silimar ao trabalho de Schwartz &
Bodie (1985), que trabalharam com uma concentracdo do meio de soro de leite
(28 g/L lactose acrescido de extrato de levedura); pH controlado entre 6,5 e 7,5;
porém com linhagem de bactéria e condi¢gdes operacionais diferentes (reator com
aeracado de 1vvm e agitacdo de 500 rpm). Encontraram uma viscosidade final do
mosto de 800 cP, na taxa de cisalhamento de 12 s™. Este valor da viscosidade ndo
tem como ser comparado com a viscosidade do segundo experimento, 2.216,50 cP
aid4 s'1(Apéndice B), pois as taxas de cisalhamento a que foram submetidos os
fluidos sao diferentes, mas pode-se analisar que os valores das viscosidades estao

proporcionais com as taxas de cisalhamento empregadas.

Na terceira fermentagcdo o consumo do acucar da fermentacao foi bem mais
equilibrado para a producdo de xantana e multiplicagcao celular. O rendimento da

fermentagdo sem adigao do extrato de levedura ficou em 62%, valor este maior que
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encontrado por Nitschke et al. (2001) que conseguiram um rendimento de 55%

utilizando na fermentacdo um sistema combinando soro integral e soro filtrado.

A relacao C/N na terceira fementagao ficou em 30, relagdo considerada 6tima
para producao de xantana (FLORES-CANDIA; ZENG; DECKWER, 1999). De acordo
com estes autores, tanto uma alta relacdo C/N (95), quanto uma baixa relacdo C/N
(15) é ruim para produgdo de xantana. Para as propriedades reoldgicas da goma

esta relacdo nao foi considerada importante.

A biomassa maxima atingida nesta fermentagao foi de 4,36g/L (Tabela 24).
Outros pesquisadores também encontraram valores similares com X. campestris. pv.
campestris: Rajeshwari et al. (1995) encontraram 5,56 g/L de biomassa maxima em
um processo de producdo de xantana usando um meio modificado contendo
“jaggery” e milhocina em uma estratégia de alimentagao intermitente. Estas fontes
de carbono e nitrogénio contém varios nutrientes promotores de crescimento e
tracos de metais. Jana & Ghosh (1997) avaliando os efeitos da adi¢gao de acido
citrico na produgao de xantana encontraram uma concentragao de células de 4,0 g/L
em 96h de fermentagdo. Chaitali et al. (2003) utilizaram para produzir xantana,
glicose como fonte de carbono e uréia mais extrato de levedura como fontes de
nitrogénio, encontrando uma concentracdo de células de 7,0 g/L ao final do

processo.

A concentracdo do substrato ao final do processo, na terceira fermentacao, foi
alta, 29,63 g/L, (Tabela 24) devendo este fato ser decorrente da alta viscosidade

alcancada dificultando a difusao dos nutrientes para as células.

Moraine & Rogovin (1973) atribuiram que o cessar do crescimento durante a

fermentacdo nao poderia ser atribuido somente a exaustdo do nutriente limitante,
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mas estaria também associado a producdo da goma. Provavelmente a camada
mucosa que cresce ao redor da célula, com o aumento da viscosidade do meio,
estaria causando resisténcia ao transporte de nitrogénio e, portanto restringindo o
crescimento. Este efeito poderia ser atenuado aumentando-se a forga motriz para o
transporte de nitrogénio, através do aumento da concentragdo do mesmo no meio
de cultivo. O mesmo fendmeno foi apontado como possivel explicacdo para o
decréscimo da velocidade especifica de formacdo do polimero no curso da

fermentacao.

Uma importante caracteristica que reflete a qualidade do polimero é a
capacidade viscosificante, que Ramirez et al. (1988) definiram como a viscosidade
gerada por unidade do polissacarideo, sugerindo que esta caracteristica poderia ser
usada como um indice para a qualidade da goma xantana. Lima (1999) trabalhando
com a linhagem LFR-4, em meio de glicose (20 g/L) obteve nas condi¢des
estudadas, rendimento de 0,74 g/g e uma viscosidade final do mosto de 2.242 cP
com taxa de cisalhamento variando de 0,2 a 20,4 s'. Quando utilizou o
microrganismo da colegcdo de cultura (Xantomonas campestris NRRL B-1459)
encontrou um rendimento Yp/s=0,61 g/g e uma viscosidade final de 2.350 cP. Neste
trabalho a autora encontrou para a linhagem de Xanthomonas campestris pv.
campestris LFR-4 uma capacidade viscosificante de 142 cP/ gL e para linhagem
NRRL B-1459 192 cP/gL. Calculando a capacidade viscosificante dos dados obtidos
na Tabela 24, para o terceiro experimento a 168h de processo, obtemos um valor de

214,8 cP/g.L".

Nitschke et al. (2001) utilizando soro de leite integral como fonte de carbono
para fermentacdo com X. campestris, alcangaram um rendimento de 55% e uma

viscosidade de 9.506 cP a 0,6 rpm. Quando o meio foi um sistema combinando soro
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integral e soro filtrado o rendimento foi de 55% e a viscosidade final de 18.000 cP a

0,6 rpm.

4.5 — Estudo cinético da produgao de xantana

Uma forma de otimizar o processo fermentativo tem sido o estudo dos
parametros cinéticos. Com relagao a esse aspecto, a bactéria X. campestris tem sido
intensamente estudada no que concerne a produgao de xantana. Visando relacionar
a produgdao de goma a dindmica do processo, foi feito o acompanhamento do
desenvolvimento do produto ao longo da fermentagdo, sendo a concentragdo de
células, consumo de substrato e formagao do produto quantificada. A cinética do
processo fermentativo foi realizada no meio de soro de leite (49 g/L lactose sem a

presenca do extrato de levedura).

Observando-se o grafico da Figura 16, verifica-se que o ambiente dinamico
onde se processou o catabolismo com produgdo da xantana, vai, gradativamente,
favorecendo a produgao de xantana ao longo do processo, desta forma confirma-se

um comportamento associado ao crescimento celular e ao consumo de substrato.

No caso da cinética em estudo, observou-se pPmax =0,030/h para o periodo de
24 a 48h, apresentando um tempo de geracdo (tg) igual a 23,10h. A velocidade
especifica maxima de crescimento celular esta de acordo com os dados encontrados
na literatura para formacdo do produto associado ao crescimento (Shuler &

Kargi, 2002).
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Figura 16 — Producao de goma xantana, biomassa e consumo de substrato ao

longo do tempo.

Analisando-se os fatores de conversdo de substrato em produto, Ys cujo
valor obtido foi 0,6159 g/g e a conversao de substrato em células Yys = 0,1868 g/qg,
verifica-se que ambos encontram-se coerentes com aqueles encontrados na
literatura para os mais diferentes substratos. Woiciechowski (2001) utilizando
hidrolisados de amido de mandioca e de cascas de café em diferentes fontes de
nitrogénio obteve valores para uyx que variaram de 0,0012h™" a 0,0099 h™', de acordo
com a fonte de carbono e a fonte de nitrogénio, obtendo-se os melhores resultados
quando considerou como fonte de nitrogénio o extrato de levedura e o pior resultado
para a uréia. No tocante aos fatores de conversdo, a autora obteve o maior valor,
Yp/s =0,7462, quando a fonte de nitrogénio foi nitrato de potassio e a melhor
conversao em células,Yx/s=0,3494, quando a fonte foi o extrato de levedura. Assim
apesar do crescimento ter sido associado para a mesma fonte de carbono, a fonte

de nitrogénio mudou o perfil de produgcédo da goma. Resultados semelhantes foram



OLIVEIRA, S.H. RESULTADOS E DISCUSSAO 107

encontrados por Letisse et al. (2001) quando utilizaram sacarose como fonte de
carbono e diferentes fontes de nitrogénio obtendo um ux que variou de 0,07 a

0,13 h™' e um rendimento em xantana da ordem de 65 %.

Garcia-Ochoa et al. (2003) analisando os diferentes modelos cinéticos para
producao de xantana chamam atengao no que concerne ao fato da cinética desse
produto ser afetada por inuUmeras variaveis tais como composicdo do meio,
temperatura, taxa de transferéncia de oxigénio além da fonte de nitrogénio

empregada.

4.6 — Comportamento reolégico do mosto fermentado

A caracterizagao reolégica do mosto fermentado ao longo da fermentagao é
uma ferramenta importante na otimizagcdo do processo (LETISSE et al., 2003), uma
vez que dela depende diretamente as condi¢gdes hidrodinamicas (nivel de agitagao)
e a transferéncia de oxigénio no sistema. Isto sem levar em consideragao a questao

de transporte e bombeamento do fluido através das tubulagdes da planta industrial.

A presente pesquisa direcionou sua atengdo no estudo do comportamento
reoldgico do mosto fermentado ao longo do periodo produtivo, ou seja, 0 a 168 h,
para as seguintes condicdes de cultivos: meio de soro de leite (50 g/L lactose),
temperatura na faixa de 28-32 °C, pH entre 6,5-75, agitacdo de 900rpm e taxa de
oxigenagao de 0,5 vvm. Amostras foram colhidas a cada 12 h. Como medida
comparativa, foi também analisada uma amostra retirada apés 168 horas de
fermentagdo, em meio de soro de leite (50g/L lactose) com adicao de extrato de

levedura (Apéndice A).

A Figura 17, a Figura 18, e a Figura 19 mostram a evolugdo dindmica do

enriquecimento do mosto em xantana e a variagao da viscosidade da suspensio a
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medida que a fermentagdo ocorre. A concentracdo de xantana e a viscosidade

aparente da suspensao variaram no intervalo de tempo de 0 a 144h, na faixa de 1,70

a 11,90 g/L; 3,09 a 1454,59 cP (Apéncice C), respectivamente.
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Figura 17 — Evolugéo dinamica da concentragdo de xantana no meio de soro de

leite.
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Figura 18 — Parametros reoldgicos versus concentragdo de xantana para as

primeiras 48h de processo.
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Figura 19 — Parametros reoldgicos versus concentragao de Xantana para o intervalo

de processo 60 a 144 h.

A Figura 18 e a Figura 19 confirmam a caracteristica peculiar e de grande
valor econbmico da xantana, que € o espessamento da suspensao a medida que a
concentracao do biopolimero aumenta no meio fermentativo. Estas figuras também
claramente sugerem que existem trés zonas de diferentes comportamentos
reoldgicos ao longo do processo: Zona 1: concentragdo de xantana 1,7 a 3,70 g/L;
Zona 2: concentracdo de xantana 5.4 a 7,9 g/L; Zona 3: concentragdo de xantana
8.4 a 11.9 g/L. A Figura 20, a Figura 21, a Figura 22 e a Figura 23 exploram a
dependéncia da viscosidade aparente e da tensdo de cisalhamento com a taxa de
deformagdo, curvas de viscosidade e reogramas, respectivamente, para varias

amostras retiradas nos intervalos de tempo supra citados.

As curvas de viscosidade (Figura 20 e Figura 21) mostram que a viscosidade
aparente do mosto fermentado decresce a medida que a taxa de deformacgao
aumenta, conforme o esperado com base nos dados de literatura (GARCIA-OCHOA

et al., 2000; BIRD et al., 2002; MACHADO, 2002).
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de 0-36 h.
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Figura 21 — Curva de viscosidade para amostras no periodo de tempo de processo

72 -120 h.

Este comportamento é classico para materiais pseudoplasticos, confirmado

ao se analisar as curvas de escoamento ou reogramas obtidos (Figura 22 e Figura

23) (BIRD et al., 2002; MACHADO, 2002). Estas figuras também levam a concluir

que as suspensdes de xantana formadas ao longo do processo fermentativo
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apresentavam "limite de escoamento” (tp), que é caracteristico de material plastico,
onde a tensdo de cisalhamento devera superar o valor daquela referente ao "limite
de escoamento" para que a xantana passe a se comportar como um fluido
pseudoplastico. Fluidos com este comportamento s&o classificados como
pseudoplasticos com limite de escoamento. Existem devido a presenca de forcas de
interag&o entre particulas, moléculas ou grupos de moléculas existentes no meio. Ha
na realidade aglomerados de moléculas ou mesmo reticulos. Quanto maior as forgas

intermoleculares, maior o valor deste parametro.
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Figura 22 — Curvas de escoamento (Tempo de processo: 0-48 h).
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Figura 23 — Curvas de escoamento (Periodo de processo: 72-120 h).
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A Figura 24 mostra a variagao do valor do limite de escoamento com a

concentracdo de xantana. Esta simples analise reoldégica das amostras das

suspensdes de xantana formadas durante o processo, induz a conclusdo, sem

investigacdes microscopica de estrutura, que ha formacao de aglomerados de

moléculas bem rigidamente interligados a medida que a goma se concentra no meio.

Figura 24 — Variagao do limite de escoamento com a concentragao de xantana.
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A xantana apresenta um comportamento pseudoplastico, que pode ser
explicado pela orientagdo das macromoléculas isoladas na direcdo do fluxo, pelos
diferentes arranjos moleculares e pelo rompimento das interagdes intermoleculares,
devido ao efeito do fluxo (WOICIECHOWSKI, 2001). Vale salientar que nao foi
observado ciclo de histerese nas amostras testadas. Portanto, foi descartada a
possibilidade de comportamento tixotropico, ou seja, a mistura foi capaz de
recuperar sua viscosidade original apds o cessar da aplicacdo da tensédo de
cisalhamento, significando que a estrutura das moléculas de xantana retornou ao

seu original de interagao nao-orientada com a forga de cisalhamento.

Como discutido acima, das curvas de escoamento (Figura 22 e Figura 23)
também se pode tirar a importante conclusdo que as suspensdes de xantana sao
fluidos pseudoplasticos com “tensao limite de escoamento” (1p). Para cada amostra,
modelos existentes na literatura (Bingham, da poténcia e de Hershel-Buckley) foram
ajustados aos dados utilizando método dos minimos quadrados. O modelo de
Hershel-Buckley é genérico uma vez que se transforma nos modelos de Bingham e
da poténcia quando n=1 e 10=0, respectivamente. Analisando as curvas da Figura 22
e da Figura 23 pode-se dizer que o modelo de Hershel, para fluido pseudoplastico,
reduz-se ao Modelo de Bingham. Ao aplicar tal metodologia, observa-se que tal
modelo realmente representa bem os dados experimentais (Figura 26) (faixa de erro:
0.01 — 0,04%). Os parametros do modelo Bingham (limite de escoamento

viscosidade plastica) sdo apresentados na Tabela 25.
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Figura 25 — Parametro de modelo de Bingham para amostras obtidas no intervalo

de 0-48 h de processo

Tabela 25 — Par@metros para modelo de Bingham.

-:;?_21&(;:: Conc. Xantana © Mo R?
(h) (g.L™) (dina. cm™) (cP) (%)
0,00 1,70 1,730 0,081 99,67
12,00 2,40 1,840 0,023 99,84

24,00 3,10 2,310 0,0231 99,81
36,00 3,70 2,120 0,0027 99,92
48,00 4,20 3,650 0,0012 99,71

A analise das curvas de escoamento obtidas para as amostras da suspensao
formada no intervalo de 60-120 h de processo, leva a conclusdao que seria mais
adequado o uso do modelo de trés parametros, ou seja, o Modelo de Herschell-
Buckley. Este modelo foi testado, assim como o classico modelo de Ostwald de
Waele ou modelo da poténcia. A Figura 26 e a Figura 27 apresentam a evidéncia

que os dois modelos se adequam bem aos dados.



OLIVEIRA, S.H. RESULTADOS E DISCUSSAO 115

Porém, observa-se que o modelo da poténcia apresentou erro menor nas
leituras a baixa rotacdo ou taxa de deformacédo. A restricdo com o modelo a trés
parametros, esta no classico problema em se ter que extrapolar os dados para se
obter o valor de limite de escoamento e em seguida utilizar o valor encontrado para
o0 calculo dos parametros restantes, i.e: o indice de comportamento, "n", e de
consisténcia "k". Os parametros dos modelos estdo dispostos na Tabela 26 e na

Tabela 27.
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Figura 26 — Parametro de modelo Herschell-Buckley.

Tabela 26 — Parametros de modelo para Herschell-Buckley.

Tempo de | Concentragao Parametros do Modelo R?

Processo de Xantana . K n
(h) (g/L) (dina.z:m'z) (dina.s n.cm-2) (%)
60 5,40 2,50 1,70 0,64 99,25
72 6,20 5,60 3,30 0,61 99,46
84 7,20 9,25 4,90 0,58 99,07
96 7,90 17,54 7,90 0,55 99,75
108 8,36 23,40 8,70 0,58 99,89

120 9,80 32,30 9,32 0,66 98,86
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Figura 27 — Parémetro de modelo Ostwald de Waele.

Tabela 27 — Parametros de modelo Ostwald de Waele

105

120

Tempo de Concentragao Parametros de Modelo R2

Processo de Xan}ana K (%)
(h) (9.L7) (dina.s n.cm?) n
60 5,40 2,50 0,56 99,81
72 6,20 5,60 0,51 99,83
84 7,20 9,25 0,47 99,76
96 7,90 17,54 0,40 99,75
108 8,36 23,40 0,39 99,88
120 9,80 32,30 0,37 99,89
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5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

1. A linhagem Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-4 possui
capacidade para utilizacdo do soro de leite como substrato, constituindo uma

alternativa para a produgao de goma xantana a partir deste residuo.

2. Os parametros capazes de influenciar o rendimento do processo sdo a
concentragéo do indculo e a agitagdo. De uma forma geral, melhores resultados em
rendimento e consequentemente mostos mais viscosos para inicio da producgéo,
foram alcangados quando se trabalhou com uma menor concentracdo (20 g/L) e

uma menor agitacao (160 rpm).

3. Na avaliagdo dos nutrientes essenciais ao meio de soro de leite foi
verificado que o meio com acréscimo de extrato de levedura foi melhor quando se

trabalhou com a linhagem menos estavel e com tempos de repiques maiores.

4. Com a linhagem estavel foi visto que a relagao C/N influenciava a produgao
de xantana. O extrato de levedura acrescido ao meio de producado de soro de leite
altera a relacdo C/N ideal, com um acréscimo a mais de proteinas. Neste caso o
meio sem adi¢cao do extrato de levedura apresentou uma melhor produgdo e mosto

mais viscoso.

5. O melhor meio de crescimento € aquele que utiliza o soro como fonte de

carbono com concentracao de lactose de 20 g/L.

6. No reator a relacdo C/N também influenciou no equilibrio da fermentacao,

pois 0s meios de soro acrescidos com extrato de levedura apresentaram menores
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coeficientes de rendimento (Yp/s=0,3; Yp/s=0,44) que o meio de soro sem adi¢ao do

extrato (Yp/s=0,62) com relagdo C/N ideal de producao.

7. A presenca do extrato de levedura nao influenciou na produgdo e

viscosidade finais dos meios de soro de leite.

8. Através das analises dos parametros cinéticos confirmou-se um

comportamento associado ao crescimento celular.

9. As curvas de viscosidade apresentadas mostraram que a viscosidade
aparente do mosto fermentado decresce a medida que a taxa de deformagao
aumentava, comportamento classico para materiais pseudoplasticos, confirmado ao

se analisar também as curvas de escoamento.

10. As suspensdes de xantana formadas sdo fluidos pseudoplasticos com
“tenséao limite de escoamento” (tp) e nao foi observado ciclo de histerese, portanto
sem comportamento tixotrépico. Todavia, nas primeiras 48h de processo, a
pseudoplasticidade é tdo pequena (n—1) que o fluido pode ser considerado como

plastico ideal ou Bingham.

11. Na analise realizada nas amostras do mosto fermentado concluiu-se que
os modelos de Herschell-Buckley e de Ostwald de Waele se adequam bem aos
dados, sendo que o0 modelo da poténcia apresentou erro menor nas leituras a baixa

rotacdo ou taxa de deformacéo.
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APENDICE A

Tabela 28 — Estudo dos parametros reoldgicos para a o meio de soro de leite (50 g de

lactose, com extrato de levedura) e 168 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

80532,82 0,20 53,74 54,76 0,07 29,13 00:05,4 SC4-31
42215,99 0,40 56,25 57,41 0,14 29,08 00:05,2 SC4-31
31793,22 0,60 63,63 64,86 0,20 29,23 00:05,3 SC4-31
27144,21 0,80 72,44 73,83 0,27 29,15 00:05,2 SC4-31
24024,87 1,00 80,05 81,68 0,34 29,15 00:05,2 SC4-31
21220,47 1,20 84,95 86,58 0,41 29,15 00:05,3 SC4-31
18938,82 1,40 88,44 90,15 0,48 29,08 00:05,3 SC4-31
17115,10 1,60 91,31 93,11 0,54 29,15 00:05,2 SC4-31
15630,00 1,80 93,80 95,66 0,61 29,23 00:05,3 SC4-31
14411,92 2,00 96,10 98,00 0,68 29,17 00:05,2 SC4-31
13428,95 2,20 98,53 100,45 0,75 29,17 00:05,2 SC4-31
14561,89 2,00 97,08 99,02 0,68 29,25 00:06,3 SC4-31
15763,30 1,80 94,55 96,47 0,61 29,17 00:06,3 SC4-31
17152,59 1,60 91,50 93,31 0,54 29,23 00:06,3 SC4-31
18895,97 1,40 88,22 89,94 0,48 29,25 00:06,3 SC4-31
21270,46 1,20 85,11 86,78 0,41 29,23 00:06,3 SC4-31
2444478 1,00 81,47 83,11 0,34 29,15 00:06,3 SC4-31
28943,82 0,80 77,22 78,73 0,27 29,23 00:06,3 SC4-31
36042,31 0,60 72,05 73,53 0,20 29,17 00:06,3 SC4-31
49339,47 0,40 65,80 67,10 0,14 29,30 00:06,3 SC4-31
88331,15 0,20 58,87 60,07 0,07 29,17 00:06,2 SC4-31
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APENDICE B
Tabela 29 — Estudo dos parametros reoldgicos para a o0 meio de soro de leite (28 g de
lactose, com extrato de levedura) e 96 horas de processo.
Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle
cisalhamento | cisalhamento de Tempo
2.216,53 10,00 73,93 75,36 3,40 29,42 00:05,4 SC4-31
1.340,71 20,00 89,38 91,17 6,80 29,48 00:05,2 SC4-31
1.018,78 30,00 101,91 103,92 10,20 29,48 00:05,3 SC4-31
824,82 40,00 110,00 112,18 13,60 29,48 00:05,2 SC4-31
659,86 50,00 110,00 112,18 17,00 29,50 00:05,2 SC4-31
549,88 60,00 110,00 112,18 20,40 29,52 00:05,3 SC4-31
471,33 70,00 110,00 112,18 23,80 29,58 00:05,3 SC4-31
412,41 80,00 110,00 112,18 27,20 29,50 00:05,2 SC4-31
366,59 90,00 110,00 112,18 30,60 29,48 00:05,3 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 29,42 00:05,2 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 29,48 00:05,3 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 29,42 00:05,3 SC4-31
253,79 130,00 110,00 112,18 44,20 29,42 00:05,2 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 29,42 00:05,2 SC4-31
219,95 150,00 110,00 112,18 51,00 29,48 00:05,2 SC4-31
206,21 160,00 110,00 112,18 54,40 29,50 00:05,4 SC4-31
194,08 170,00 110,00 112,18 57,80 29,48 00:05,3 SC4-31
183,29 180,00 110,00 112,18 61,20 29,40 00:05,2 SC4-31
173,65 190,00 110,00 112,18 64,60 29,48 00:05,3 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 29,48 00:05,2 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 29,42 00:05,2 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 29,40 00:05,2 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 29,40 00:05,2 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 29,33 00:06,3 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 29,42 00:06,4 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 29,35 00:06,3 SC4-31
173,65 190,00 110,00 112,18 64,60 29,40 00:06,3 SC4-31
183,29 180,00 110,00 112,18 61,20 29,42 00:06,3 SC4-31
194,08 170,00 110,00 112,18 57,80 29,42 00:06,3 SC4-31
206,21 160,00 110,00 112,18 54,40 29,40 00:06,2 SC4-31
219,95 150,00 110,00 112,18 51,00 29,40 00:06,3 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 29,35 00:06,3 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 29,42 00:06,2 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 29,40 00:06,2 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 29,40 00:06,3 SC4-31
366,59 90,00 110,00 112,18 30,60 29,48 00:06,3 SC4-31
412,41 80,00 110,00 112,18 27,20 29,48 00:06,3 SC4-31
471,33 70,00 110,00 112,18 23,80 29,48 00:06,2 SC4-31
549,88 60,00 110,00 112,18 20,40 29,50 00:06,3 SC4-31
659,86 50,00 110,00 112,18 17,00 29,52 00:06,3 SC4-31
803,83 40,00 107,15 109,32 13,60 29,50 00:06,2 SC4-31
975,79 30,00 97,63 99,53 10,20 29,52 00:06,3 SC4-31
1.285,23 20,00 85,70 87,40 6,80 29,48 00:06,4 SC4-31
2.063,56 10,00 68,85 70,16 3,40 29,48 00:06,2 SC4-31
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APENDICE C

Tabela 30 — Estudo dos parametros reoldgicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 0 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

19,20 10,00 6,38 2,53 13,20 29,67 00:05,5 SC4-18
7,05 20,00 4,69 1,86 26,40 29,67 00:05,2 SC4-18
5,40 30,00 545 2,14 39,60 29,60 00:05,4 SC4-18
4,57 40,00 6,08 2,42 52,80 29,65 00:05,3 SC4-18
4,20 50,00 7,00 2,77 66,00 29,60 00:05,2 SC4-18
3,75 60,00 7,51 2,97 79,20 29,60 00:05,3 SC4-18
3,47 70,00 8,07 3,21 92,40 29,60 00:05,2 SC4-18
3,22 80,00 8,64 3,40 105,60 29,58 00:05,2 SC4-18
3,30 90,00 9,90 3,92 118,80 29,60 00:05,2 SC4-18
3,09 100,00 10,32 4,08 132,00 29,58 00:05,2 SC4-18
2,92 110,00 10,69 4,24 145,20 29,52 00:05,3 SC4-18
2,87 120,00 11,47 4,55 158,40 29,65 00:05,2 SC4-18
2,77 130,00 11,99 4,75 171,60 29,58 00:05,3 SC4-18
2,68 140,00 12,53 4,95 184,80 29,65 00:05,3 SC4-18
2,66 150,00 13,33 5,27 198,00 29,58 00:05,3 SC4-18
2,62 160,00 13,98 5,54 211,20 29,65 00:05,2 SC4-18
2,56 170,00 14,51 5,74 224,40 29,60 00:05,3 SC4-18
2,37 230,00 18,23 7,21 303,60 29,60 00:05,2 SC4-18
2,36 240,00 18,89 7,48 316,80 29,58 00:05,2 SC4-18
2,34 250,00 19,54 7,72 330,00 29,58 00:05,2 SC4-18
2,36 240,00 18,85 7,48 316,80 29,58 00:06,3 SC4-18
2,37 230,00 18,23 7,21 303,60 29,60 00:06,2 SC4-18
2,41 220,00 17,68 7,01 290,40 29,50 00:06,2 SC4-18
2,44 210,00 17,11 6,77 277,20 29,52 00:06,3 SC4-18
2,49 200,00 16,63 6,57 264,00 29,58 00:06,4 SC4-18
2,51 190,00 15,92 6,30 250,80 29,52 00:06,3 SC4-18
2,57 180,00 15,38 6,10 237,60 29,52 00:06,3 SC4-18
2,61 170,00 14,84 5,86 224,40 29,58 00:06,3 SC4-18
2,66 160,00 14,18 5,62 211,20 29,52 00:06,3 SC4-18
2,72 150,00 13,63 5,38 198,00 29,58 00:06,3 SC4-18
2,79 140,00 13,02 5,15 184,80 29,48 00:06,3 SC4-18
2,91 130,00 12,57 4,99 171,60 29,48 00:06,3 SC4-18
2,95 120,00 11,80 4,67 158,40 29,42 00:06,3 SC4-18
2,97 110,00 10,91 4,32 145,20 29,42 00:06,3 SC4-18
3,12 100,00 10,42 4,12 132,00 29,35 00:06,2 SC4-18
3,37 90,00 10,15 4,00 118,80 29,40 00:06,3 SC4-18
3,49 80,00 9,28 3,68 105,60 29,42 00:06,4 SC4-18
3,68 70,00 8,63 3,40 92,40 29,42 00:06,2 SC4-18
3,90 60,00 7,75 3,09 79,20 29,48 00:06,3 SC4-18
4,32 50,00 7,23 2,85 66,00 29,58 00:06,4 SC4-18
4,65 40,00 6,22 2,45 52,80 29,42 00:06,2 SC4-18
5,60 30,00 5,62 2,22 39,60 29,50 00:06,3 SC4-18
7,80 20,00 5,15 2,06 26,40 29,50 00:06,3 SC4-18
17,10 10,00 5,71 2,26 13,20 29,42 00:06,3 SC4-18
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Tabela 31 — Estudo dos paréametros reologicos para a 0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 12 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle
cisalhamento | cisalhamento de Tempo
14,70 10,00 4,95 1,94 13,20 29,17 00:05,3 SC4-18
10,65 20,00 7,09 2,81 26,40 29,17 00:05,2 SC4-18
7,30 30,00 7,26 2,89 39,60 29,23 00:05,2 SC4-18
6,07 40,00 8,12 3,21 52,80 29,17 00:05,3 SC4-18
5,28 50,00 8,79 3,48 66,00 29,25 00:05,2 SC4-18
4,65 60,00 9,30 3,68 79,20 29,23 00:05,2 SC4-18
4,24 70,00 9,91 3,92 92,40 29,17 00:05,2 SC4-18
4,12 80,00 11,01 4,36 105,60 29,25 00:05,2 SC4-18
3,90 90,00 11,70 4,63 118,80 29,17 00:05,2 SC4-18
3,72 100,00 12,38 4,91 132,00 29,17 00:05,3 SC4-18
3,52 110,00 12,88 5,11 145,20 29,17 00:05,2 SC4-18
3,40 120,00 13,58 5,38 158,40 29,17 00:05,3 SC4-18
3,30 130,00 14,33 5,66 171,60 29,23 00:05,2 SC4-18
3,02 190,00 19,12 7,56 250,80 29,23 00:05,2 SC4-18
3,00 200,00 20,02 7,92 264,00 29,23 00:05,2 SC4-18
2,97 210,00 20,79 8,24 277,20 29,30 00:05,2 SC4-18
2,93 220,00 21,45 8,51 290,40 29,17 00:05,2 SC4-18
2,90 230,00 22,20 8,79 303,60 29,30 00:05,3 SC4-18
2,86 240,00 22,88 9,07 316,80 29,23 00:05,2 SC4-18
2,84 250,00 23,72 9,38 330,00 29,23 00:05,3 SC4-18
2,85 240,00 22,77 9,03 316,80 29,23 00:06,3 SC4-18
2,90 230,00 22,18 8,79 303,60 29,25 00:06,2 SC4-18
2,92 220,00 21,35 8,47 290,40 29,17 00:06,3 SC4-18
2,96 210,00 20,72 8,20 277,20 29,17 00:06,2 SC4-18
3,01 200,00 20,12 7,96 264,00 29,15 00:06,2 SC4-18
3,06 190,00 19,43 7,68 250,80 29,13 00:06,3 SC4-18
3,12 180,00 18,72 7,40 237,60 29,17 00:06,3 SC4-18
3,16 170,00 17,93 7,09 224,40 29,15 00:06,3 SC4-18
3,22 160,00 17,16 6,81 211,20 29,23 00:06,2 SC4-18
3,30 150,00 16,55 6,53 198,00 29,25 00:06,2 SC4-18
3,34 140,00 15,64 6,18 184,80 29,33 00:06,4 SC4-18
3,41 130,00 14,78 5,86 171,60 29,25 00:06,3 SC4-18
3,52 120,00 14,15 5,58 158,40 29,30 00:06,3 SC4-18
3,60 110,00 13,18 5,23 145,20 29,30 00:06,4 SC4-18
3,81 100,00 12,69 5,03 132,00 29,25 00:06,3 SC4-18
4,00 90,00 11,99 4,75 118,80 29,23 00:06,3 SC4-18
4,16 80,00 11,10 4,39 105,60 29,23 00:06,2 SC4-18
4,46 70,00 10,36 4,12 92,40 29,23 00:06,3 SC4-18
4,80 60,00 9,56 3,80 79,20 29,17 00:06,3 SC4-18
5,04 50,00 8,39 3,33 66,00 29,15 00:06,2 SC4-18
6,07 40,00 8,05 3,21 52,80 29,17 00:06,4 SC4-18
8,20 30,00 8,24 3,25 39,60 29,23 00:06,3 SC4-18
9,60 20,00 6,36 2,53 26,40 29,25 00:06,3 SC4-18
27,59 10,00 9,16 3,64 13,20 29,23 00:06,2 SC4-18
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Tabela 32 — Estudo dos paréametros reologicos para a 0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 24 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

1,86 13,20 29,92 00:05,4 SC4-18 1,86 13,20 29,92
3,13 26,40 29,95 00:05,2 SC4-18 3,13 26,40 29,95
3,40 39,60 29,92 00:05,2 SC4-18 3,40 39,60 29,92
3,56 52,80 29,95 00:05,2 SC4-18 3,56 52,80 29,95
3,84 66,00 29,88 00:05,2 SC4-18 3,84 66,00 29,88
4,24 79,20 29,83 00:05,2 SC4-18 4,24 79,20 29,83
4,67 92,40 29,85 00:05,2 SC4-18 4,67 92,40 29,85
4,71 105,60 29,85 00:05,2 SC4-18 4,71 105,60 29,85
5,11 118,80 29,85 00:05,3 SC4-18 5,11 118,80 29,85
5,27 132,00 29,88 00:05,3 SC4-18 5,27 132,00 29,88
5,58 145,20 29,77 00:05,3 SC4-18 5,58 145,20 29,77
5,90 158,40 29,85 00:05,2 SC4-18 5,90 158,40 29,85
6,14 171,60 29,77 00:05,2 SC4-18 6,14 171,60 29,77
6,45 184,80 29,85 00:05,2 SC4-18 6,45 184,80 29,85
6,85 198,00 29,85 00:05,2 SC4-18 6,85 198,00 29,85
7,17 211,20 29,77 00:05,2 SC4-18 7,17 211,20 29,77
7,44 224,40 29,85 00:05,2 SC4-18 7,44 224,40 29,85
7,84 237,60 29,85 00:05,2 SC4-18 7,84 237,60 29,85
8,12 250,80 29,83 00:05,4 SC4-18 8,12 250,80 29,83
9,94 330,00 29,83 00:05,3 SC4-18 9,94 330,00 29,83
9,66 316,80 29,77 00:06,2 SC4-18 9,66 316,80 29,77
9,34 303,60 29,85 00:06,4 SC4-18 9,34 303,60 29,85
9,07 290,40 29,75 00:06,5 SC4-18 9,07 290,40 29,75
8,83 277,20 29,77 00:06,2 SC4-18 8,83 277,20 29,77
8,55 264,00 29,77 00:06,3 SC4-18 8,55 264,00 29,77
8,24 250,80 29,77 00:06,2 SC4-18 8,24 250,80 29,77
8,00 237,60 29,77 00:06,2 SC4-18 8,00 237,60 29,77
7,64 224,40 29,77 00:06,3 SC4-18 7,64 224,40 29,77
7,40 211,20 29,83 00:06,4 SC4-18 7,40 211,20 29,83
7,05 198,00 29,83 00:06,2 SC4-18 7,05 198,00 29,83
6,77 184,80 29,77 00:06,2 SC4-18 6,77 184,80 29,77
6,37 171,60 29,83 00:06,3 SC4-18 6,37 171,60 29,83
6,02 158,40 29,83 00:06,4 SC4-18 6,02 158,40 29,83
5,66 145,20 29,77 00:06,2 SC4-18 5,66 145,20 29,77
5,42 132,00 29,85 00:06,3 SC4-18 542 132,00 29,85
5,07 118,80 29,85 00:06,4 SC4-18 5,07 118,80 29,85
4,67 105,60 29,85 00:06,3 SC4-18 4,67 105,60 29,85
4,32 92,40 29,83 00:06,2 SC4-18 4,32 92,40 29,83
4,16 79,20 29,88 00:06,2 SC4-18 4,16 79,20 29,88
3,80 66,00 29,85 00:06,3 SC4-18 3,80 66,00 29,85
3,56 52,80 29,88 00:06,2 SC4-18 3,56 52,80 29,88
3,64 39,60 29,85 00:06,3 SC4-18 3,64 39,60 29,85
3,13 26,40 29,88 00:06,2 SC4-18 3,13 26,40 29,88
3,72 13,20 29,83 00:06,3 SC4-18 3,72 13,20 29,83
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Tabela 33 — Estudo dos paréametros reologicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 36 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

15,90 10,00 5,28 2,10 13,20 30,02 00:05,4 SC4-18
9,00 20,00 6,04 2,38 26,40 29,95 00:05,3 SC4-18
7,40 30,00 7,42 2,93 39,60 30,02 00:05,3 SC4-18
6,45 40,00 8,64 3,40 52,80 30,00 00:05,1 SC4-18
5,76 50,00 9,65 3,80 66,00 30,02 00:05,3 SC4-18
5,20 60,00 10,41 4,12 79,20 30,05 00:05,3 SC4-18
4,88 70,00 11,36 4,51 92,40 29,95 00:05,2 SC4-18
4,65 80,00 12,44 4,91 105,60 30,02 00:05,2 SC4-18
4,50 90,00 13,47 5,34 118,80 30,02 00:05,2 SC4-18
4,32 100,00 14,40 5,70 132,00 29,95 00:05,3 SC4-18
4,12 110,00 15,12 5,98 145,20 29,95 00:05,3 SC4-18
4,05 120,00 16,19 6,41 158,40 30,00 00:05,2 SC4-18
3,95 130,00 17,09 6,77 171,60 30,02 00:05,2 SC4-18
3,83 140,00 17,93 7,09 184,80 30,02 00:05,2 SC4-18
3,78 150,00 18,94 7,48 198,00 30,00 00:05,4 SC4-18
3,71 160,00 19,75 7,84 211,20 30,02 00:05,3 SC4-18
3,41 220,00 25,03 9,90 290,40 30,02 00:05,2 SC4-18
3,38 230,00 25,92 10,25 303,60 30,00 00:05,3 SC4-18
3,34 240,00 26,74 10,57 316,80 30,00 00:05,2 SC4-18
3,31 250,00 27,61 10,93 330,00 29,85 00:05,2 SC4-18
3,32 240,00 26,64 10,53 316,80 29,92 00:06,2 SC4-18
3,34 230,00 25,60 10,14 303,60 29,88 00:06,3 SC4-18
3,38 220,00 24,76 9,82 290,40 29,95 00:06,4 SC4-18
3,41 210,00 23,89 9,46 277,20 29,92 00:06,2 SC4-18
3,46 200,00 23,09 9,15 264,00 30,00 00:06,2 SC4-18
3,49 190,00 22,14 8,75 250,80 29,95 00:06,3 SC4-18
3,55 180,00 21,29 8,43 237,60 29,95 00:06,4 SC4-18
3,60 170,00 20,42 8,08 224,40 30,00 00:06,3 SC4-18
3,66 160,00 19,52 7,72 211,20 30,02 00:06,2 SC4-18
3,72 150,00 18,63 7,36 198,00 30,02 00:06,4 SC4-18
3,81 140,00 17,77 7,05 184,80 30,02 00:06,2 SC4-18
3,90 130,00 16,90 6,69 171,60 30,05 00:06,3 SC4-18
4,00 120,00 16,01 6,33 158,40 30,13 00:06,2 SC4-18
4,17 110,00 15,25 6,06 145,20 30,13 00:06,3 SC4-18
4,29 100,00 14,26 5,66 132,00 30,10 00:06,2 SC4-18
4,53 90,00 13,55 5,38 118,80 30,13 00:06,2 SC4-18
4,65 80,00 12,44 4,91 105,60 30,05 00:06,2 SC4-18
4,97 70,00 11,60 4,59 92,40 30,00 00:06,3 SC4-18
5,25 60,00 10,51 4,16 79,20 29,95 00:06,2 SC4-18
5,76 50,00 9,61 3,80 66,00 30,02 00:06,3 SC4-18
6,45 40,00 8,61 3,40 52,80 30,05 00:06,3 SC4-18
7,70 30,00 7,66 3,05 39,60 30,02 00:06,2 SC4-18
8,85 20,00 5,95 2,34 26,40 30,02 00:06,3 SC4-18
13,20 10,00 4,44 1,74 13,20 30,02 00:06,3 SC4-18
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Tabela 34 — Estudo dos paréametros reologicos para a 0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 48 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

25,99 30,00 2,61 2,65 10,20 30,20 00:05,2 SC4-31
25,49 40,00 3,36 3,47 13,60 30,17 00:05,3 SC4-31
25,19 50,00 4,15 4,28 17,00 30,27 00:05,2 SC4-31
23,49 60,00 4,71 4,79 20,40 30,20 00:05,2 SC4-31
22,71 70,00 5,33 5,40 23,80 30,20 00:05,2 SC4-31
22,50 80,00 5,99 6,12 27,20 30,20 00:05,2 SC4-31
22,33 90,00 6,66 6,83 30,60 30,23 00:05,2 SC4-31
21,60 100,00 7,16 7,34 34,00 30,23 00:05,3 SC4-31
20,72 110,00 7,61 7,75 37,40 30,30 00:05,2 SC4-31
20,25 120,00 8,15 8,26 40,80 30,23 00:05,2 SC4-31
19,84 130,00 8,63 8,77 44,20 30,20 00:05,2 SC4-31
19,50 140,00 9,12 9,28 47,60 30,20 00:05,3 SC4-31
19,00 150,00 9,52 9,69 51,00 30,20 00:05,2 SC4-31
18,56 160,00 9,90 10,10 54,40 30,20 00:05,2 SC4-31
18,35 170,00 10,38 10,61 57,80 30,23 00:05,2 SC4-31
17,83 180,00 10,73 10,91 61,20 30,20 00:05,2 SC4-31
17,52 190,00 11,09 11,32 64,60 30,20 00:05,2 SC4-31
16,08 250,00 13,39 13,67 85,00 30,23 00:05,3 SC4-31
16,37 240,00 13,07 13,36 81,60 30,17 00:06,3 SC4-31
16,43 230,00 12,64 12,85 78,20 30,17 00:07,7 SC4-31
16,91 220,00 12,36 12,65 74,80 30,20 00:06,3 SC4-31
17,28 210,00 12,12 12,34 71,40 30,17 00:06,4 SC4-31
17,55 200,00 11,68 11,93 68,00 30,20 00:06,4 SC4-31
17,68 190,00 11,23 11,42 64,60 30,10 00:06,4 SC4-31
18,16 180,00 10,90 11,12 61,20 30,10 00:06,3 SC4-31
18,35 170,00 10,39 10,61 57,80 30,10 00:06,2 SC4-31
18,93 160,00 10,06 10,30 54,40 30,02 00:06,3 SC4-31
19,20 150,00 9,56 9,79 51,00 30,02 00:06,2 SC4-31
19,50 140,00 9,06 9,28 47,60 30,05 00:06,3 SC4-31
19,61 130,00 8,53 8,67 44,20 30,02 00:06,3 SC4-31
20,25 120,00 8,11 8,26 40,80 30,10 00:06,3 SC4-31
21,27 110,00 7,75 7,95 37,40 30,13 00:06,5 SC4-31
21,60 100,00 7,20 7,34 34,00 30,10 00:06,4 SC4-31
22,66 90,00 6,75 6,93 30,60 30,10 00:06,4 SC4-31
22,12 80,00 5,93 6,02 27,20 30,17 00:06,2 SC4-31
23,14 70,00 5,45 5,51 23,80 30,13 00:06,5 SC4-31
23,99 60,00 4,80 4,89 20,40 30,20 00:06,2 SC4-31
25,19 50,00 4,18 4,28 17,00 30,17 00:06,3 SC4-31
26,99 40,00 3,57 3,67 13,60 30,13 00:06,3 SC4-31
24,99 30,00 2,47 2,55 10,20 30,20 00:06,2 SC4-31
23,99 20,00 1,65 1,63 6,80 30,17 00:06,3 SC4-31
29,99 10,00 0,99 1,02 3,40 30,23 00:06,3 SC4-31
25,99 30,00 2,61 2,65 10,20 30,20 00:05,2 SC4-31
25,49 40,00 3,36 3,47 13,60 30,17 00:05,3 SC4-31
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Tabela 35 — Estudo dos parédmetros reoldgicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 60 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

107,98 10,00 3,63 3,67 3,40 30,50 00:05,4 SC4-31
94,48 20,00 6,33 6,42 6,80 30,50 00:05,2 SC4-31
84,98 30,00 8,52 8,67 10,20 30,50 00:05,2 SC4-31
77,23 40,00 10,27 10,50 13,60 30,45 00:05,3 SC4-31
72,58 50,00 12,05 12,34 17,00 30,45 00:05,2 SC4-31
67,49 60,00 13,52 13,77 20,40 30,40 00:05,3 SC4-31
63,84 70,00 14,92 15,19 23,80 30,45 00:05,3 SC4-31
60,74 80,00 16,19 16,52 27,20 30,38 00:05,3 SC4-31
58,99 90,00 17,66 18,05 30,60 30,38 00:05,5 SC4-31
55,79 100,00 18,64 18,97 34,00 30,45 00:05,3 SC4-31
53,72 110,00 19,69 20,09 37,40 30,40 00:05,4 SC4-31
52,24 120,00 20,91 21,31 40,80 30,38 00:05,3 SC4-31
50,53 130,00 21,87 22,33 44,20 30,33 00:05,2 SC4-31
48,85 140,00 22,80 23,25 47,60 30,33 00:05,3 SC4-31
47,19 150,00 23,63 24,07 51,00 30,33 00:05,2 SC4-31
45,93 160,00 24,54 24,98 54,40 30,33 00:05,2 SC4-31
44,64 170,00 25,34 25,80 57,80 30,33 00:05,3 SC4-31
43,49 180,00 26,06 26,62 61,20 30,33 00:05,2 SC4-31
42,46 190,00 26,90 27,43 64,60 30,33 00:05,2 SC4-31
41,54 200,00 27,67 28,25 68,00 30,40 00:05,2 SC4-31
40,42 210,00 28,34 28,86 71,40 30,38 00:05,3 SC4-31
39,54 220,00 29,04 29,57 74,80 30,40 00:05,2 SC4-31
38,73 230,00 29,72 30,29 78,20 30,45 00:05,4 SC4-31
39,81 220,00 29,16 29,78 74,80 30,48 00:06,2 SC4-31
40,28 210,00 28,24 28,76 71,40 30,50 00:06,4 SC4-31
41,39 200,00 27,64 28,15 68,00 30,50 00:06,2 SC4-31
43,49 180,00 26,08 26,62 61,20 30,48 00:06,2 SC4-31
44,64 170,00 25,33 25,80 57,80 30,45 00:06,4 SC4-31
45,93 160,00 24,50 24,98 54,40 30,48 00:06,3 SC4-31
46,99 150,00 23,52 23,96 51,00 30,50 00:06,2 SC4-31
48,42 140,00 22,64 23,05 47,60 30,48 00:06,4 SC4-31
50,07 130,00 21,66 22,13 44,20 30,58 00:06,3 SC4-31
51,74 120,00 20,73 21,11 40,80 30,48 00:06,3 SC4-31
53,72 110,00 19,71 20,09 37,40 30,45 00:06,2 SC4-31
55,79 100,00 18,64 18,97 34,00 30,50 00:06,3 SC4-31
58,32 90,00 17,55 17,85 30,60 30,45 00:06,3 SC4-31
60,74 80,00 16,23 16,52 27,20 30,40 00:06,2 SC4-31
64,27 70,00 14,97 15,30 23,80 30,48 00:06,5 SC4-31
67,99 60,00 13,63 13,87 20,40 30,45 00:06,3 SC4-31
72,58 50,00 12,07 12,34 17,00 30,48 00:06,3 SC4-31
77,98 40,00 10,41 10,61 13,60 30,38 00:06,2 SC4-31
82,98 30,00 8,30 8,46 10,20 30,50 00:06,4 SC4-31
89,98 20,00 6,04 6,12 6,80 30,45 00:06,3 SC4-31
104,98 10,00 3,51 3,57 3,40 30,45 00:06,2 SC4-31
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Tabela 36 — Estudo dos paréametros reologicos para a 0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 72 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

242,95 10,00 8,07 8,26 3,40 30,38 00:05,5 SC4-31
196,46 20,00 13,13 13,36 6,80 30,40 00:05,2 SC4-31
169,96 30,00 17,01 17,34 10,20 30,38 00:05,2 SC4-31
152,97 40,00 20,35 20,80 13,60 30,40 00:05,2 SC4-31
137,97 50,00 23,05 23,45 17,00 30,40 00:05,2 SC4-31
128,47 60,00 25,66 26,21 20,40 30,40 00:05,3 SC4-31
118,26 70,00 27,64 28,15 23,80 30,45 00:05,3 SC4-31
111,73 80,00 29,78 30,39 27,20 30,48 00:05,2 SC4-31
105,64 90,00 31,66 32,33 30,60 30,48 00:05,2 SC4-31
99,88 100,00 33,35 33,96 34,00 30,48 00:05,3 SC4-31
95,43 110,00 35,00 35,69 37,40 30,50 00:05,3 SC4-31
91,23 120,00 36,55 37,22 40,80 30,50 00:05,2 SC4-31
87,67 130,00 37,98 38,75 44,20 30,48 00:05,3 SC4-31
84,62 140,00 39,46 40,28 47,60 30,48 00:05,2 SC4-31
81,38 150,00 40,68 41,51 51,00 30,45 00:05,2 SC4-31
78,73 160,00 41,98 42,83 54,40 30,50 00:05,2 SC4-31
76,04 170,00 43,14 43,95 57,80 30,45 00:05,2 SC4-31
73,98 180,00 44,41 45,28 61,20 30,50 00:05,3 SC4-31
71,98 190,00 45,64 46,50 64,60 30,48 00:05,3 SC4-31
70,04 200,00 46,66 47,62 68,00 30,45 00:05,3 SC4-31
68,27 210,00 47,75 48,75 71,40 30,48 00:05,2 SC4-31
66,53 220,00 48,85 49,77 74,80 30,50 00:05,2 SC4-31
65,20 230,00 49,98 50,99 78,20 30,45 00:05,2 SC4-31
63,61 240,00 50,90 51,91 81,60 30,48 00:05,2 SC4-31
70,33 200,00 46,86 47,83 68,00 30,45 00:06,4 SC4-31
72,30 190,00 45,81 46,71 64,60 30,48 00:06,3 SC4-31
74,32 180,00 44,63 45,48 61,20 30,48 00:06,3 SC4-31
76,75 170,00 43,47 44,36 57,80 30,45 00:06,2 SC4-31
79,11 160,00 42,20 43,03 54,40 30,48 00:06,3 SC4-31
81,78 150,00 40,94 41,71 51,00 30,45 00:06,2 SC4-31
84,84 140,00 39,60 40,38 47,60 30,45 00:06,4 SC4-31
87,90 130,00 38,13 38,85 44,20 30,48 00:06,2 SC4-31
91,73 120,00 36,70 37,43 40,80 30,50 00:06,3 SC4-31
95,71 110,00 35,08 35,79 37,40 30,50 00:06,3 SC4-31
100,48 100,00 33,51 34,16 34,00 30,48 00:06,2 SC4-31
106,31 90,00 31,87 32,53 30,60 30,48 00:06,3 SC4-31
111,73 80,00 29,82 30,39 27,20 30,45 00:06,3 SC4-31
118,26 70,00 27,63 28,15 23,80 30,48 00:06,3 SC4-31
126,97 60,00 25,38 25,90 20,40 30,50 00:06,2 SC4-31
137,37 50,00 22,91 23,35 17,00 30,48 00:06,3 SC4-31
150,72 40,00 20,15 20,50 13,60 30,48 00:06,3 SC4-31
169,96 30,00 17,04 17,34 10,20 30,48 00:06,3 SC4-31
199,46 20,00 13,28 13,56 6,80 30,40 00:06,3 SC4-31
245,95 10,00 8,18 8,36 3,40 30,40 00:06,4 SC4-31
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Tabela 37 — Estudo dos paréametros reologicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 84 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

404,91 10,00 13,50 13,77 3,40 30,63 00:05,4 SC4-31
311,93 20,00 20,79 21,21 6,80 30,63 00:05,2 SC4-31
257,94 30,00 25,84 26,31 10,20 30,65 00:05,2 SC4-31
229,45 40,00 30,58 31,21 13,60 30,65 00:05,3 SC4-31
206,36 50,00 34,43 35,08 17,00 30,63 00:05,3 SC4-31
187,96 60,00 37,63 38,34 20,40 30,65 00:05,2 SC4-31
172,68 70,00 40,34 41,10 23,80 30,63 00:05,4 SC4-31
161,22 80,00 43,05 43,85 27,20 30,55 00:05,2 SC4-31
151,30 90,00 45,43 46,30 30,60 30,58 00:05,3 SC4-31
143,07 100,00 47,67 48,64 34,00 30,58 00:05,2 SC4-31
135,52 110,00 49,69 50,68 37,40 30,65 00:05,4 SC4-31
129,22 120,00 51,66 52,72 40,80 30,63 00:05,2 SC4-31
123,67 130,00 53,62 54,66 44,20 30,50 00:05,2 SC4-31
118,69 140,00 55,37 56,50 47,60 30,50 00:05,2 SC4-31
114,38 150,00 57,18 58,33 51,00 30,50 00:05,2 SC4-31
110,23 160,00 58,76 59,96 54,40 30,45 00:05,2 SC4-31
106,57 170,00 60,36 61,59 57,80 30,50 00:05,2 SC4-31
102,98 180,00 61,77 63,02 61,20 30,48 00:05,2 SC4-31
87,36 240,00 69,95 71,28 81,60 30,40 00:05,2 SC4-31
85,42 250,00 71,23 72,61 85,00 30,40 00:05,3 SC4-31
86,61 240,00 69,27 70,67 81,60 30,48 00:06,3 SC4-31
88,81 230,00 68,11 69,45 78,20 30,45 00:06,2 SC4-31
91,21 220,00 66,92 68,22 74,80 30,40 00:06,3 SC4-31
93,84 210,00 65,74 67,00 71,40 30,38 00:06,3 SC4-31
96,73 200,00 64,48 65,78 68,00 30,38 00:06,3 SC4-31
99,61 190,00 63,13 64,35 64,60 30,33 00:06,4 SC4-31
102,64 180,00 61,62 62,82 61,20 30,30 00:06,3 SC4-31
106,21 170,00 60,21 61,39 57,80 30,40 00:06,3 SC4-31
109,66 160,00 58,53 59,66 54,40 30,33 00:06,3 SC4-31
113,98 150,00 57,01 58,13 51,00 30,38 00:06,3 SC4-31
118,69 140,00 55,43 56,50 47,60 30,30 00:06,2 SC4-31
123,90 130,00 53,72 54,76 44,20 30,27 00:06,3 SC4-31
129,47 120,00 51,79 52,82 40,80 30,30 00:06,3 SC4-31
135,52 110,00 49,71 50,68 37,40 30,27 00:06,2 SC4-31
142,77 100,00 47,56 48,54 34,00 30,30 00:06,3 SC4-31
151,63 90,00 45,55 46,40 30,60 30,30 00:06,3 SC4-31
160,84 80,00 42,88 43,75 27,20 30,33 00:06,3 SC4-31
172,68 70,00 40,27 41,10 23,80 30,30 00:06,3 SC4-31
186,96 60,00 37,41 38,14 20,40 30,23 00:06,3 SC4-31
206,36 50,00 34,36 35,08 17,00 30,27 00:06,2 SC4-31
231,70 40,00 30,87 31,51 13,60 30,30 00:06,3 SC4-31
265,94 30,00 26,56 27,13 10,20 30,23 00:06,2 SC4-31
314,93 20,00 20,99 21,42 6,80 30,23 00:06,3 SC4-31
398,91 10,00 13,29 13,56 3,40 30,27 00:06,2 SC4-31
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Tabela 38 — Estudo dos paréametros reologicos para a 0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 96 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

746,84 10,00 24,91 25,39 3,40 30,48 00:05,4 SC4-31
541,38 20,00 36,08 36,81 6,80 30,40 00:05,3 SC4-31
436,91 30,00 43,73 44,56 10,20 30,40 00:05,2 SC4-31
368,92 40,00 49,20 50,17 13,60 30,40 00:05,2 SC4-31
325,73 50,00 54,25 55,37 17,00 30,30 00:05,2 SC4-31
293,94 60,00 58,80 59,96 20,40 30,33 00:05,2 SC4-31
268,23 70,00 62,58 63,84 23,80 30,33 00:05,2 SC4-31
247,82 80,00 66,07 67,41 27,20 30,40 00:05,3 SC4-31
230,62 90,00 69,15 70,57 30,60 30,38 00:05,2 SC4-31
216,55 100,00 72,17 73,63 34,00 30,33 00:05,2 SC4-31
204,50 110,00 75,04 76,48 37,40 30,30 00:05,4 SC4-31
193,71 120,00 77,46 79,03 40,80 30,27 00:05,2 SC4-31
183,88 130,00 79,69 81,28 44,20 30,23 00:05,2 SC4-31
176,32 140,00 82,33 83,93 47,60 30,27 00:05,2 SC4-31
168,16 150,00 84,11 85,76 51,00 30,30 00:05,2 SC4-31
161,78 160,00 86,27 88,01 54,40 30,27 00:05,2 SC4-31
131,97 220,00 96,81 98,71 74,80 30,38 00:05,2 SC4-31
128,32 230,00 98,37 100,35 78,20 30,38 00:05,2 SC4-31
124,85 240,00 99,95 101,88 81,60 30,40 00:05,3 SC4-31
121,65 250,00 101,45 103,41 85,00 30,30 00:05,2 SC4-31
124,72 240,00 99,84 101,77 81,60 30,33 00:06,3 SC4-31
128,19 230,00 98,30 100,24 78,20 30,23 00:06,3 SC4-31
131,84 220,00 96,73 98,61 74,80 30,23 00:06,3 SC4-31
135,83 210,00 95,12 96,98 71,40 30,23 00:06,2 SC4-31
140,37 200,00 93,57 95,45 68,00 30,27 00:06,4 SC4-31
145,07 190,00 91,86 93,72 64,60 30,23 00:06,3 SC4-31
149,97 180,00 90,04 91,78 61,20 30,17 00:06,3 SC4-31
155,44 170,00 88,08 89,84 57,80 30,13 00:06,2 SC4-31
161,40 160,00 86,10 87,80 54,40 30,17 00:06,3 SC4-31
168,16 150,00 84,06 85,76 51,00 30,10 00:06,3 SC4-31
175,68 140,00 81,99 83,62 47,60 30,05 00:06,2 SC4-31
183,42 130,00 79,54 81,07 44,20 30,17 00:06,3 SC4-31
193,21 120,00 77,25 78,83 40,80 30,27 00:06,3 SC4-31
203,68 110,00 74,70 76,18 37,40 30,30 00:06,2 SC4-31
215,65 100,00 71,94 73,32 34,00 30,30 00:06,3 SC4-31
230,62 90,00 69,24 70,57 30,60 30,33 00:06,3 SC4-31
246,70 80,00 65,85 67,10 27,20 30,33 00:06,3 SC4-31
266,51 70,00 62,18 63,43 23,80 30,27 00:06,3 SC4-31
291,94 60,00 58,44 59,56 20,40 30,23 00:06,3 SC4-31
325,73 50,00 54,26 55,37 17,00 30,23 00:06,3 SC4-31
370,42 40,00 49,39 50,38 13,60 30,23 00:06,2 SC4-31
432,91 30,00 43,35 44,16 10,20 30,27 00:06,3 SC4-31
527,89 20,00 35,15 35,90 6,80 30,23 00:06,3 SC4-31
725,85 10,00 24,18 24,68 3,40 30,23 00:06,3 SC4-31
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Tabela 39 — Estudo dos paréametros reoldgicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 108 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

1061,77 10,00 35,38 36,10 3,40 30,38 00:05,5 SC4-31
724,35 20,00 48,33 49,26 6,80 30,38 00:05,2 SC4-31
571,88 30,00 57,19 58,33 10,20 30,33 00:05,2 SC4-31
478,40 40,00 63,81 65,06 13,60 30,38 00:05,3 SC4-31
416,91 50,00 69,53 70,87 17,00 30,23 00:05,3 SC4-31
373,42 60,00 74,66 76,18 20,40 30,23 00:05,4 SC4-31
339,36 70,00 79,24 80,77 23,80 30,27 00:05,3 SC4-31
312,68 80,00 83,40 85,05 27,20 30,27 00:05,3 SC4-31
290,27 90,00 87,14 88,82 30,60 30,27 00:05,3 SC4-31
271,74 100,00 90,58 92,39 34,00 30,27 00:05,2 SC4-31
254,95 110,00 93,54 95,35 37,40 30,23 00:05,2 SC4-31
240,45 120,00 96,21 98,10 40,80 30,20 00:05,3 SC4-31
228,41 130,00 98,96 100,96 44,20 30,27 00:05,2 SC4-31
173,65 190,00 110,00 112,18 64,60 30,33 00:05,2 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 30,30 00:05,3 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 30,27 00:05,2 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 30,33 00:05,2 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,38 00:05,3 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,40 00:05,2 SC4-31
131,97 250,00 110,00 112,18 85,00 30,38 00:05,2 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,38 00:06,2 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,38 00:06,2 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 30,33 00:06,2 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 30,40 00:06,4 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 30,33 00:06,3 SC4-31
173,65 190,00 110,00 112,18 64,60 30,38 00:06,2 SC4-31
183,29 180,00 110,00 112,18 61,20 30,38 00:06,2 SC4-31
191,25 170,00 108,37 110,54 57,80 30,40 00:06,3 SC4-31
199,08 160,00 106,16 108,30 54,40 30,48 00:06,3 SC4-31
207,56 150,00 103,83 105,85 51,00 30,45 00:06,4 SC4-31
217,45 140,00 101,47 103,51 47,60 30,45 00:06,2 SC4-31
227,95 130,00 98,78 100,75 44,20 30,45 00:06,3 SC4-31
240,45 120,00 96,19 98,10 40,80 30,40 00:06,3 SC4-31
254,13 110,00 93,18 95,04 37,40 30,38 00:06,3 SC4-31
270,54 100,00 90,17 91,98 34,00 30,45 00:06,2 SC4-31
289,94 90,00 87,03 88,72 30,60 30,38 00:06,3 SC4-31
311,93 80,00 83,16 84,85 27,20 30,38 00:06,2 SC4-31
339,36 70,00 79,17 80,77 23,80 30,38 00:06,3 SC4-31
374,42 60,00 74,93 76,38 20,40 30,33 00:06,3 SC4-31
421,11 50,00 70,20 71,59 17,00 30,30 00:06,4 SC4-31
482,15 40,00 64,28 65,57 13,60 30,30 00:06,2 SC4-31
571,88 30,00 57,19 58,33 10,20 30,30 00:06,4 SC4-31
715,35 20,00 47,74 48,64 6,80 30,33 00:06,3 SC4-31
1040,78 10,00 34,70 35,39 3,40 30,38 00:06,3 SC4-31
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Tabela 40 — Estudo dos paréametros reologicos para a 0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 120 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

1472,69 10,00 49,13 50,07 3,40 30,85 00:05,4 SC4-31
967,29 20,00 64,54 65,78 6,80 30,85 00:05,3 SC4-31
754,84 30,00 75,47 76,99 10,20 30,80 00:05,2 SC4-31
626,12 40,00 83,47 85,15 13,60 30,75 00:05,2 SC4-31
541,08 50,00 90,17 91,98 17,00 30,75 00:05,2 SC4-31
479,90 60,00 95,99 97,90 20,40 30,75 00:05,3 SC4-31
433,19 70,00 101,06 103,10 23,80 30,80 00:05,3 SC4-31
396,29 80,00 105,73 107,79 27,20 30,80 00:05,2 SC4-31
366,59 90,00 110,00 112,18 30,60 30,83 00:05,4 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 30,80 00:05,4 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 30,80 00:05,2 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 30,73 00:05,3 SC4-31
253,79 130,00 110,00 112,18 44,20 30,80 00:05,2 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 30,67 00:05,2 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 30,67 00:05,2 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 30,67 00:05,3 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 30,73 00:05,3 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,65 00:05,3 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,73 00:05,2 SC4-31
131,97 250,00 110,00 112,18 85,00 30,67 00:05,2 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,67 00:06,3 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,63 00:06,3 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 30,65 00:06,3 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 30,63 00:06,3 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 30,55 00:06,3 SC4-31
173,65 190,00 110,00 112,18 64,60 30,58 00:06,4 SC4-31
183,29 180,00 110,00 112,18 61,20 30,50 00:06,4 SC4-31
194,08 170,00 110,00 112,18 57,80 30,50 00:06,3 SC4-31
206,21 160,00 110,00 112,18 54,40 30,48 00:06,3 SC4-31
219,95 150,00 110,00 112,18 51,00 30,48 00:06,3 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 30,45 00:06,3 SC4-31
253,79 130,00 110,00 112,18 44,20 30,48 00:06,5 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 30,48 00:06,6 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 30,45 00:06,2 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 30,50 00:06,3 SC4-31
366,26 90,00 109,95 112,07 30,60 30,45 00:06,3 SC4-31
396,29 80,00 105,70 107,79 27,20 30,45 00:06,3 SC4-31
433,19 70,00 101,06 103,10 23,80 30,50 00:06,4 SC4-31
480,40 60,00 96,08 98,00 20,40 30,45 00:06,3 SC4-31
541,68 50,00 90,30 92,09 17,00 30,48 00:06,3 SC4-31
623,87 40,00 83,18 84,85 13,60 30,45 00:06,2 SC4-31
741,84 30,00 74,15 75,67 10,20 30,40 00:06,3 SC4-31
950,80 20,00 63,43 64,65 6,80 30,40 00:06,3 SC4-31
1436,69 10,00 47,89 48,85 3,40 30,40 00:06,3 SC4-31
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Tabela 41 — Estudo dos parédmetros reoldgicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 144 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle
cisalhamento | cisalhamento de Tempo

2342,50 10,00 78,12 79,65 3,40 30,73 00:05,4 SC4-31
1454,69 20,00 97,03 98,92 6,80 30,67 00:05,4 SC4-31
1099,77 30,00 110,00 112,18 10,20 30,58 00:05,2 SC4-31
824,82 40,00 110,00 112,18 13,60 30,58 00:05,2 SC4-31
659,86 50,00 110,00 112,18 17,00 30,50 00:05,2 SC4-31
549,88 60,00 110,00 112,18 20,40 30,55 00:05,1 SC4-31
471,33 70,00 110,00 112,18 23,80 30,58 00:05,3 SC4-31
412,41 80,00 110,00 112,18 27,20 30,63 00:05,3 SC4-31
366,59 90,00 110,00 112,18 30,60 30,63 00:05,2 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 30,65 00:05,2 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 30,55 00:05,4 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 30,65 00:05,3 SC4-31
253,79 130,00 110,00 112,18 44,20 30,58 00:05,2 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 30,63 00:05,3 SC4-31
219,95 150,00 110,00 112,18 51,00 30,55 00:05,3 SC4-31
206,21 160,00 110,00 112,18 54,40 30,55 00:05,3 SC4-31
194,08 170,00 110,00 112,18 57,80 30,50 00:05,1 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,50 00:05,2 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,58 00:05,3 SC4-31
131,97 250,00 110,00 112,18 85,00 30,55 00:05,2 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,50 00:06,3 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,48 00:06,3 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 30,45 00:06,3 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 30,50 00:06,2 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 30,45 00:06,3 SC4-31
173,65 190,00 110,00 112,18 64,60 30,48 00:06,2 SC4-31
183,29 180,00 110,00 112,18 61,20 30,45 00:06,3 SC4-31
194,08 170,00 110,00 112,18 57,80 30,45 00:06,3 SC4-31
206,21 160,00 110,00 112,18 54,40 30,48 00:06,3 SC4-31
219,95 150,00 110,00 112,18 51,00 30,45 00:06,3 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 30,50 00:06,4 SC4-31
253,79 130,00 110,00 112,18 44,20 30,50 00:06,2 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 30,50 00:06,3 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 30,58 00:06,3 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 30,63 00:06,2 SC4-31
366,59 90,00 110,00 112,18 30,60 30,65 00:06,3 SC4-31
412,41 80,00 110,00 112,18 27,20 30,63 00:06,4 SC4-31
471,33 70,00 110,00 112,18 23,80 30,63 00:06,3 SC4-31
549,88 60,00 110,00 112,18 20,40 30,58 00:06,4 SC4-31
659,86 50,00 110,00 112,18 17,00 30,63 00:06,3 SC4-31
824,82 40,00 110,00 112,18 13,60 30,65 00:06,3 SC4-31
1099,77 30,00 110,00 112,18 10,20 30,55 00:06,3 SC4-31
1450,19 20,00 96,73 98,61 6,80 30,50 00:06,3 SC4-31
2288,51 10,00 76,33 77,81 3,40 30,48 00:06,3 SC4-31
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Tabela 42 — Estudo dos paréametros reologicos para a 0 meio de soro de leite (49 g de
lactose, sem extrato de levedura) e 156 horas de processo.
Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle
cisalhamento | cisalhamento de Tempo
2591,45 10,00 86,45 88,11 3,40 30,73 00:05,3 SC4-31
1612,16 20,00 107,48 109,63 6,80 30,73 00:05,4 SC4-31
1099,77 30,00 110,00 112,18 10,20 30,73 00:05,2 SC4-31
824,82 40,00 110,00 112,18 13,60 30,80 00:05,3 SC4-31
659,86 50,00 110,00 112,18 17,00 30,75 00:05,3 SC4-31
549,88 60,00 110,00 112,18 20,40 30,75 00:05,3 SC4-31
471,33 70,00 110,00 112,18 23,80 30,75 00:05,3 SC4-31
412,41 80,00 110,00 112,18 27,20 30,73 00:05,2 SC4-31
366,59 90,00 110,00 112,18 30,60 30,65 00:05,2 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 30,67 00:05,2 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 30,58 00:05,2 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 30,63 00:05,3 SC4-31
253,79 130,00 110,00 112,18 44,20 30,65 00:05,3 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 30,58 00:05,4 SC4-31
219,95 150,00 110,00 112,18 51,00 30,58 00:05,3 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 30,50 00:05,4 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 30,50 00:05,3 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,50 00:05,3 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,50 00:05,3 SC4-31
131,97 250,00 110,00 112,18 85,00 30,55 00:05,2 SC4-31
137,47 240,00 110,00 112,18 81,60 30,55 00:06,3 SC4-31
143,45 230,00 110,00 112,18 78,20 30,50 00:06,7 SC4-31
149,97 220,00 110,00 112,18 74,80 30,48 00:06,9 SC4-31
157,11 210,00 110,00 112,18 71,40 30,55 00:07,0 SC4-31
164,96 200,00 110,00 112,18 68,00 30,45 00:06,4 SC4-31
173,65 190,00 110,00 112,18 64,60 30,50 00:06,4 SC4-31
183,29 180,00 110,00 112,18 61,20 30,50 00:06,2 SC4-31
194,08 170,00 110,00 112,18 57,80 30,45 00:06,3 SC4-31
206,21 160,00 110,00 112,18 54,40 30,45 00:06,3 SC4-31
219,95 150,00 110,00 112,18 51,00 30,50 00:06,3 SC4-31
235,66 140,00 110,00 112,18 47,60 30,45 00:06,4 SC4-31
253,79 130,00 110,00 112,18 44,20 30,50 00:06,4 SC4-31
274,94 120,00 110,00 112,18 40,80 30,48 00:06,6 SC4-31
299,94 110,00 110,00 112,18 37,40 30,40 00:06,5 SC4-31
329,93 100,00 110,00 112,18 34,00 30,38 00:06,4 SC4-31
366,59 90,00 110,00 112,18 30,60 30,38 00:06,3 SC4-31
412,41 80,00 110,00 112,18 27,20 30,38 00:06,3 SC4-31
471,33 70,00 110,00 112,18 23,80 30,45 00:06,3 SC4-31
549,88 60,00 110,00 112,18 20,40 30,40 00:06,3 SC4-31
659,86 50,00 110,00 112,18 17,00 30,38 00:06,3 SC4-31
824,82 40,00 110,00 112,18 13,60 30,38 00:06,2 SC4-31
1099,77 30,00 110,00 112,18 10,20 30,40 00:07,1 SC4-31
1553,67 20,00 103,57 105,65 6,80 30,33 00:07,3 SC4-31
2483,47 10,00 82,81 84,44 3,40 30,30 00:06,3 SC4-31
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Tabela 43 — Estudo dos paréametros reologicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 168 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle

cisalhamento | cisalhamento de Tempo

2921,38 10 97,41 99,33 34 30,63 00:05,4 SC4-31
1649,65 20 110 112,18 6,8 30,65 00:05,2 SC4-31
1099,77 30 110 112,18 10,2 30,65 00:05,2 SC4-31
824,82 40 110 112,18 13,6 30,58 00:05,2 SC4-31
659,86 50 110 112,18 17 30,63 00:05,4 SC4-31
549,88 60 110 112,18 20,4 30,58 00:05,2 SC4-31
471,33 70 110 112,18 23,8 30,63 00:05,3 SC4-31
412,41 80 110 112,18 27,2 30,63 00:05,2 SC4-31
366,59 90 110 112,18 30,6 30,65 00:05,2 SC4-31
329,93 100 110 112,18 34 30,65 00:05,2 SC4-31
299,94 110 110 112,18 37,4 30,63 00:05,2 SC4-31
274,94 120 110 112,18 40,8 30,63 00:05,4 SC4-31
253,79 130 110 112,18 44,2 30,65 00:05,3 SC4-31
235,66 140 110 112,18 47,6 30,67 00:05,1 SC4-31
219,95 150 110 112,18 51 30,65 00:05,2 SC4-31
157,11 210 110 112,18 71,4 30,75 00:05,4 SC4-31
149,97 220 110 112,18 74,8 30,8 00:05,3 SC4-31
143,45 230 110 112,18 78,2 30,8 00:05,2 SC4-31
137,47 240 110 112,18 81,6 30,83 00:05,2 SC4-31
131,97 250 110 112,18 85 30,83 00:05,3 SC4-31
137,47 240 110 112,18 81,6 30,85 00:06,2 SC4-31
143,45 230 110 112,18 78,2 30,85 00:06,3 SC4-31
149,97 220 110 112,18 74,8 30,83 00:06,2 SC4-31
157,11 210 110 112,18 71,4 30,85 00:06,2 SC4-31
164,96 200 110 112,18 68 30,85 00:06,3 SC4-31
173,65 190 110 112,18 64,6 30,85 00:06,3 SC4-31
183,29 180 110 112,18 61,2 30,85 00:06,3 SC4-31
194,08 170 110 112,18 57,8 30,85 00:06,2 SC4-31
206,21 160 110 112,18 54,4 30,8 00:06,3 SC4-31
219,95 150 110 112,18 51 30,83 00:06,3 SC4-31
235,66 140 110 112,18 47,6 30,85 00:06,3 SC4-31
253,79 130 110 112,18 44,2 30,9 00:06,3 SC4-31
274,94 120 110 112,18 40,8 30,85 00:06,3 SC4-31
299,94 110 110 112,18 37,4 30,9 00:06,4 SC4-31
329,93 100 110 112,18 34 30,9 00:06,4 SC4-31
366,59 90 110 112,18 30,6 30,92 00:06,3 SC4-31
412,41 80 110 112,18 27,2 30,9 00:06,2 SC4-31
471,33 70 110 112,18 23,8 30,98 00:06,3 SC4-31
549,88 60 110 112,18 20,4 31 00:06,3 SC4-31
659,86 50 110 112,18 17 31 00:06,3 SC4-31
824,82 40 110 112,18 13,6 30,98 00:06,2 SC4-31
1099,77 30 110 112,18 10,2 31 00:06,3 SC4-31
1649,65 20 110 112,18 6,8 31,08 00:06,3 SC4-31
2768,41 10 92,25 94,13 3,4 31,1 00:06,2 SC4-31
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Tabela 44 — Estudo dos paréametros reologicos para a o0 meio de soro de leite (49 g de

lactose, sem extrato de levedura) e 216 horas de processo.

Viscosidade | Velocidade | % Torque .Tensao de . Taxa de Temperatura Intervalo Spindle
cisalhamento | cisalhamento de Tempo
68385,41 0,20 45,62 46,50 0,07 31,25 00:05,4 SC4-31
39291,62 0,40 52,44 53,44 0,14 31,25 00:05,2 SC4-31
32443,08 0,60 64,87 66,18 0,20 31,15 00:05,2 SC4-31
29656,17 0,80 79,11 80,66 0,27 31,10 00:05,3 SC4-31
28433,93 1,00 94,82 96,68 0,34 31,08 00:05,3 SC4-31
27294,18 1,20 109,24 111,36 0,41 31,08 00:05,3 SC4-31
23566,40 1,40 110,00 112,18 0,48 31,08 00:05,2 SC4-31
20620,60 1,60 110,00 112,18 0,54 31,10 00:05,2 SC4-31
18329,42 1,80 110,00 112,18 0,61 31,10 00:05,2 SC4-31
16496,48 2,00 110,00 112,18 0,68 31,15 00:05,2 SC4-31
18329,42 1,80 110,00 112,18 0,61 31,10 00:06,3 SC4-31
20620,60 1,60 110,00 112,18 0,54 31,08 00:06,2 SC4-31
23566,40 1,40 110,00 112,18 0,48 31,08 00:06,3 SC4-31
27494,13 1,20 110,00 112,18 0,41 31,08 00:06,3 SC4-31
32992,96 1,00 110,00 112,18 0,34 31,08 00:06,3 SC4-31
39816,50 0,80 106,18 108,30 0,27 31,02 00:06,2 SC4-31
49139,51 0,60 98,30 100,24 0,20 31,08 00:06,3 SC4-31
67410,62 0,40 89,95 91,68 0,14 31,02 00:06,2 SC4-31
119224,56 0,20 79,52 81,07 0,07 31,02 00:06,3 SC4-31
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APENDICE D
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Figura 28 — Curva da concentracao de células.
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Figura 29 — Curva de concentracao de lactose.
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Figura 30 — Curva da concentracédo de sacarose.
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ANEXO A

Certificados das analises laboratoriais realizadas em amostras de soro de leite utilizadas nos

experimentos (Parmalat e Valedoutado).

ol

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

LEAAL

LABORATORIO DE EXPERIMENTACAO E ANALISES DE ALIMENTOS

Pigina 1 de 1

| CERTIFICADO DE ENSAIO N°2697/04

Data de Emissdo: 04/11/2004

SOLICITANTE
SARA HORACIO DE OLIVEIRA

DATA DE ENTRADA
18.10.04

ENDERECO DO SOLICITANTE

Av. Bernardo Vieira de Melo, 4980 — Candeias — Jaboatiio dos Guararapes — PE

NATUREZA DO PRODUTO
SORO DE LEITE

B dovrado.

Qutras Informagoes

Lote Data de fabricagio: -
- Data de validade: -

AMOSTRA: aproximadamente 1000 mL, coletada pelo solicitante.

FiSICO-QUIMICA

ENSAIOS RESULTADOS
Umidade e Substincias Voléteis (g/100g) 93,37
Método: Adolfo Lutz, 1985
Cinzas (g/100g) 0,76
Método: Adolfo Lutz, 1985
Proteina (g/100g) 0,43
Método: Adolfo Lutz, 1985
Lipideos (g/100g) 0,05
Método: Adolfo Lutz, 1985
Lactose (Carboidratos) (g/100g) 539
Método: por cilculo
V.C.T. (Kcal) 23,73
Método: por cilculo
Ferro (mg/100g) 0,24
Método: AOAC, 2002 944.02
Cilcio (mg/100g) 113,69
Método: AOAC, 2002 944.03
Sodio (mg/100g) 19,65
Método: AOAC, 2002 990.23
Potassio (mg/100g) 52,45
Meétodo: AOAC, 2002 990.23
Observagoes: =
Conclusiio: -

Informamos que os resultados sdo referentes
certificado s6 ¢ permitida na integra.

Sebastiio €: ]
Gerente Técnico
Setor de Figico-Quimica

a amostra analisada e que a reprodugdo deste

Recife, 04 de novembro de 2004

bosa Guerra
o LEAAL

Nonete
Coordena:

Campus Universitdrio - CEP : 50670-901 Recife — PE - E-mail : leaal@nutricao.ufpe.br

Fones : 32718464 3271-8470 3271-8471

FAX : 3271-8473
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‘ l- UNIVERSIDADE FEDERAL DE FERNAMEBUCO
| DEFARTAMENTO DE NUTRICAD
(LEAAL LABORATORI) DE EXPERIMENTACAD E ANALISES DE ALTMENTOS

Pipina 1 de 1
| CERTIFICADO DE ENSAIQO N"1099/04  Data de Emissdo: 19/05/2004

WHCI’[ANT'E DATA DE ENTRADA
SARA HORACIO DE OLIVEIRA 030505
ENDERECO D0 SOLICITANTE
Av, Bernardo Vieira de Melo, 4980 — Candelas — Jaboatie dos Guararapes — PE
NATUREZA DO PRODUTO Mar
SOR0 DE LEITE ?MMM
Ouiras Informagiies Luote Data de fabricagin: -

- - Data de valldade: -
AMOSTRA: aproximadamente 1200 mL, coletada pelo solicitante,

FiSICO-QUIMICA

ENSAIODS RESULTADOS
Umidlade e Substincias Valiteis (g/100z) 3,01
Métado: Adalfo Lute, 19835
Cinzas (z/100g) 0,69
Métado: Adolfo Lutz, 19835
Proteina (g/100g) 0,46
Melado: Adolfo Luiz, 1955
Lipideas (g/100g) 0,07
Metado: Adalfo Lutz, 1985
Lactose (Carboidratos (g/100g) 577
Métado: por cdlealn
VOT, (Kealy 2505
Metodo; por caloulo
Ferra (mp/100g) 0.3%
Meétodo: Adolfo Lutz, 1985
Ciileia (mg/100g) 101,18
Métado: Adolfo Lutz, 1985
Sadio (mg/100g) 28,75
Médiade: ACAC, 2002 Ref. 900,23
Potissio {my/100g) 23,61
Métade; AGAC, 2002 Ref 900,22
Observaces: -
Conclusio: -

Informamos que os resultados sio referentes a amostra analisada e que a reprodugiio deste
certificado sd ¢ permitida na integra.
Recife, 19 de maio de 2004

Monete Barhdsa Guerra
Coordenadorad LEAAL

ey
Sefor de Fisico-Ouimica

Cangus Universitirio « CEP - S0670-901 Recife - PE - E-mail : lesal@inutrica ufpe.br
Fares : 3ITI8464 3271-8470  3271-8471  FAX : 3271-B473
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ANEXO B

Trabalhos apresentados em eventos.
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XV Simposio Nacional de Bioprocessos

Influéncia de Nutrientes na Producao de Xantana em Meios
de Soro de Leite por Xanthomonas campestris pv. campestris

S. H. de Oliveira'; D. M. G. de Oliveira’; O. M. Marques’; M. A. P. Palha*; M. A. G. A.
Lima’.

Universidade Federal de Pernambuco — Depto. de Engenharia Quimica
Rua Professor Artur de S& S/N — Cidade Universitaria
Caixa Postal 50.740-521 Recife — PE - Fone (81) 2126-7279

'E-mail: olivsara@uol.com.br, *E-mail: olgammarques@hotmail.com,
*E-mail: angeles@uf e.br, >E-mail: magal@ufpe.br

RESUMO

A goma xantana é um biopolimero industrial utilizado nas mais diversas aplicagées,
sendo produzida por linhagens da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris.
Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da presenca do extrato de
levedura e do acido citrico em meios de soro de leite, para produgdo de xantana. Os
resultados mostraram que a adi¢cdo de acido citrico ao meio de soro acarretou um
aumento de 4% de rendimento na produgdo da goma, enquanto que a incluséo de
acido e extrato de levedura possibilitou um acréscimo de 56%.

INTRODUCAO

As gomas microbianas estdo incluidas na classe dos polissacarideos de
grande interesse industrial. Estes biopolimeros sdo produzidos largamente por
bactérias, representando uma pequena fragdo do mercado atual, entretanto em face
a sua potencialidade, constituem uma fonte promissora para substituicdo das gomas
extraidas de plantas e algas. A goma xantana é largamente empregada em uma
ampla faixa de produtos e processos para controlar a viscosidade, textura, retengao
de aromas, suspensao de solidos, estabilizagdo de emulsbes, agentes de
suspensdo, impressao em tecidos, suspensao de compostos quimicos de uso
agricola e aumento na recuperacédo de petroleo. Devido a importancia da xantana,
muitos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de melhorar as linhagens, os
meios de cultivo e os processos de extragao e purificagdo. A literatura referente a
producdo de xantana cita o uso de glicose, sacarose ou amido como fontes de
carbono preferenciais. Os meios de cultura estudados neste trabalho visam o
aproveitamento de residuos industriais ou a valorizagdo de matéria prima regional. O
soro de leite, resultante da fabricagcdo de queijos, vem sendo estudado como opg¢ao,
uma vez que é rico em lactose, proteinas e sais minerais, consistindo em um meio
de cultura de facil obtengdo. O seu descarte representa uma elevada carga
poluente, causando um sério problema ambiental.
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MATERIAIS E METODOS
Microrganismo

Utilizou-se a linhagem da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris
LFR-4 proveniente da colecdo de cultura da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

Meios de cultura

Meio de manutencio:

Para a manutengao da linhagem utilizou-se meio de lactose contendo 2,0%
de lactose, 0,20% NH4NO3, 0,25% de KH2POy4, 0,02% de MgSO., 0,3% &cido citrico,
0,25% Nay;HPO4, 0,12% NaySO4, 0,5% de extrato de levedura, 1,5% de solucdo de
sais e 1,6% agar. A solugdo de sais apresentava a composi¢cao: 0,93% EDTA
Nay-2H;0, 0,12% H3BO3, 0,06% 2ZnSO47H,0, 0,02% CuSO04-5H,0, 0,01%
Na;MgQO4-2H,0, 0,01% Co0S047H,0, 0,15% CaCl,2H,0, 0,14% FeSO4-7H,0,
0,12% MnSO4-H20.

Soro de leite:
O soro de leite foi obtido por precipitagdo de leite integral com alta
temperatura (70 °C) e adigao de acido latico até pH 4,5 e elevado a temperatura a

94°C. Aguardou-se a decantagao e resfriamento da solugéo para filtragdo do soro.

Meio de crescimento:

1,2 % soro, 0,5 % K;HPO4, 0,02% MgSO4, 0,3 % acido citrico, 0,25 % extrato
de levedura, 1,52 % de solugao de sais.

Meios de producio:

Soro de leite A: 2% soro, 0,5% KoHPOy4, 0,01% MgSQOy4, 0,003% MnCl..

Soro de leite B: 2% soro, 0,5% K;HPO4, 0,01% MgSQO4, 0,003% MnCl,, 0,2%
acido citrico.

Soro de leite C: 2% soro, 0,5% K;HPO4, 0,01% MgSQO4, 0,003% MnCl,, 0,2%
acido citrico, 0,25% extrato de levedura.

Inéculo e condigdes de cultivo.

O indculo foi preparado a partir de um tubo de agar inclinado em meio de
lactose (meio de manutenc¢do). Uma algada, adaptada por transferéncias em série,
foi inoculada em tubo de ensaio contendo10 mL de meio de soro de leite e incubada
em agitador rotatério por 48h a 160 rpm e 28°C. O indculo obtido foi transferido para
Erlemeyer de 500mL contendo 90mL do meio de produgdo e incubado por 72h a
200rpm e 30°C. Foi preparado um in6culo para cada meio de producgao, A, B e C.
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Determinagoes analiticas

Teor de lactose

A concentracdo de lactose e acucares redutores totais (ART) foram
determinadas pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS).

Teor de xantana

A concentragcdo de xantana foi determinada, através de seu peso seco, ao
final dos cultivos, apds precipitagcdo da goma pela adigao, sob agitacéo, de 3mL de
solucdo saturada de KCl e 20mL de etanol p.a, para cada 10mL do mosto
fermentado. O produto obtido foi filtrado a vacuo, seco em estufa por 12h e colocado
em dessecador a temperatura ambiente até peso constante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo mostrados os resultados da producdo de xantana pela
linhagem LFR-4 em 3 tipos diferentes de formulacbes a base de soro de leite.
Observa-se que o meio de soro C (meio com acido citrico e extrato de levedura)
apresentou maior fator de rendimento em relagao aos outros meios testados. Este
meio também apresentou, visualmente, um mosto mais viscoso em relagdo aos
outros.Estes fatos sugerem que o processo, em meio de soro de leite contendo
extrato de levedura e acido citrico como nutrientes, apresenta maior produgéao e fator
de rendimento.

Tabela I. Compara¢do dos resultados obtidos em diferentes meios de soro de leite.

Tipo de Meio de soro Xantana (g/L) Yors (2/8)
Meio A 12,1 0,40
Meio B 12,6 0,41
Meio C 18,9 0,63

SCHWARTZ & BODIE (1985) também verificaram um aumento de
viscosidade em meio de soro de leite acrescido de extrato de levedura. NITSCHKE
& KNAUSS (1997) averiguaram que a adi¢cdo de extrato de levedura ao meio de soro
de leite resultou na produ¢cdo de uma goma de baixa viscosidade.Essas diferengas
entre estudos refletem a composicao variavel do soro e salienta a necessidade de
avaliar cada composi¢ao do soro.

O meio de soro B (acrescido de acido citrico) apresentou produgao e fator de
rendimento um pouco superior ao meio de soro padrao (meio A).

SOUW & DEMAIN (1980) verificaram que a inclusdo de citrato em meios de
cultivo para a producdo de xantana era benéfica. Estudando mais detalhadamente o
efeito deste composto sobre a formacdo do polimero, concluiram ser o citrato
estimulante na concentragao de 1,0 — 2,0 g/L, em fermentagées sem controle de pH,
tanto para meios quimicamente definidos como para meios complexos. THONART et
al. (1985) estudando também a influéncia da concentragéo de citrato, para um meio
contendo 40g/L de glicose, verificaram que tanto o fator de rendimento (Yp/s),
quanto a concentragao final de xantana foram maximos, quando se utilizou 3 g/L
deste composto, enquanto que a maxima concentragao de biomassa foi obtida com
1 g/L. Para valores acima de 3 g/L a influéncia tornou-se negativa.
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CONCLUSOES

O meio de cultura C, meio de soro de leite acrescido de extrato de levedura e
acido citrico, apresentou os melhores resultados dentre os meios testados.

O extrato de levedura foi benéfico ao meio testado melhorando sua producéo
e rendimento. Demonstrando também que a sua inclusdo ou nao ao meio de soro de
leite depende do tipo de soro utilizado e da sua composicio.

O meio de cultura B teve influéncia positiva com a adicdo do acido citrico,
confirmando estudos anteriores de outros pesquisadores.
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Trabalho apresentado no XLIV Congresso Brasileiro de Quimica:

AVALIAGCAO DE LINHAGENS DA BACTERIA
Xanthomonas campestris pv.campestris
NA PRODUCAO DA GOMA XANTAMNA EM MEIOS DE
LACTOSE E SORO DE LEITE.

S H de Qhvera, DM G de Olivera, O M Marques, M. A P
Palha M. A G A Lima

Unrversidade Federal de Pernambuco
Departamnento de Engenhana Quimica

A goma xantana é um importante biopalimero industrial, devido as suas
propriedades  funcionais, cujas aplicagdes se dio nos campos
alimenticio, farmacéutico, cosmeética, tExtil, petrolifero, entre autros. Esta
goma @ sintetizada pela bactéria Xanthomonas campestris pv
campestris. Devido & sua importdncia, muitos estudos tém sido
conduzidos com o abjetivo de melharar as linhagens, os meios de cultivo
e 05 processos de extragdo e purificagdo. O abjetivo deste trabalho foi
avaliar para a produgdo de xantana, sete linhagens da bactéria
XKanthomonas campestris pv. campestts em dois meios de cultura: o
prirmeiro com a composigdo de 1,5% de lactose, 0,5% de KzHFPO4, 0,25%
MHaCl 01% MaCl, 001% de MgS04 e 0,01% de extrato de levedurae o
segqundo com a composigio de 2 5% de soro de leite, 05% de KGHPOg e
01% de extrato de levedura. As linhagens usadas faram provenientes
das colegdes de culturas das  Universidades Federal Rural de
Fernambuco e Federal do Rio de Janeiro e apresentam os cddigos LFR-
1, LFR-3, LFR-4, LFR-15, LFR-33, LRJ-407 e LFR-585. As culturas
ariginais da bactéria Xanthomonas campesins pv. campestis mantidas
em meio de Extrato Malte Agar (YMA) foram inoculadas em diferentes
tubos de ensaios com 10 mbL do meio de lactose e 10 mL do meio de
soro de |eite respectivamente. Os indculos foram incubados par 14 dias
a 200 RPM e 307C. A cada 24h, as culturas foram repassadas para meio
novo com a finalidade de adaptagdo ao novo ambiente. Apds esse
perindo, as mesmas foram transferidas para Erlenmeyers de 250 mL
contendo 90 mbL dos respectivos meios. A goma produzida foi extraida
adicionando-se, sob agitagdo, 3 mbL de uma solugdo saturada de KCL e
20 mL de &lcool etilico poa, para cada 10mbL do mosto fermentado e
levada & peso seco. As linhagens LFR-4, LFR-33 e LFR-15
apresentaram-se, nas condigdes estudadas, como melhaores produtoras
da goma xantana .
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