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RESUMO

O presente trabalho teve por principal objetivo o desenvolvimento de um
bioprocesso para a produgcao de goma xantana por fermentagdo no estado
sélido (FES), a partir de residuos e subprodutos agroindustriais. Cinco cepas da
bactéria Xanthomonas campestris foram testadas qualitativamente e
quantitativamente para a produgdo de goma xantana por fermentagdo
submersa utilizando como substratos: hidrolisado de bagago de mandioca,
hidrolisado de polpa citrica, melago de soja, soro de queijo, caldo de cana e
agua de maceragao do milho (Milhocina®) na concentracao de 20 g/L de agucar
redutor total (ART). A cepa Xanthomonas campestris LPB01 obteve o melhor
resultado (14,12 g/L de goma xantana) utilizando-se hidrolisado de bagaco de
mandioca suplementado com extrato de levedura. Apds, foram realizados
estudos em FES, fixando-se o valor da umidade em torno de 85% e taxa de
inoculagao de 10% (v/v) em relagdo a fase liquida, onde se impregnou o bagaco
de cana (suporte) com residuos/subprodutos como substrato liquido em
diferentes concentracbes de ART. O hidrolisado de bagaco de mandioca,
hidrolisado de polpa citrica e o melago de soja apresentaram os melhores
resultados. Na etapa seguinte, os melhores substratos liquidos originados dos
residuos solidos foram utilizados em sua forma in natura (solidos) como suporte
para a FES, puros e/ou combinados com o bagago de cana na proporgéao 1:1,
utilizando-se solugao salina como solucao impregnante. O farelo de soja (FS) e
o bagaco de mandioca (BM) combinado com o bagago de cana (BC)
apresentaram os melhores resultados (FS / BC = 95,23 g/Kg de goma na base
seca; BM / BC = 104,81 g/Kg de goma na base seca). As fermentagbes
seguintes consistiram em testar a influéncia de diversas propor¢des entre FS /
BC e taxa de inéculo e BM / BC e taxa de in6culo na produgcdo de goma
xantana por FES. O melhor resultado (218,23 g/Kg de goma na base seca) foi
alcancado com 90%BM / 10%BC e taxa de inoculacdo de 10%. Apds a
definicdo de parametros fisicos e quimicos para o processo de produgao de
goma xantana, fez-se um estudo cinético com o objetivo de definir-se qual o
melhor tempo para a produgdo do biopolimero. Este foi alcangado apds 120
horas de fermentagdo. Posteriormente, nas condi¢des ja otimizadas, realizou-se
um estudo com diferentes valores de umidade (70, 75 e 80%), que permitisse
uma melhor passagem do ar pela coluna de fermentagdo. A umidade de 80%
mostrou-se mais compativel. Realizou-se em seguida um teste para verificar a
influéncia da aeragdo forgada sobre a produgcdo da goma xantana, onde
diferentes niveis de aeragdo foram avaliados (20, 40 e 60 mL/min). As
fermentagdes foram conduzidas em um sistema de colunas de vidro, onde a
producao atingiu 165,32 g/Kg de goma xantana na base seca com aeragao de
60 mL ar/min. As condi¢des otimizadas neste trabalho foram CB90% / SCB10%
com uma taxa de 10% de in6culo, umidade de 80% em 120 horas de
fermentacao.

Palavras-chave: Goma xantana, FES, Fermentacdo submersa, Xanthomonas
campestris.
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ABSTRACT

The main objective of the present work was the development of a bioprocess for
the production of xantham gum by solid state fermentation (SSF) using wastes
and agro-industrials by-products. Five strains of the bacteria Xanthomonas
campestris were selected qualitatively and quantitatively for xanthan gum
production by submerged fermentation using as substrates: cassava bagasse
hydrolysate, pulp citric hydrolysate, soy molasse, cheese whey, sugar cane
broth, corn steep liquor (Milhocina®) at 20 g/L of total reducing sugar (TRS).
The strain LPB01 presented the best result (14.12 g/L of xanthan gum) using
cassava bagasse hydrolysate supplemented with yeast extract. Therefore,
LPBO1 was selected for further studies using SSF. Initially, SSF was conducted
with LPB0O1 at the following conditions, humidity at around 85% and inoculation
rate of 10% (v/v) of the liquid phase. The liquid phase was obtained by soaking
the cane bagasse (as support) with the liquid waste or by-products (as
substrate) at different concentrations of TRS. The cassava bagasse
hydrolysate, pulp citric hydrolysate and soy molasse presented the best results
for xanthan gum production. In the next stage, the best liquid substrates
generated from the solid waste were used in natura as support for the SSF.
These liquid substrates were used pure or combined with the cane bagasse in
the proportion of 1:1, using saline as impregnant solution. The soy bran (SB)
and cassava bagasse (CB) combined with the sugar cane bagasse (SCB)
showed the best results (SB / SCB = 95.23 g/Kg of gum at dry weight; CB / SCB
= 104.81 g/Kg of gum at dry weight). The following SSF were conducted with
the purpose of testing the influence of various proportions of SB / SCB and CB /
SCB with several inoculum rates for the production of xanthan gum. The best
production (218.23 g/Kg of gum at dry weight) was achieved with 90% CB / 10%
SCB and an inoculation rate of 10%. The above results were used to set
physical and chemical parameters for the next experiments. A kinetic study was
carried out to define the best time for the production of the xanthan gum. It was
reached after 120 hours of fermentation. Using the above optimized conditions
(CB90% / SCB10% and 10% rate of inoculum) different levels of humidity (70,
75 and 80%) were tested to allow a better passage of air in the column of
fermentation. It was verified that a humidity of 80% promoted a higher
production of xanthan gum. Then, different levels of forced air (20, 40 and 60
mL/min) were tested with a system of glass column under the optimized
conditions described above. The aeration of 60 mL/min was the best for the
fermentation, but it only reached 165.32 g/Kg of xanthan gum at dry weight.
Using SSF under several conditions it was possible to optimize the bioprocess
for production of xanthan gum. The optimized conditions were CB90% /
SCB10% and 10% rate of inoculum, humidity of 80% and 120 hours of
fermentation.

Key-words: Xanthan gum, SSF, Submerged Fermentation, Xanthomonas
campestris.
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1. INTRODUGAO

Exopolissacarideos (EPS) microbianos fazem parte de uma classe de
biopolimeros hidrossoluveis produzidos por um grande numero de
microrganismos. Devido a grande diversidade de suas propriedades e
estruturas, estes EPS tém um grande numero de aplicagdes na industria de
alimentos, farmacéutica entre outras, devido a suas propriedades como
agentes espessantes, estabilizantes, emulsificantes, texturizantes e gelificantes
(SUTHERLAND, 1990).

A produgdo de biopolimeros microbianos ou EPS apresenta-se como
uma alternativa as gomas de origem vegetal, por possuirem propriedades
fisico-quimicas de elevado interesse industrial e que sao essenciais para definir
sua aplicagao final (PACE, 1991).

O exopolissacarideo (EPS) goma xantana é tradicionalmente produzido
por fermentacdo submersa. A produgcao deste polissacarideo por fermentacao
submersa é frequentemente acompanhada por um substancial aumento na
viscosidade do meio de fermentacgao, prejudicando assim a distribuicdo de ar
no meio de cultura. Sob essas condig¢des, a disponibilidade do oxigénio pode
vir a ser um fator limitante para o metabolismo celular, afetando a sintese do
polissacarideo (WERNAU, 1985; PETER et al., 1989). Por causa desta alta
viscosidade no meio, os custos de produgao sao muito mais onerosos ja que a
agitagdo de um meio mais viscoso requer muito mais energia gerando
desgaste do equipamento, quando comparado a um mei0 Menos Viscoso
(MARGARITIS & PACE, 1985; GALINDO, 1994).

A fermentagdo no estado sélido (FES) tem sido sugerida como uma
alternativa adequada a fermentagcdo submersa como maneira de prevenir
problemas ligados ao aumento da viscosidade do meio durante a producéo,
como mostram alguns autores. STREDANSKI & CONTI (1999), utilizaram
graos de malte, bagaco de macga, bagaco de uva e cascas de frutas citricas
como substrato no processo de produgcéo da goma xantana.

A utilizacdo de substratos alternativos de baixo custo em processos
fermentativos, tais como residuos agroindustriais, permite a redugao dos custos
de producgao, minimizando problemas ambientais, pois auxilia na destinagao
desses residuos (WOICIECHOWSKI, 2001). Glicose e sacarose sao usadas



como fontes de carbono preferenciais para a produgao de biopolimeros, porém,
algumas fontes alternativas tém sido sugeridas, tais como melago de cana,
residuos da industria de soja, soro de leite, entre outros (NITSCHKE, 1997).

Este trabalho visa desenvolver um bioprocesso para a produgao de
goma xantana por FES em escala laboratorial a partir de residuos e
subprodutos agroindustriais com uma cepa selecionada de Xanthomonas
campestris.

Foram realizados estudos para a otimizagdo de algumas variaveis do
processo fermentativo de producdo de goma xantana por FES em escala
laboratorial a partir de residuos e subprodutos agroindustriais com objetivo de
baixar os custos da matéria prima e de produgédo sem prejuizo da qualidade do
produto final, para assim estimular o desenvolvimento de processos que
valorizem e agreguem valor aos produtos agricolas produzidos no Brasil e aos

residuos por eles gerados.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O trabalho em questdo visa desenvolver um bioprocesso para a
producdo do polissacarideo goma xantana por FES em escala laboratorial e
com uma cepa selecionada de Xanthomonas campestris utilizando-se como

substrato, diversos residuos agroindustriais nacionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar e selecionar a partir de algumas cepas de Xanthomonas
campestris a melhor produtora de goma xantana.

e Caracterizar os diversos substratos/suportes a serem utilizados através
de analises fisico-quimicas.

e Selecionar através de testes por fermentagao o melhor substrato/suporte
para a produ¢cao de goma xantana por FES.

e Desenvolver um bioprocesso para a produgdo de goma xantana em
escala laboratorial, por FES utilizando o substrato selecionado.

e Acompanhar o processo com a cepa selecionada através do seu
comportamento em estudo da cinética da produgdao da goma por FES,
nas condicdes otimizadas (frascos de Erlenmeyer) com o
suporte/substrato selecionado.

e Realizar testes com aeracado forcada na condicdo otimizada a fim de

confrontar com aeracéao por difusdo (ocorrida em frascos Erlenmeyer).

Todas as etapas foram realizadas nos laboratérios da Divisao de

Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da UFPR.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Exopolissacarideos microbianos

Exopolissacarideos (EPS) microbianos, também chamados de
biopolimeros s&o produzidos durante o crescimento de varios géneros de
bactérias. Foram descobertos depois de um trabalho pioneiro de um grupo de
cientistas do Northern Regional Research Laboratory (NRRL), Peoria, lllinois,
Estados Unidos, em meados dos anos 50, que procuravam por microrganismos
capazes de biosintetizar gomas hidrossoluveis de elevada importancia
comercial. Este estudo ocorreu porque os Estados Unidos precisavam
complementar ou substituir o mercado de gomas naturais extraidas de algas
marinhas (alginatos), arvores (goma arabica, goma caraia, goma tragacante),
sementes (goma lacusta), de cereais (amido) por estes terem sua produgéo e
disponibilidades afetadas por variagdes sazonais e adversidades climaticas,
ficando sua oferta bastante variavel. Estes cientistas reconheceram que a
producao de gomas por fermentacdo poderia ser um modo mais seguro e de
disponibilidade constante, independente de condicdes externas, permitindo
também um maior controle de qualidade dos lotes. Ainda, um segundo motivo
para a pesquisa, foi a superproducdo de amido de milho nos Estados Unidos,
gerando uma abundante fonte de carbono que poderia ser facilmente
convertida em D-glicose para o uso durante as fermentagcbes dessas gomas
microbianas (IELPI et al., 1993 e KENNEDY & BRADSHAW, 1984).

A biossintese desses EPS esta diretamente relacionada a capacidade
de sobrevivéncia do microrganismo em condi¢des adversas de meio ambiente
(MOREIRA, 2002). Esses EPS desempenham diferentes papéis, que incluem:

— Proteger o microrganismo contra desidratagao;

— Servir de barreira, impedindo que virus e anticorpos se liguem a sitios
especificos sobre a parede celular;

— Acoplar e neutralizar toxinas carregadas ou ions metalicos toxicos;

— Atuar como fonte de carbono e energia;

— Converter 0 excesso de substrato em uma massa espumosa que é mais

dificil de ser metabolizada por outros microrganismos;



— Interagir com células de animais ou plantas em relagcdes especificas,

simbiodticas ou patogénicas (PACE, 1991).

Devido a diversidade em sua estrutura e propriedades, esses EPS sao
aplicados nos mais diversos setores como o de alimentos, farmacéutico,
quimico e petroquimico (SOCCOL et al., 2000). Sdo amplamente utilizados
como espessantes, gelificantes, agentes de suspensédo, coldides protetores,
entre outros. Exibem uma combinacdo de propriedades que sdo essenciais
para sua aplicacao final. Tais propriedades sao determinadas por sua
composi¢ao quimica, agrupamentos e ligagcbes moleculares, seu peso
molecular médio e sua distribuicdo (PACE, 1991).

Segundo ROTAVVA (2005) esses polissacarideos de cadeias
complexas também podem ser chamados de gomas devido a sua capacidade
de formar solugbes viscosas e géis em meio aquoso. A importancia e
potencialidade do uso de gomas nos diversos segmentos industriais €
consenso na literatura pertinente.

As gomas podem ser definidas como polissacarideos de alto peso
molecular de caracteristica hidrofilica contendo milhares de unidades de
monossacarideos. Gomas sao frequentemente referidas como hidrocoldides
devido a sua afinidade com a agua, sendo essas dispersdes muito viscosas por
causa da dificuldade dessas moléculas quando ramificadas se movimentarem
livremente na solucdo aquosa sem se prenderem umas nhas outras. Sao
capazes de se ligar a muitas moléculas de agua devido a suas ramificagoes.
Quando adicionadas em &agua, formam dispersdes coloidais estaveis. Sao
incapazes de formar géis sozinhos, somente ao combinar-se com o solvente
adequado. (COOPER et al., 2003). Essas gomas podem ser de origem
microbiana, de vegetais terrestres ou marinhos (PASQUEL, 1999).

Uma grande variedade de biopolimeros conhecidos € produzida por
microrganismos. Dentre eles destacam-se: goma gelana (produzido pela
bactéria Pseudomonas elodea), curdlana (produzida pela bactéria Alcaligenes
faecalis var. mixogenes), xantana (produzida por bactérias do género
Xanthomonas sp), welana (produzida pela bactéria Alcaligenes sp), dentre
outras (SANDFORD, 1982 e 1979; SUTHERLAND, 1998).



3.2 Xanthomonas campestris

As bactérias do género Xanthomonas pertencem a familia
Pseudomonaceae. Sao essencialmente fitopatogénicas; com excecédo da
Xanthomonas maltophilia os outros organismos deste género sao patdégenos de
plantas (HAYWARD, 1993; SWINGS et al., 1993; GARCIA-OCHOA et al.,
2000). Sao amplamente distribuidas e infectam mais de 240 géneros de
plantas mono e dicotiledéneas, algumas de interesse agricola, causando
imenso prejuizo as lavouras, como por exemplo, plantagdes de laranja (cancro
citrico), onde é responsavel por causar lesdes nos frutos, folhas e ramos
(ABECITRUS; BRADBURY, 1984), na mandioca (bacteriose ou murcha-
bacteriana) onde coloniza vascularmente as plantas, e pode atingir as raizes,
causando escurecimento de seus vasos condutores (THEODORO et al, 2002),
além de infectar plantagbes de alfafa, repolho e feijdes. A espécie
Xanthomonas campestris, a mais numerosa e abundante do género, diferencia-
se aproximadamente em 125 patovares, que infectam e causam doengas em
varios hospedeiros (BRADBURY, 1984).

As células da Xanthomonas sp. apresentam a forma de bastonete, ficam
alinhadas e ocorrem predominantemente isoladas. Tém em média 0,4 - 0,7 um
de largura por 0,7 — 1,8 ym de comprimento. Sdo gram-negativas, e possuem
um unico flagelo, (1,7 — 3 um de comprimento) sendo por isso, moveis. Esses
microrganismos sdo quimiorganotréficos, ou seja, sdo capazes de utilizar como
fonte de carbono diversos carboidratos e sais de acidos orgénicos. Possuem
ainda metabolismo estritamente aerdbio, requerendo uma molécula de oxigénio
como aceptor final de elétrons. Sdo nao denitrificantes, sendo catalase-positiva
e oxidase-negativa. Podem oxidar a glicose e o caminho de Entner-Doudoroff é
predominantemente usado para o catabolismo da glicose (0 caminho da
pentose fosfato também acontece, mas usa sé 8-16% da glicose total
consumida); o ciclo do acido tricarboxilico e os ciclos glioxilato estdo presentes.
Formam colbnias geralmente lisas, amarelas e viscosas, devido a produgao de
um pigmento insoluvel em agua conhecido como xanthomonadinas (GARCIA-
OCHOA et al. 2000; FARIA, 2005).



A Figura 1 mostra a bactéria Xanthomonas campestris.

FIGURA 1. A bactéria Xanthomonas campestris. (Micrografia (x12000).
FONTE: GARCIA-OCHOA et al., 2000.

De acordo com & REID, 1966, a bactéria Xanthomonas campestris tem a

seguinte classificagao:

Phylum Bactéria

Classe

Ordem Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Xanthomonas
Espécie campestris

3.3 A Goma Xantana

Goma xantana € nome comum que se da ao EPS microbiano produzido
por meio de fermentacdo pela bactéria Xanthomonas campestris. E o mais
importante polissacarideo microbiano do ponto de vista comercial, com uma
produgao mundial em torno de 30000 toneladas por ano, correspondendo a um
mercado de 408 milhdes de doélares. Somente nos Estados Unidos, estima-se
um crescimento anual de 5 a 10% no consumo desta goma. Devido a sua
estrutura unica, a xantana exibe propriedades reoldgicas bastante distintas e

incomuns, como alta viscosidade e solubilidade, estabilidade frente a variagées



de pH e temperatura, compatibilidade com muitos sais metalicos, ingredientes
alimenticios e outros polissacarideos usados como agentes espessantes
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; KALOGIANNIS et al.,, 2003; KENNEDY &
BRADSHAW, 1984; GLAZER & NIKAIDO, 1994; LO et al. 1997).

Desde o estabelecimento de sua produgdo comercial em 1964, este
biopolimero se consagrou como agente espessante, estabilizante e gelificante
da maior importancia em aplicagdes industriais e de alimentos (KENNEDY &
BRADSHAW, 1984).

A xantana €& completamente atdxica, tendo sido aprovada pelo FDA
(Food and Drug Admnistration) dos Estados Unidos desde 1969, como aditivo
em alimentos. No Brasil, a adicdo de xantana em alimentos é permitida desde
1965, pelo Decreto de Lei n° 55.871, da Legislagdo Brasileira de Alimentos
(LIMA et al., 2001; ROTAVVA, 2005).

Atualmente, os maiores produtores de xantana sao os laboratdrios
Merck e Pfizer dos Estados Unidos, Rhone Poulenc e Sanofi-Elf da Francga e
Jungbunzlauer da Austria (GARCIA-OCHOA et al., 2000; LIMA et al., 2001).

3.3.1 Estrutura da Goma Xantana

A goma xantana é um heteropolissacarideo de alto peso molecular. Sua
estrutura primaria consiste em repeticbes de unidades de pentassacarideos
unidos formados por duas unidades de glicose, duas manoses e um acido
glicurénico, em propor¢des molares de 2.8:2.0:2.0 e proporgdes variadas de O-
acetil e piruvil substituintes (Figura 2). Sua cadeia principal consiste em
unidades de B-D-glucose com ligagcbes nas posicdes 1 e 4. O trissacarideo da
cadeia lateral contém uma unidade de acido D-glucurénico entre duas unidades
de D-manose ligadas na posigdo O-3 de residuos de glicose da cadeia
principal. Aproximadamente metade dos residuos D-manose terminais contém
um acido piruvico ligado, de distribuicdo indeterminada. A unidade D-manose
ligada na cadeia principal contém um grupo acetil na posicdo O-6. A presenca
de acido acético e piruvico produzem um polissacarideo do tipo anibnico
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; SANDFORD & BAIRD, 1983).
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FIGURA 2. Estrutura basica proposta para a goma xantana
FONTE: BECKER et al., 1998.

Aproximadamente 30% das ramificagbes possuem um grupo piruvato
carregado. O peso molecular da xantana varia de 2 a 12 X 10°Da (Daltons),
dependendo do processo fermentativo e da linhagem utilizada (LIMA et al.,
2001). Muito embora a estrutura basica da goma xantana esteja definida,
muitos estudos mostram que variagbes nas condicbes de cultura e na
variedade de X. campestris utilizada, podem variar a composi¢ao da molécula
do polimero produzido (WOICIECHOWSKI, 2001). Isto mostra a dificuldade em
manter um padrdo de qualidade na producdo de goma xantana por processos

fermentativos. Esse fendmeno pode ser observado na Tabela 1.
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TABELA 1. Comparagao da composicao de xantana obtida a partir de uma

variedade normal e uma sub-variedade de X. campestris.

Variedade de X. Composigao (g/100g)
campestris D-glucose D-manose AcidoD-  Acetato Piruvato
glucurdnico
Normal 37,0 43,4 19,5 4,5 4,4
Sub-variedade 37,7 42,9 19,3 3,7 2,5

FONTE: KENNEDY & BRADSHAW, 1984.

Alteragbes no grau de acetilacdo e de piruvilagdo podem causar uma
variagdo de estrutura na goma xantana, sendo que dependendo do processo
de produgao, graus diferentes de substituintes acetil e piruvil sdo conseguidos.

A tabela 2 mostra a variagdo nos graus de acetilagdo e de piruvilagéo

obtidos para as gomas xantanas de diversos fabricantes.

TABELA 2. Graus de substituintes acetil e piruvil para varias amostras de

goma xantana comercial.

Amostra de xantana Grau de piruvilagao Grau de acetilagao
Keltrol® 0,39 0,9

Keltrol® 0,32 0,35
Kelzan? 0,40 0,34
Rhodopol 0,44 0,67
Rhodigel’ 0,39 0,53
Viskotan® 0,34 0,79

Fornecimento das amostras: ?Kelco Co. Inc. (San Diego, USA), °Rhone-
Poulenc Industries (Paris, Franga), °Lohmann Fermentations (Cuxhaven,
Alemanha).

FONTE: KENNEDY & BRADSHAW, 1984.
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3.4 Producgao

A xantana é produzida por cultivo aerébio, a aproximadamente 28°C
pelo patovar Xanthomonas campestris. A produgdo em escala laboratorial ou
comercial da goma xantana visa simular o processo ocorrido na natureza sob
condigdes fisico-quimicas otimizadas (JUNGBUNZLAUER; KENNEDY &
BRADSHAW, 1984). O meio de fermentagdo deve conter varios componentes
sob a forma de micronutrientes (como potassio, ferro e sais de calcio) e
macronutrientes como uma fonte de carbono e nitrogénio. Glicose e sacarose
sdo as fontes frequentemente utilizadas. A concentragdo da fonte de carbono
afeta o rendimento da xantana; uma concentragdo entre 2 e 4% € geralmente a
mais utilizada (SANDERSON, 1981). Altas concentracbes desses substratos
podem inclusive inibir o crescimento celular (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
LIMA et al., 2002; MAUGERI, 2001; ROTAVVA, 2005).

Meios contendo elevado teor de fonte de carbono e baixo teor de
nitrogénio favorece o acumulo de polimero (VASHITZ et al., 1991). Em geral os
processos industriais procuram utilizar meios que disponibilizem condi¢gdes
tanto para o crescimento como para o acumulo de goma (DAVIDSON, 1978).

As temperaturas empregadas para a producédo de xantana variam de 25-
34°C. SHU e YANG (1990) concluiram que a temperatura o6tima para a
produgao de xantana depende do meio de produgao utilizado, sendo esta de
28°C para o meio otimizado por GARCIA-OCHOA et al., (2000).

Pesquisadores apontam o pH neutro como 6timo para o crescimento da
Xanthomonas campestris, sendo que este decresce para proximo de 5,0
durante a producdo da xantana, devido aos grupos acidos presentes no
biopolimero. Um estudo dos efeitos do pH mostrou que seu controle melhora o
crescimento celular, mas nédo tem efeito sobre a produgdo da xantana
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A faixa de oxigenagao recomendavel para producdo de xantana é de
1,5-3,5 mM O/L/minuto. Uma boa aeragao é requerida devido ao aumento da
viscosidade durante producdo de xantana (LIMA et al., 2001; ROTAVVA,
2005).
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Estudos in vitro demonstram que biossintese da goma ocorre em dois
estagios no minimo: primeiramente, a unidade repetitiva pentassacaridica é
sequencialmente montada ligando-se ao poliprenol através de uma ligagéo
difosfato; num segundo estagio, as unidades repetitivas sao excretadas e
polimerizadas sendo o polimero liberado para o meio de crescimento (IELPI et
al., 1993; VOJNOQV et al., 1998), (Figura 3).
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FIGURA 3. Biossintese do exopolissacarideo goma xantana
FONTE: DAWES & SUTHERLAND, 1992.

O processo tipico de produgdo da goma xantana por fermentacéo esta

apresentado na figura 4.
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FIGURA 4. Fluxograma do processo de produgao da Goma Xantana.
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FONTE: GARCIA-OCHOA et al., 2000.

3.5 Propriedades da Goma Xantana

Este polissacarideo possui propriedades de grande interesse
tecnologico, como por exemplo:

— Capacidade de produzir solugbes viscosas em altas e baixas
concentragoes;

— Excelente estabilidade térmica;

— Boa estabilidade frente a enzimas como as celulases, amilases e
proteases;

— Excelente solubilidade e estabilidade em ampla faixa de pH;

— Compatibilidade e estabilidade com a maioria dos sais metalicos.

Estas propriedades s&o explicadas ndo s6 a sua capacidade de
agregacéao e a formagéo de bastido rigido que as moléculas apresentam, mas
também as diferentes conformagbes que a goma xantana pode assumir em
solucao (COTTREL et al., 1980; PETIT, 1979).

3.5.1 Propriedades reoldgicas da Goma Xantana

A reologia ou “ciéncia do fluxo” é o estudo da deformacdo e do
escoamento da matéria. A deformagao aplica-se no caso da matéria sélida e o
escoamento quando a matéria € liquida. No caso mais simples, a propriedade
reologica de interesse no caso dos sélidos é a sua elasticidade, e nos liquidos
€ a viscosidade, que pode ser interpretada como a resisténcia que um fluido
oferece para escoar ou também como medida da friccdo interna de um fluido
(PASQUEL, 1999; ROTAVVA, 2005).

O peso molecular, a estrutura, e a presenga dos grupos acetil e piruvil
tém a capacidade de alterar as propriedades reoldgicas das solugdes, ou seja,
dependem da natureza do polimero (CASAS et al., 2000; MORADI-ARAGUI,
2000; DILTZ & ZELLER, 2001; NAVARRETE et al., 2001).

A goma xantana é extremamente pseudoplastica, sendo esta uma

caracteristica extremamente desejada em inumeras situag¢des. Polissacarideos
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que possuem comportamento pseudoplastico provocam menos sensagao de
gomosidade na boca do que aqueles com comportamento newtoniano (é
aquele em a viscosidade se mantém inalterada com o aumento da taxa de
deformagao) (NAVARRO, 1997; MORRIS, 1992). Em associacdo com
hidrocoldides, como proteinas e outros biopolimeros, pode potencializar o
efeito pseudoplastico (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

As moléculas de goma xantana adotam uma conformacéo helicoidal
(simples ou dupla-hélice) podem ser descritas como hastes-rigidas sem
tendéncia para associar-se, comportando-se como um espessante. Como as
mais importantes propriedades sdo devido ao estado ordenado da
macromolécula, as gomas xantana pode sempre ser usada na presenga de
eletrdlitos (PENNA, 2002).

3.6 Aplicagoes da Goma Xantana

A goma xantana é largamente utilizada em diversos setores como em
industrias de alimentos, farmacéutica, petrolifera, entre outras, devido a suas
propriedades reolégicas superiores. E usada como agente de controle
reologico em sistemas aquosos e estabilizante em emulsdes e suspensdes.
Tem a capacidade de formar solugdes altamente viscosas com baixa tensao de
cisalhamento, alta pseudoplasticidade e rendimento (YOSHIDA et al.; 1993).
Solugbes de goma xantana sao estaveis frente a uma ampla faixa de
concentragao de sais (superiores a 150g/L de NaCl), temperaturas (superiores
a 90°C) e pH (faixa de 2 a 11) (LEE, 1996; ROSALAM et al., 2005).

As propriedades toxicologicas e a seguranga da goma xantana para uso
alimenticio e farmacéutico tém sido extensivamente estudadas. A xantana é
atoxica e nao inibe o crescimento. Ndo causa sensibilizagdo e nem irritagdo na
pele e nos olhos. Por estas razdes, a xantana é aprovada nos Estados Unidos
pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso como aditivo alimentar sem
especificar a limitagdo da quantidade (KENNEDY & BRADSHAW, 1984). Em
1980, a Comunidade Econbmica Européia incluiu seu uso como
emulsificante/estabilizante em alimentos (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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3.6.1 Usos na Industria Alimenticia

As aplicagdes de xantana na industria de alimentos sdo muito amplas,
sendo neste setor a sua maior utilizacao.

A xantana vem sendo utilizada numa grande variedade de alimentos
com diversos propositos, contribuindo com a melhora de atributos como a
textura, palatabilidade e aparéncia, colaborando assim para uma maior
aceitagcado do produto pelo consumidor.

A goma xantana tem sido utilizada como estabilizante em substitutos de
clara de ovos elaborados com proteina de soro e gelatina, que geralmente séo
usados em merengues, nougat e doces, sem afetar o sabor e a aparéncia. A
goma também funciona como estabilizante em sorvetes, encorpa e previne
aderéncia em géis de frutas. Molhos de tomate para pizza e macarrdo séo
formulados com goma xantana para obter alta viscosidade, mantendo o molho
na superficie e inibindo a absorg¢ao pela massa (PENNA, 2002).

Na industria de bebidas, a goma xantana tem a propriedade de
aprimorar as caracteristicas de palatabilidade de sucos citricos e bebidas com
aroma e sabor frutais. Em niveis mais altos, é excelente agente de suspenséao
para sucos de polpa de frutas ou com alto teor de sélidos suspensos. Nestes
usos a concentragao tipica € de 0,001 a 0,15%.

Devido a sua excelente solubilidade tanto em solu¢cdes quentes ou frias
tem um 6timo desempenho como estabilizante e pode ser utilizada nos mais
diversos produtos instantaneos como sopas e molhos, sobremesas, bebidas e
coberturas proporcionando uma viscosidade uniforme (MCNEELY & KANG,
1973; LAWRENCE, 1976; KENNEDY & BRADSHAW, 1984; PINCHES &
PALLENT, 1986; ATKINSON & MAVITUNA, 1991; BECKER et al., 1998).

Suas propriedades reologicas somadas a sua estabilidade frente a
solugcbes acidas e com altas concentragcbes de sais aumentam a vida de
prateleira em emulsdes agua-6leo (enlatados) e em produtos como picles,
tomate, cebola e mostarda. A goma xantana é o produto mais indicado como
agente estabilizante, emulsificante e espessante nestas condigdes adversas,

sendo efetiva em aperitivos em concentra¢des de aproximadamente 0,1%.
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Devido também a sua alta estabilidade térmica, a goma xantana é
amplamente utilizada como estabilizante e emulsificante de alimentos
enlatados de frango, atum, presunto e batata formulados com molhos que
foram processados a quente (BECKER et al., 1998; YALPANI & SANDFORD,
1988, GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A adicdo de goma xantana ao recheio de tortas e pundins congelados a
base de amido pode melhorar as propriedades estabilizantes prevenindo a
sinerése e retrogradacao depois de um ou dois ciclos de congelamento.

No setor de panificagdo, a goma é utilizada para aumentar a absorgao
de agua durante o assamento e estocagem dos paes melhorando a massa e a
textura final, estendendo a vida de prateleira (JUNGBUNZLAUER, 2006).

A goma xantana tem diversas aplicagdes na industria de laticinios. Em
combinagdo com a goma carragena ou outro hidrocoloide, € utilizada para
estabilizar milk-shakes, iogurtes e sobremesas lacteas. Suas propriedades
pseudoplasticas facilitam a produgdo de queijos cremosos e junto com
galactomananas € utilizada em sobremesas cremosas prevenindo a sinerése.
Quando combinada com a goma de alfarrobo, na propor¢do média de 0,1% de
goma xantana e 0,25% de goma de alfarrobo e 0,4% de pirofosfato
tetrassodico, em leite frio, sendo entéo refrigerado por alguns minutos, leva a
reacao de gelificagdo produzindo pudins instantaneos com excelente sabor e
aroma, sem a presenga de grumos ou sabor de amido. Em produtos
congelados, a goma xantana concede excelente estabilidade e melhora a
retencdo de agua durante os ciclos de congelamento e descongelamento
reduzindo a formagdo de cristais de gelo. Em combinacdo com outros
hidrocoldides, ainda concede a formagao de uma textura mais lisa e uniforme
(MCNEELY & KANG, 1973; LAWRENCE, 1976; KENNEDY & BRADSHAW,
1984; PINCHES & PALLENT, 1986; ATKINSON & MAVITUNA, 1991; BECKER
et al., 1998; PENNA, 2002).

A xantana é largamente utilizada em produtos de baixa caloria (light)
como agente de retencédo de agua, melhorando a textura e a vida de prateleira,
sem adicionar valor caldrico ao produto. A propriedade de pseudoplasticidade
de suas solugdes facilita o bombeamento, o envase e a retirada do produto da

embalagem para uso, e devido a alta viscosidade aparente dentro das
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embalagens garante a estabilidade dos produtos final (YALPANI &
SANDFORD, 1988, GARCIA-OCHOA et al., 2000; JUNGBUNZLAUER, 2006).

A goma possui ainda aplicagdes na nutricdo animal. A goma é utilizada
em pequenas concentragdes (0,05 — 2,0%) para estabilizar suspensdes de leite
em po utilizadas para substituir o leite materno durante a desmama em filhotes
de diversos animais como bezerro e leitdes, ajudando essas suspensdes a
estabilizar a emulsificagdo de substancias insoluveis. Em concentragdes de 0,1
a 0,4%, é utilizada em combinagdo com a goma lacusta e goma guar como
estabilizante de emulsbées de alimentos enlatados a base de carne, evitando o
fendmeno da sinerése (JUNGBUNZLAUER 2006).

3.6.2 Usos na Industria Farmacéutica

A goma xantana é um excelente agente estabilizante e espessante para
formulagdes farmacéuticas como xaropes, cremes e emulsdées. Em pastilhas a
goma xantana € utilizada para prolongar o tempo de contato do composto ativo
e em comprimidos pode ser usada para criar um efeito de liberagao prolongada
da droga (GARCIA-OCHOA et al., 2000; JUNGBUNZLAUER, 2006).

3.6.3 Usos na Industria de Cosméticos

A goma xantana é ideal para estabilizar e encorpar cremes e geéis
dentais, fornecendo uniformidade a pastas de dente, tornando seu aspecto
mais liso e uniforme facilitando sua saida do tubo. Pode ser utilizada ainda para
estabilizar emulsdes, melhorar a retengdo de agua e a textura em cremes e
logdes. Fornece alta viscosidade em baixas concentragdes a pastas e cremes,
ajudando-os a manter esta forma. Em xampus € utilizada para ajustar a
viscosidade e a propriedade de escoamento, e como agente suspensor quando
ha a presengca de substancias insoluveis como pigmentos ou outros
componentes ativos (McNEELY & KANG, 1973; KENNEDY & BRADSHAW,
1984; JUNGBUNZLAUER, 2006).
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3.6.5 Aplicagbes Industriais

A xantana também encontra aplicagdo em uma grande variedade de
processos industriais, sendo aplicada em grande escala na recuperacéo
secundaria e terciaria do petroleo. E utilizada como ingrediente da lama de
perfuracio, reparacao e acabamento de pocos petroliferos e vem sendo usada
na recuperagao secundaria de hidrocarbonetos (COTTRELL & KANG, 1978).

Devido a sua excelente compatibilidade com outros sais e a sua
resisténcia a degradagao pela temperatura, seu uso € viavel como aditivo para
Oleos de corte, reduzindo as perdas por friccdo no processo de corte de
materiais duros.

A goma xantana € um excelente agente suspensor para esmaltes
ceramicos e outras misturas dificeis de manter em suspensao. A sua excelente
compatibilidade com componentes de esmaltes ceramicos, melhora a moagem
do material, aumenta a ades&o a umido, controla o tempo de secagem e reduz
imperfeicdes na superficie das pecgas. Devido a essas propriedades, torna-se o
produto apropriado para uso em produtos de limpeza e polidores. Favorece a
suspensdo de abrasivos e melhora o escoamento e o espalhamento do
produto. Em tintas a base de agua é utilizada para estabilizar os pigmentos e
controlar suas propriedades de escoamento, uniformizando a migragao da cor
nos fios de tecidos.

Na agricultura, €& utilizada como estabilizante em pulverizadores
fungicidas, herbicidas, pesticidas e fertilizantes, controlando o tamanho das
goticulas. Também melhora aderéncia entre o componente ativo e a colheita
aumentando o tempo de contato entre eles. Na industria de papel, a goma
xantana pode ser utilizada como agente suspensor e de controle reoldgico
(McNEELY & KANG, 1973; KENNEDY & BRADSHAW, 1984; BECKER et al.,
1998; JUNGBUNZLAUER, 2006).

Com os avancos tecnoldgicos, prevé-se que os usos deste produto
venham a aumentar significativamente nos proximos anos, ocorrendo também
novas aplicagdes (ICPDCA, 1999).
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3.7 A Importancia do Inéculo em Processos Fermentativos

Em processos fermentativos, uma das etapas iniciais € producao do
in6culo. Segundo HUNT & STIEBER (1986), a produgao do inéculo é a etapa
de preparacado de uma populagdo de microrganismos a partir de uma cultura
estoque a fim de se obter células em estado fisiologico adequado para a
inoculacdo do fermentador na etapa de producao.

A qualidade e o tipo de in6culo exercem uma importante influéncia nos
processos fermentativos. Muitos fatores decorrentes do processo de inoculagéo
podem influenciar nos resultados de uma fermentacdo. A concentragdo de
células no inéculo (densidade ou tamanho do inéculo), o estado fisiologico, a
idade das células e ainda, a morfologia do microrganismo sao fatores
importantes nas etapas de preparo do inéculo em um processo fermentativo.
As caracteristicas que o indculo deve possuir dependem do processo
fermentativo em que ele sera utilizado e do produto de interesse na
fermentagao (CALAM, 1976; PAMBOUKIAN, 1997).

Um inoculo em condigdes adequadas, ou seja, na quantidade e
concentracdes corretas conduz a condi¢gdes 6timas de crescimento e a bons
resultados no processo fermentativo. Um inéculo de ma qualidade pode levar a
resultados inesperados, com uma diminuigao significativa da produtividade e do
rendimento do processo (PARTON & WILLIS, 1990).

De acordo com PAMBOUKIAN (1997), existem diversos trabalhos que
enfocam a importancia da etapa de inoculacdo em processos fermentativos,
mostrando que o tipo e a qualidade do in6culo tém um efeito consideravel no
resultado da fermentacgao, pois podem influenciar na morfologia de crescimento
do microrganismo durante o processo.

Na literatura encontram-se diversos estudos sobre a influéncia da
concentracdo de células do indéculo no desempenho de processos
fermentativos.

HUNT & STIEBER (1986) relataram o processo de produc¢ao industrial
de vitamina B4, mostrando a influéncia da concentracdo celular de
Pseudomonas denitrificans do inéculo na producéo desta vitamina. O aumento

da concentragao celular levou a diminui¢do na produtividade da vitamina Bi».
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WOICIECHOWSKI (2001), durante o processo de producdo de goma
xantana por Xanthomonas campestris, utilizando uma concentragcao de 4%
(v/v) de inoculo em relacdo ao meio de fermentacdo conseguiu uma
produtividade final de 14g/L de goma.

Outro fator importante a ser analisado € a influéncia da idade das células
no processo. NAMPOOTHIRI et al. (2003), mostraram que a produgao de goma
gelana é influenciada pela idade das células do in6culo. O meio de produgao foi
inoculado com indculos de varias idades (8, 12, 4, 6, 20 e 24 horas). O maximo
rendimento em goma gelana foi obtido com a utilizagdo de um inéculo de 20
horas.

REISMAN (1988) cita que todas as etapas de produgdo do indculo
devem ser monitoradas a fim de se manter a viabilidade e a produtividade das
células. Quanto maior o numero de etapas envolvidas no processo, maior € a
chance de o microrganismo ndo se manter suficientemente ativo (produtivo),
particularmente no caso de cepas mutantes, que sdo geralmente instaveis
(CORBETT, 1987).

3.7.1 O In6eulo na produgédo da goma xantana

No processo fermentativo de producdo da goma xantana, células de
uma cultura pura de X. campestris, sao inoculadas ao meio de producéo
contendo os nutrientes necessarios. A preparag¢ao do indculo ocorre através da
transferéncia do microrganismo por meio de uma alga metalica a partir um meio
solido de manutencao para um pequeno volume de um meio liquido complexo.
A incubagao do inéculo deve ser limitada ha poucas horas a fim de se prevenir
uma significante produg¢ao de goma.

Durante a producédo do in6culo, o objetivo é aumentar a concentragéo de
células, limitando a producéo da xantana, pois o biopolimero liberado no meio
envolve as células dificultando a transferéncia de nutrientes e oxigénio levando
as células a morte (GARCIA-OCHOA et al., 2000; PONS et al., 1989, 1990).

Depois do estagio do indculo, a fermentagao ocorre por 48-96 horas sob
condicbes asseépticas. O polimero € sintetizado, principalmente ao cessar o
crescimento microbiano (GARCIA-OCHOA et al., 2000; LIMA et al. 2001).
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3.8 Fermentagao no Estado Sélido (FES)

3.8.1 Definigao e caracteristicas gerais da FES

A fermentagcdo no estado solido, traducdo do inglés “solid state
fermentation” ou “solid state culture” pode ser definida como uma técnica de
crescimento de microrganismos sobre e no interior de particulas porosas
umidas (suporte ou matriz sdlida), onde a quantidade de liquido contido nesta
matriz deve ser mantido a um nivel correspondente a atividade de agua. Assim,
€ assegurado o conveniente crescimento e o metabolismo celular que né&o
exceda a capacidade maxima de retencdo de agua na matriz. O suporte sélido
pode ser constituido por um substrato naturalmente umido ou por uma matriz
inerte capaz de absorver os nutrientes que se encontram em solugéo
reproduzindo as condigdes de baixa atividade de agua e alta transferéncia de
oxigénio (KOLICHESKI, 1995; OOIJKAAS et al., 2000; VANDENBERGHE et
al., 2000; SOCCOL et al., 2002). A FES tenta reproduzir as condi¢ées do
ambiente microbiolégico natural do microrganismo (COUTO & SANROMAN,
2006).

O substrato (ou matriz sélida) deve ter algumas caracteristicas que
possibilitem o maior rendimento do processo. A principal peculiaridade € o alto
grau de acessibilidade do microrganismo a todo o meio e, para tanto, de suas
caracteristicas mais importantes, destacam-se a porosidade, o tamanho e o
formato das particulas. O tamanho da particula, ou seja, a granulometria do
material deve permitir a circulagdo de ar por entre a massa e a dissipagao de
gases e calor produzidos, os quais poderiam vir a prejudicar o rendimento do
processo. A porosidade do material deve permitir a retengcdo de agua pelo
substrato, que tem a funcéo de facilitar o transporte de enzimas e metabdlitos
por entre 0 meio e o microrganismo. A retencao de agua corre por higroscopia
ou capilaridade. (LIMA et al., 2001; SOCCOL et al., 1992). Geralmente,
suportes com particulas de granulometria pequena tém maior area superficial
permitindo um maior acesso do microrganismo ao substrato, mas se a
granulometria for muito pequena, isso pode resultar em uma compactacao do
substrato, dificultando o crescimento celular. Em contraste, particulas maiores

permitem uma maior circulagado de ar, mas limitam o acesso do microrganismo
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ao substrato. Por essa raz&o, a escolha do tamanho da particula e do substrato
deve ser feita para cada fermentacdo em particular (PANDEY, 1999;
ZADRAZIL & PUNIA, 1995).

A natureza do substrato solido empregado na FES é um fator
determinante para a fermentacdo e sua selecdo depende de varios fatores,
principalmente aqueles ligados ao baixo custo deste substrato e sua
disponibilidade na regido. Diversas matérias-primas podem ser empregadas na
FES, mas devido a grande quantidade de residuos gerados pelo setor
agroindustrial e seu baixo custo, inumeras pesquisas tém sido feitas a fim de se
utilizar estes residuos que vém demonstrando imenso potencial para uso em
FES. Sdo exemplos, alguns dos substratos de origem agroindustrial que podem
ser utilizados na FES: polpa de café, farelo de cereais, palhas, bagaco de cana,
cascas de frutas processadas, batata, farinha de cereais, mandioca, entre
outros (AURIA et al., 1992; BARRIOS-GONZALES et al., 1993; ECHEVARIA et
al., 1991; LIU & TZENG, 1999; PANDEY et al., 1994; PASTRANA et al., 1995;
SOCCOL, 1992; ROUSSOS et al., 1993; SARRETE et al., 1992; SMAIL et al.,
1995; ZADRAZIL & PUNIA, 1995).

A utilizagao destes residuos agroindustriais além de fornecer substratos
alternativos, a baixo custo minimiza problemas ambientais causados pelo seu
descarte no meio ambiente, transformando um residuo poluente em um
subproduto estavel de valor comercial (PANDEY et al., 1999a; MAIORELLA et
al., 1984).

A FES oferece inumeras vantagens sobre a fermentagdo submersa, por
se tratar de uma técnica mais simples e barata. A tabela 3 mostra um
comparativo entre as vantagens e as desvantagens entre a FES e a

fermentacao submersa.
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TABELA 3. Comparativos entre fermentagcao no estado Sélido e

Fermentagcao Submersa.

Fermentacao no Estado Sélido

Fermentagao Submersa

Meio de cultura nao flui livremente

Profundidade do meio limitado

Consumo limitado de agua, baixa ay,
sem efluentes

Baixa capacidade de transferéncia
calor

Facil aeracao e grande area de
contato ar/substrato

Substrato tampéao

Necessita projetos para o design de
novos equipamentos

Inoculacao de esporos, batelada
Risco de contaminagao por fungos
de crescimento lento

Baixo consumo de energia
Pequenos volumes e baixos

custos de equipamentos

Meio de cultura sempre flui livremente
Profundidade do meio variavel com o
biorreator

Grandes quantidades de agua
consumida e descarte de efluentes

Facil controle de temperatura

Aeracao requer fluxo elevado

Facil controle de pH

Equipamentos industriais disponiveis

Facil inoculagao, processo continuo
Risco de contaminag¢do por uma unica
célula bacteriana

Elevado consumo energético

Grandes volumes e elevado custo

tecnologico

FONTE: HOLKER et al., 2004; RAIMBAULT, 1997; ROUSSOS et al., 1993;

RODRIGUES, 2006.

3.8.2 Aplicacbes da FES

Os processos de fermentagdo no estado solido tém um potencial

econbmico consideravel na produgdao de produtos para as industrias de
alimentos para consumo humano e animal, farmacéutica e agricola (PANDEY
et al.,, 1992). Além disso, esses procedimentos sao de interesse econbémico
especial para paises com abundancia de residuos agroindustriais e biomassa,

visto que estes podem ser utilizados como matérias-primas de baixo custo
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(CASTILHO et al., 2000). A Tabela 4 mostra a aplicagdo da FES em diversos

segmentos.

TABELA 4. APLICAGOES DA FES EM DIFERENTES SETORES

ECONOMICOS
SETOR APLICACAO EXEMPLOS
Industria agro-alimentar Fermentagoes Koji, Tempeh, Ragi, Attieke, queijos
de alimentos fermentados

Agricultura

Producgao de
Cogumelos

Bioconversao de
residuos

Aditivos
alimentares

Biocontrole,
bioinseticidas

Crescimento de
plantas
Micorrizagao

Agaricus, Pleurotus, Shiitaki
Compostagem, detoxificagao,
ensilagem

Aromas, gorduras essenciais, acidos
organicos

Beauveria, Metarrhizium,
Trichoderma

Giberilinas, Rhizobium, Trichoderma

In6eulo de plantas

Fermentacéao industrial Enzimas Amilases, celulases, pectinases,
proteases, xilanases
Antibidticos Penicilina, probidticos
Acidos Acidos citrico, fumarico, galico,
Organicos lactico
Etanol Schwanniomyces sp.
Metabdlitos Horménios, alcaldides
fungicos

FONTE: RAIMBAULT, 1997.



26

3.9 Utilizacao de Residuos Agroindustriais Nacionais

A disposicdo no meio ambiente, de residuos gerados pelo setor
agroindustrial, tem resultado em frequentes relatos de problemas de poluigédo
ambiental.

Tais problemas, juntamente com relagdo a importancia da prevengao
da poluicdo ambiental, levaram ao desenvolvimento de pesquisas que
gerassem medidas efetivas na minimizagao dos niveis de poluigdo. Entre essas
medidas, podem ser citadas as seguintes:

- minimizac&o da quantidade de residuo gerada;

- tratamento adequado dos residuos antes da disposicdo no ambiente;

- aproveitamento dos residuos em outras atividades.

Atualmente, as alternativas de valorizagdo de residuos através do
aproveitamento em diversas atividades tém sido muito incentivadas, ja que
podem contribuir positivamente para a minimizagéo da poluigdo ambiental, bem
como permitir a valorizagdo econdmica desses residuos que, até entdo, eram
considerados simplesmente como descartaveis (DAMASCENO et al., 2003;
IMPACTOS, 2006).

WOICIECHOWSKI (2001) cita que, no cenario nacional existem
inumeras oportunidades para o estabelecimento de atividades voltadas ao
beneficiamento e/ou reprocessamento de bioresiduos, entre os quais podem
ser citados, por exemplo, bagago de cana e de mandioca, palha de cereais,
bagaco de laranja, polpa de magéa, o caule e o sabugo do milho, serragem,
cavacos de madeira de outros residuos de atividades florestais, além de
diversos tipos de papéis reciclaveis. Todos esses materiais sao ricos em
substancias de elevado valor energético, como a celulose, as hemiceluloses, a
lignina, Oleos essenciais e extrativos, amido, além de acucares diretamente
fermentesciveis.

O Laboratdrio de Processos Biotecnoldgicos da Universidade Federal do
Parana vem ao longo da ultima década, realizando estudos com o objetivo de
valorizar os produtos agricolas do Estado do Parana, agregando valor a
produtos e residuos. Dentre as linhas de pesquisa, destacam-se aquelas que
se utilizam de processos biotecnolégicos focadas em viabilizar substratos

alternativos para a obtencdo de produtos de alto valor comercial. Diversas
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biomoléculas foram obtidas através deste processo, como: producéo de acidos
organicos como o acido citrico (RODRIGUES, 2006), o &acido fumarico
(CARTA, 1998; SOCCOL, 1994), cogumelos comestiveis (BEUX, 1995;
TONIAL, 1997; FAN, 1999), aromas (MEDEIROS, 1998), enzimas como a o-
amilase e amiloglucosidase (SPIER, 2005), horménios vegetais como a
giberelina (MACHADO et al., 2000), entre outros.

A utilizacao de residuos pode diminuir os custos de produgao para niveis
competitivos em relagdo aos ja produzidos por diversas empresas, a0 mesmo
tempo, reduzir os problemas ambientais relativos ao descarte e aos custos do
tratamento (MERCADE & MANRESA, 1994; MAKKAR & CAMEOTRA, 1999;
MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

Finalmente, deve-se considerar que o Brasil € um pais essencialmente
agricola e que, portanto, a quantidade e a facilidade de acesso aos

subprodutos agroindustriais sdo bastante significativas.

3.9.1 Bagaco de Cana-de-Agucar

O setor sucroalcooleiro (usinas agucareiras e destilarias) produz como
residuo solido, o bagaco de cana - residuo da moagem da cana-de-agucar -
obtido apés a extragdo do caldo. E considerado o maior residuo da
agroindustria brasileira e representa aproximadamente 30% da cana integral
moida. E constituido de fibra, agua e sodlidos dissolvidos. A quantidade de
bagaco obtida varia de 240 kg a 280 kg de bagaco por tonelada de cana
(COPERSUCAR, 2006; MATOS, 2005).

Estima-se que, a cada ano, sobrem de 5 a 12 milhdes de toneladas
deste material. As préprias usinas utilizam de 60% a 90% deste bagago como
fonte energética (substitui o 6leo combustivel no processo de queima nas
caldeiras) e para a geragao de energia elétrica (CORTEZ et. al., 1992).

O bagaco, residuo lignoceluldsico fibroso, remanescente dos colmos da
cana-de-agucar, obtém-se na saida do ultimo moinho da usina agucareira e
constitui um conjunto heterogéneo de particulas de diferentes tamanhos, que
oscilam entre 1 e 25 mm. Esta fragao é portadora de elementos estruturais que
permitem o uso do bagacgo na industria de derivados (produgao de polpa, papel

e produtos aglomerados; ragdo animal; combustivel industrial). Nos ultimos
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anos, surgiu a tendéncia de aumentar o grau de preparagao da cana, com o
objetivo de extrair uma maior quantidade de agucar. De acordo com a ABIPTI
(1999), o bagago de cana-de-agucar € constituido por quatro fragdes, cuja

porcentagem meédia € apresentada na Tabela 5:

TABELA 5. Composigao do Bagago de Cana-de-Agucar

COMPOSICAO DO BAGACO %

Fibra ou bagaco: fragéo sélida organica insoluvel em agua, 45
composto de celulose, hemicelulose e lignina.

Solidos insoluveis: compostos organicos (terra, pedras e outras matérias  2-3
estranhas) originarias da colheita e do solo.

Sdlidos soluveis: fragdo que se dissolve na agua, composta por sacarose, 2-3
nao extraida da usina.

Agua: retida no bagaco por mecanismos de adsorgao e de capilaridade. 50

FONTE: ABIPTI, 1999.

3.9.2 Caldo de Cana

No Brasil, o acucar e o etanol sao produzidos a partir da cana-de-
acucar. Uma das primeiras etapas para sua producdo em usinas
sucroalcooleiras é a extracdo do caldo. Este processo denomina-se moagem.

Durante o processo de moagem da cana o liquido obtido € chamado
caldo de cana. Este processo consiste em deslocar o caldo contido na cana
fazendo a cana passar entre dois rolos, submetidos a determinada presséao e
rotacédo, sendo o volume gerado menor que o volume da cana.

O caldo de cana é rico em acgucares, sendo predominante a sacarose,
acucar nao-redutor. Os acgucares redutores compdem-se primordialmente de
glicose e frutose. Esses acucares redutores se encontram em proporgoes
quase iguais nas canas imperfeitamente maduras. A medida que avanca o
amadurecimento, seus teores diminuem, podendo nao ser identificados nas
canas perfeitamente maduras. O teor de frutose diminui primeiro, até
desaparecer. Por influéncia dos fatores que influem na composi¢ao da matéria-

prima, a cana pode conter: 74,5% de agua, 14% de acucares (12,5 de
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sacarose, 0,9 de glicose e 0,6 de frutose), 10% de fibras e o restante dividido
entre matérias minerais, compostos nitrogenados, ceras, pectinas e acidos.

O caldo obtido pela moagem da cana encerra entre 78 e 86% de agua,
10 a 20% de sacarose, 0,1 a 2% de acucares redutores, 0,3 e 0,5% de cinzas e
entre 0,5 e 1% de compostos nitrogenados. A composi¢céo do caldo de cana é
complexa e muito variavel de uma regido para outra e de um pais para outro. O
caldo bruto é opaco, de cor verde-amarelada e viscoso. Contém acucares,
coldides, proteinas, pentosanas, pectinas, gorduras, gomas, ceras, albuminas,
silicato coloidal, cores (clorofila, antociamina). O caldo € um sistema coloidal
complexo, no qual o meio de dispersao € a agua da constituigdo dos tecidos da
cana. Alguns constituintes estdo em dispersdo molecular, tais como sacarose,
glicose, frutose e sais minerais (matérias soluveis). Os outros sdo em estado
de dispersao coloidal ou em suspensao: proteinas, cores, gomas, pectinas,
ceras, bagaco, ar e outras impurezas. O caldo é acido, geralmente de pH 4,8 a
5,5. A acidez aumenta nas canas queimadas, doentes, verdes (ndo maduras),
atacadas por insetos, cortadas de varios dias (acidez artificial e microbiana)
(SEBRAE, 2006; COPERSUCAR, 2006).

Devido a essa grande quantidade de sacarose presente no caldo, pode-
se utilizad-lo como substrato para fermentagbes, como por exemplo, na
obtenc&o de goma xantana (FARIA et al., 2005).

3.9.3 Bagaco de Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) € uma cultura de elevado
interesse econ6mico mundial, por sua ampla utilizagdo na agropecuaria,
grande adaptagao a condigdes edafoclimaticas, e pela alta produgao de fécula
por unidade de area; além disso, tem um importante papel na subsisténcia
humana (CONCEICAO, 1987).

Historicamente, o Brasil € um dos maiores produtores de mandioca do
mundo, com um dos melhores rendimentos por unidade de area (REIS, 1987).
E cultivada em todos os estados brasileiros, situando-se entre os nove
primeiros produtos agricolas do pais, em termos de area cultivada, e o sexto

em valor de producdo. Em 2004, a producao nacional foi de 23,9 milhdes de
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toneladas de mandioca segundo o IBGE (ABAM, 2004; PRADO, 2002;
PANDEY et al., 2000).

O bagago de mandioca € o residuo sélido composto pelo material fibroso
da raiz, contendo parte da fécula que nao foi possivel extrair no
processamento. E gerado na etapa de separacéo da fécula e, por embeber-se
de agua, apresenta volume maior do que a propria matéria-prima, contendo
cerca de 75% de umidade (CEREDA, 1994). A Tabela 6 mostra a composigao

fisico-quimica do bagaco de mandioca em g/100 de matéria-seca (MS):

TABELA 6. Composigao fisico-quimica do bagago de mandioca.

Composigao (g/100g MS) 1994’ 19942 19973
Umidade 5,02 9,52 10,70
Proteina 1,57 0,32 1,60
Lipidios 1,06 0,83 0,53
Fibras 50,55 14,88 22,20
Cinzas 1,10 0,66 1,50
Carboidratos 40,50 63,85 63,40

FONTE: SOCCOL, 1994';: CEREDA, 1994%; STERTZ, 1997°.

A Tabela 7 mostra valores médios de determinacdes fisico-quimicas de

bagacgos de mandioca originarios de industrias de alguns estados.
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TABELA 7. Valores médios de determinagoes fisico-quimicas de
bagagos de mandioca originarios de industrias de Sao Paulo,

Minas Gerais e Parana, expressas em matéria seca.

Composigao (%) BM - SP BM- MG BM - PR
Umidade 9,42 14,82 9,52
Cinzas 0,83 3,77 0,66
Amido 69,76 75,00 63,85
Lipidios 0,65 0,28 0,83
Nitrogénio 0,24 1,86 0,32
Fibras 11,08 7,81 14,88

FONTE: CEREDA, 1994.

Os residuos de mandioca podem ter diversas aplicacdes: pode ser
usado como racdo animal, e devido as suas caracteristicas quimicas, por ser
um material essencialmente organico com altissima degradabilidade, pois €
essencialmente carboidrato (na forma de amido), pode ter empregos
biotecnolégicos, usado como substrato na producdo de biomassa microbiana,
além de metabdlitos primarios ou secundarios em processos fermentativos
(WOIECHOWSKI, 2001).

3.9.4 Polpa Citrica

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de suco de laranja e
seus subprodutos, disputando com os Estados Unidos a hegemonia nesse
mercado. O Estado de Sao Paulo concentra 80% da producao de frutas e 90%
da capacidade de processamento. Atualmente, 10 industrias afiliadas a
ABECITRUS (Associagao Brasileira dos Exportadores de Citricos), respondem
por 98% da produ¢ado mundial de suco de laranja (ABECITRUS, 2006; SILVA et
al., 1995).

Apesar de o suco ser o principal produto da laranja, varios subprodutos
com valor comercial sdo obtidos durante o seu processo de fabricagdo. Entre
ele, estdo os 6leos essenciais (6leos volateis extraidos da casca da laranja —

1,79%), limoneno (fracado oleosa obtida da destilagdo dos residuos umidos da
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laranja - 0,92%) e o farelo de polpa citrica (obtido por meio do tratamento de
residuos sdlidos e liquidos remanescentes da extragdo do suco — 49,24%).
Eles possuem diferentes aplicagdes, as quais incluem a fabricagao de produtos
quimicos e solventes, aromas e fragrancias, tintas, cosméticos e complemento
para a ragao animal.

O farelo de polpa citrica peletizado (PC) ou farelo de casca de laranja é
um subproduto de grande produgdo nacional que inicia seu periodo de
disponibilidade em maio e termina em janeiro, época de entressafra de graos e
de confinamentos de bovinos de corte. A polpa citrica € o subproduto da
fabricacdo de suco concentrado pela industria citricola, sendo constituida por
cascas, sementes, bagaco e frutas descartadas e sua principal matéria prima é
a laranja. O residuo sdlido do processamento da laranja equivale a 50% do
material processado onde a polpa é triturada e seca até chegar a 12% de
umidade e o produto € peletizado. Sua exportacdo anual pelo Brasil gira em
torno de um milhdo de toneladas por ano. (ABECITRUS, 2006).

Uma vez que estes residuos sido ricos em carboidratos e outros
nutrientes, podem servir também como substrato para a produgédo de diversas
biomoléculas de interesse industrial por FES (KOLICHESKI, 1995; SOCCOL,
1996; PANDEY et al., 2000; VANDENBERGHE et al., 2000). Dentre as
biomoléculas pesquisadas, pode-se citar: acido citrico (RODRIGUES, 2006),
goma xantana (BILANOVIC et al., 1994).

3.9.5 Soro de Queijo

Soro de queijo é o subproduto resultante da fabricacdo de queijos pela
industria de laticinios, sendo obtido numa propor¢gdo média de 9:1 v/v da
quantidade de queijo fabricada. Esse subproduto contém cerca de 6,0-6,5% de
soélidos totais, sendo cerca de 4,5-5,0% de lactose, 0,8-1,1% de proteina, 0,03-
0,1% de gordura, 0,5-0,8% de matéria mineral e 0,2-0,8% de acido latico
(MORESI, 1994).

Segundo dados da Associagéo Brasileira das Industrias de Queijo-ABIQ,
a producdo anual de queijos no Brasil tem se mantido em cerca de 350.000
toneladas nos ultimos anos, o que corresponde a produgao de cerca de 3,5
milhdes de toneladas de soro de queijo (PONSANO et al., 1995).
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E o constituinte de maior importancia, tanto pelo volume gerado, como
pela sua carga poluidora, que langada em corpos receptores pode causar um
grave problema ambiental. Aproximadamente 80% do volume do leite
destinado a fabricacdo de queijos se transformam em soro. O soro de queijo
contém metade do extrato seco do leite, representado por lactose, proteinas
soluveis e sais (PAOLUCCI, 1991). Por se tratar de um subproduto de baixo
valor econémico, o soro era simplesmente langado nos cursos de agua sem
nenhum tratamento prévio (SISO,1996).

Dentre as tecnologias disponiveis para aproveitar o soro de queijo, pode-
se utilizar na alimentagcdo animal e como substrato para a fermentacao
(PONSANO, 1982). A utilizagdo de soro de queijo representa uma importante
fonte de matéria-prima barata para a producdo de diversos produtos de
interesse comercial, ja que este produto muitas vezes € descartado, gerando
um efluente de grande potencial poluente (PAOLUCCI, 1991).

Algumas aplicagbes tém sido sugeridas para a utilizagcdo do soro de
queijo como substrato em processos biotecnolégicos. Como exemplos podem
ser citados biopolimeros, como a goma xantana (THORNE et al., 1988;
NITSCHKE et al., 1997), goma gelana (FIALHO et al.,, 1999), cultivo de
biomassa, como a Kluyveromyces marxianus (BEAUSEJOUR et al., 1981),

entre outros.

3.9.6 Agua de Maceragao do Milho

A agua de maceracado do milho ou “corn steep liquor’ € um subproduto
do processamento dos graos de milho obtido durante a lavagem e embebigao
dos gréos quando do fracionamento em amido e germe (6leo). Os graos de
amido soluveis sio liberados e submetidos a uma suave fermentacéo lactica
por bactérias dos préprios grdos de milho. E uma solucdo concentrada que
contém em sua composi¢gao quimica carboidratos soluveis, aminoacidos e sais
minerais, correspondendo a 40% de sélidos totais. E utilizada principalmente
na alimentacdo de ruminantes, galinhas e em processos fermentativos, por ser
fonte dos principais aminoacidos, nutrientes necessarios as varias espécies de

microrganismos.
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A composi¢cao da agua de maceragdo pode variar dependendo do

fabricante, mas uma composicao tipica € mostrada na Tabela 8.

TABELA 8. Composigao tipica da agua de maceragao do milho
ou “corn steep liquor”.

Matéria seca 50,7%

pH 3,9

Proteina 40,8% (na base seca)
Acido lactico 16,0% (na base seca)
Acucares redutores 12,8% (na base seca)
Compostos diversos 30,4% (na base seca)

FONTE: RAYMOND & YOUNG, 1998.

Dentre os agucares redutores presentes, destaca-se lactose e em menor
quantidade, glicose.

Foi utilizado pela primeira vez em fermentagdes em torno de 1940 para a
producdo de penicilina. A composicao da penicilina varia de acordo com a
qualidade do milho e as condi¢gdes do processo. Os extratos concentrados
contém em média 4% (p/v) de fonte de nitrogénio, incluindo uma elevada taxa
de aminoacidos, vitaminas e sais minerais além de muitos precursores desse
antibiético como fenilalanina e fenetilamina.

Alguns acucares residuais podem ser convertidos a acido lactico (9-
20%) por bactérias contaminantes e tem sido utilizada como suplementagao
em muitos processos fermentativos por seu custo relativamente barato, $55,00
a tonelada na forma semi-sélida (WAITES et al., 2001; WHITE, 1986; CORN
PRODCTS, 2005).

3.9.7 Farelo de Soja

A soja € uma das mais importantes culturas agricolas mundiais, sendo
sua producao destinada para a obtencdo de o6leo e farelo pela industria
alimenticia. E uma planta de origem oriental, que é consumida em larga escala
nos paises asiaticos, sob as mais diversas formas. Foi introduzida nos Estados
Unidos da América do Norte, sendo a principal fonte de matéria-prima para a
extracao de oleo vegetal comestivel (TEIXEIRA, 2005; POLINUTRI, 2006).
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A soja é constituida principalmente de lipideos e proteinas, e esta ultima
fracao tem recebido cada vez mais atencdo nas ultimas décadas. A literatura
aponta que nenhum outro vegetal, e nem mesmo fontes animais, podem
fornecer uma quantidade tdo grande de proteinas por acre, por ano, quanto a
soja. Nao s6 a quantidade, mas também a qualidade desta proteina deve ser
ressaltada, ja que a soja apresenta em sua composicdo quase todos os
aminoacidos essenciais (UFRG, 2006).

Um dos subprodutos do processamento da soja, o farelo, € obtido a
partir da moagem dos graos de soja, para extracado do oleo. Possui grande
importancia no mercado agropecuario brasileiro e mundial como ragao animal e
complemento alimentar humano, conforme salientado por TEIXEIRA (2005).

O farelo de soja, conforme PARAISO (2001) representa 70% da massa
sélida do grao de soja, sendo que 51% correspondem as proteinas, 43% aos
carboidratos e 6% as cinzas. O conteudo de proteina varia de acordo com o
meétodo de extracdo de 6leo e processamento

A soja passa por varias fases até a obtencao do farelo de soja descritas
por SARTORI (2001) e PARAISO (2001), que s3o: silagem, limpeza, secagem
dos gréaos, quebra dos gréos, cozimento, laminagédo, expansao, extragao,
dessolventizagdo-tostagem, secagem do farelo de soja, peletizagdo, moagem e
expedicao.

O farelo de soja é uma das fontes mais utilizadas de proteina vegetal.
Amplamente disponivel, € comercializado de forma ativa e seu perfil de
aminoacidos é adequado as necessidades de ingestdo de aminoacidos de
muitos animais. Os aminoacidos presentes no farelo de soja sao altamente
digestiveis e complementam outros ingredientes para a obtencdo de uma dieta
balanceada. O farelo de soja € usado como fonte de aminoacidos para muitos
animais, em todas as fases de vida (ADM, 2006; SILVA, 1995).

3.9.8 Melaco de Soja

O melago de soja é o residuo gerado pelo processo de obtencdo do
extrato protéico de soja.
Este processo visa extrair as proteinas da soja com o uso de uma

mistura etanol e agua. Esta mistura insolubiliza as proteinas e fibras da soja,
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que sao retiradas; apos secagem obtém-se um produto conhecido como
proteina concentrada de soja. A fragéo liquida da mistura etanol e agua contém
na sua maior parte, os agucares da soja que, apds a recuperagao do etanol por
evaporagao, acabam por gerar o melaco de soja (UFRG, 2006).

O melago de soja € um residuo complexo que possui carboidratos de
peso molecular elevado, além de carboidratos ligados a outras moléculas,

como mostra a Tabela 9:

TABELA 9. Analises Quimicas e Cromatograficas do Molassa ou Melago

de Soja da empresa IMCOPA em diferentes °Brix:

MELACO  MELACO MELACO

10°Brix 40°Brix 80°Brix
pH 5,9 5,9 5,8
Solidos Soluveis (%) 12,11 43,19 87,35
Sadlidos Insoluveis (%) 0,49 3,06 1,16
Solidos Totais (%) 12,60 46,25 88,51
Cinzas (%) 2,46 9,67 17,63
Proteina Total (%) 1,00 3,49 4,81
Lipideos (%) 3,77 8,83 10,45
Acucares Redutores (%) 2,20 5,95 3,10
Carboidratos Totais (CT-FAS %) 7,93 31,06 55,30
Carboidratos Totais (CT-DNS %) 5,60 23,65 38,40
Glicose (%) 0,17 1,16 1,14
Frutose (%) 0,63 0,47 1,16
Galactose (%) 1,10 4,98 6,80
Lactose (%) - - -
Sacarose (%) 0,48 7,02 10,90
Rafinose (%) 1,04 5,15 8,73
Estaquiose (%) 1,95 9,20 13,62
Carboidratos Totais 5,37 27,98 42,35

Cromatografia (%)
FONTE: UFSCar — RELATORIO TECNICO, 2004.

Dependendo do processo de extracédo de proteinas, esses teores podem
variar.

Devido a esses altos teores de carboidratos, existem estudos sobre a
utilizacdo de melago de soja em processos biotecnolégicos como, por exemplo,
na producédo de etanol (MACHADO, 1999).
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de

Processos Biotecnoldgicos (LPB) da Universidade Federal do Parana.

4.1 Microrganismos

Quatro das cinco cepas de Xanthomonas campestris testadas neste
trabalho foram adquiridas do banco de cepas Centro de Culturas Tropicais
(CCT) André Tosello, em Campinas, SP. A quinta cepa, LPBO01, disponivel no
Laboratério de Processos Biotecnoldgicos da Universidade Federal do Parana,
foi cedida pelo Instituto de Desarollo Tecnoldgico para la Industria Quimica —
INTEC, de Santa Fé, Argentina. A tabela 10 mostra o cddigo de linhagem das

bactérias utilizadas:

TABELA 10. Codigos das cepas de bactérias testadas:

CODIGO DESCRICAO DA CEPA

CCT 5677 Xanthomonas campestris
CCT 6510 Xanthomonas campestris
CCT 6507 Xanthomonas campestris
CCT 6508 Xanthomonas campestris
LPBO1 Xanthomonas campestris

4.2 Conservagao das Cepas

As cepas de Xanthomonas campestris utilizadas neste estudo foram
mantidas em tubos inclinados contendo meio de crescimento especificado na
tabela 11, que apresenta também o meio basico sugerido de producdo de
goma xantana de acordo com metodologia ja otimizada por WOICIECHOWSKI
(2001).

Para o preparo do meio solidificado, os componentes do meio, incluindo
o agar, foram diluidos em agua destilada, o pH foi ajustado para 7,0 com

solugdo de NaOH 1N, e distribuido em tubos ao volume de 10 mL por tubo,
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fechados com algodao e autoclavados a 121°C, durante 15 minutos. Apds a
esterilizagdo os tubos contendo o meio de crescimento foram colocados em
posicao inclinada para a solidificagdo do meio. Depois de inoculados com as
cepas de Xanthomonas campestris, os tubos foram incubados por 48 horas em
estufa a 28°C. Apos este periodo, os tubos foram conservados em geladeira a
14°C. Repiques eram feitos para o mesmo meio a cada 30 dias a fim de se

manter a viabilidade celular.

TABELA 11. Meios basicos de crescimento (manutengao da cepa) e de

producao usados para a Xanthomonas campestris

Componente Meio de Crescimento Meio de Produgao
Glicose (g/L) 10 20
Extrato de Levedura (g/L) 5 10
KH2POy4 (g/L) 0,1 0,1
CaCOs3 (g/L) 10 -
Agar (%) — manutencgéo 17 -

FONTE: WOICIECHOWSKI, 2001.

4.3 Preparo do Inéculo

Para o preparo do meio liquido, adaptou-se a metodologia ja otimizada
por WOICIECHOWSKI (2001), onde os componentes do meio de crescimento
da tabela 11, excluindo-se o agar, foram diluidos em agua destilada, ajustou-se
o pH para 7,0 com solugao de NaOH 1N, e distribuido em erlenmeyers de 125
mL, a razdo de 25 mL por erlenmeyer, fechados com tampéo de algodéo e
autoclavados a 121°C durante 15 minutos. Apds a esterilizagao, transferiu-se
assepticamente com auxilio de al¢a de platina, uma algada da cultura crescida
sobre o meio de manutengdo para o erlenmeyer com o meio liquido de
crescimento. Incubou-se o frasco em agitador orbital na rotagdo de 120 rpm, na
temperatura de 30°C, por 36 horas. O in6culo assim preparado foi utilizado

como suspensao semente para os testes do estudo.
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4.4 Substratos

Os residuos e subprodutos utilizados no preparo dos substratos

hidrolisados e como suporte nos testes fermentativos sdo mostrados nas

Figuras 5 e 6.

Bagaco de Cana| g | ! ' Farelo de Soja
(0,8 -2,0 mm) (0,8 -2,0 mm) 5 b i (08-20mm)

FIGURA 5. Residuos e subprodutos agroindustriais utilizados, na
granulometria de 0,8-2,0mm: Bagago de Cana-de-Agucar,

Bagaco de Mandioca, Polpa Citrica, Farelo de Soja.

o8 "r— 50 ! L
= Hidrolisado de
Caldo de Cana Hidrallsado de Bagago de Mandiocal Melago de Soja Milhocina Soro de Queijo

Polpa Citrica

e T e B e g S

FIGURA 6. Hidrolisados, residuos e subprodutos industriais utilizados:
Caldo de Cana-de-Acgucar, Hidrolisado de Polpa Citrica,
Hidrolisado de Bagago de Mandioca, Melago de Soja, Agua de

Maceragao do milho (Milhocina®), Soro de Queijo.
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4.4.1 Preparo do Bagacgo de Cana-de-Acucar:

O bagacgo de cana (BC) recebido em caixas no laboratério de Processos
Biotecnoldgicos da Universidade Federal do Parana foi fornecido pela usina
Dasa — Destilaria Americana S/A, com sede em Nova América da Colina, PR.

O bagaco foi moido em moinho elétrico e classificado em peneiras de
acordo com sua granulometria: fragcdo grossa (maior do que 2,0 mm -
reprocessada), fragdo média (entre 0,8 e 2,0 mm — utilizada como suporte na
FES), fragdo fina (menor que 0,8 mm — descartada). Apés, a fragdo média do
bagaco, foi submetida a lavagens sucessivas em agua corrente para a retirada
de acgucares. O bagaco lavado foi seco em estufa de com circulagéo de ar a
80°C. Medidas frequentes de umidade eram feitas até que se atingisse uma
umidade de 3%. Apds atingir-se essa umidade o bagaco foi embalado e

vedado em saco de polietileno a fim de se conservar essa umidade.

4.4.1.2 Determinagao da Umidade no Bagago de Cana-de-Agucar

Com o objetivo de utilizar o bagago de cana como suporte para a FES
determinou-se sua umidade no equipamento Balanga Determinadora de

Umidade por Infravermelho, Top Ray Infrared Moisture Balance.

4.4.2 Preparo do Farelo de Soja

O farelo de soja (FS) recebido em sacas no laboratério de Processos
Biotecnoldgicos da Universidade Federal do Parana foi fornecido pela empresa
Cargill Agricola S/A, localizada em Sao Paulo, SP.

O farelo de soja foi moido em moinho elétrico e classificado em peneiras
de acordo com a sua granulometria: fracdo grossa (maior do que 2,0 mm -
reprocessada), fragdo média (entre 0,8 e 2,0 mm — utilizada como suporte na
FES), fracao fina (menor que 0,8 mm — descartada). Apds, o farelo foi seco em
estufa de bandeja com circulacdo de ar a 80°C. Medidas frequentes de
umidade eram feitas até que se atingisse uma umidade de 3%. Apds atingir-se
essa umidade o farelo foi embalado e vedado em saco de polietileno a fim de

se conservar essa umidade.
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4.4.2.1 Determinagcao da Umidade no Farelo de Soja

Conforme item 4.4.1.2.

4.4.3 Preparo do Bagago de Mandioca

O bagaco de mandioca (BM) recebido em sacas no laboratério de
Processos Biotecnologicos da Universidade Federal do Parana foi fornecido
pela empresa Agroindustrial Paranaense de Polvilho Ltda., localizada em
Paranavai, PR.

O bagaco foi moido em moinho elétrico e classificado em peneiras de
acordo com a sua granulometria: fracdo grossa (maior do que 2,0 mm -
reprocessada), fragdo média (entre 0,8 e 2,0 mm — utilizada como suporte na
FES e preparo do hidrolisado), fragao fina (menor que 0,8 mm — descartada). O
bagaco na fragdo média foi seco em estufa de bandeja com circulagéo de ar a
80°C. Medidas frequentes de umidade eram feitas até que se atingisse uma
umidade de 3%. Apds atingir-se essa umidade o bagaco foi embalado e

vedado em saco de polietileno a fim de se conservar essa umidade.

4.4.3.1 Determinacédo da Umidade no Bagago de Mandioca

Conforme item 4.4.1.2.

4.4.3.2 Hidrolise acida do Bagaco de Mandioca

A hidrdlise acido-térmica do bagaco de mandioca, foi feita em frasco
erlenmeyer de 500 mL, utilizando-se uma concentragdo de 100 g de bagaco de
mandioca por litro de fase liquida (agua). Em seguida, ajustou-se o pH em
torno de 2,0-2,5 com HCI concentrado. Fechou-se o frasco com tampao de
algodao e autoclavou-se para fazer o tratamento térmico por 15 minutos a
121°C. Apds este periodo deixou-se resfriar. Em seguida, neutralizou-se com
solucédo de NaOH 6N até pH 7,0-7,14 e filtrou-se em filtro de nylon. A Figura 7

mostra o aspecto do hidrolisado e do bagaco de mandioca ndo processado.
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FIGURA 7. Bagaco e hidrolisado acido de Bagago de Mandioca

4.4 .4 Preparo da Polpa Citrica:

A polpa citrica (PC) utilizada neste estudo foi cedida pela empresa
Cargill Agricola S/A, localizada em Sao Paulo, SP estando peletizada e seca.

A PC foi previamente triturada em moinho elétrico e classificada em
peneiras de acordo com a sua granulometria: fragdo grossa (maior do que 2,0
mm - reprocessada), fragdo meédia (entre 0,8 e 2,0 mm — utilizada como suporte
na FES e preparo do hidrolisado), fragdo fina (menor que 0,8 mm -
descartada). A PC foi seca em estufa de bandeja com circulagao de ar a 80°C.
Medidas freqUentes de umidade eram feitas até que se atingisse uma umidade
de 3%. Apds atingir-se essa umidade a PC foi embalada e vedada em saco de

polietileno a fim de se conservar essa umidade.

4.4.4.1 Determinacao da Umidade na Polpa Citrica

Conforme item 4.4.1.2.
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4.4.4.2 Hidrolise acida da Polpa Citrica

A hidrolise acido-térmica da PC, com o objetivo de hidrolisar os agucares
poliméricos ainda presentes, foi feita em frasco erlenmeyer de 500 mL,
utilizando-se uma concentracao de 100 g de PC por litro de fase liquida (agua).
Em seguida, ajustou-se o pH em torno de 2,0-2,5 com HCI concentrado.
Fechou-se o frasco com tampdo de algoddo e autoclavou-se para fazer o
tratamento térmico por 15 minutos em 121°C. Apds este periodo deixou-se
resfriar. Em seguida neutralizou-se com solugao de NaOH 6N até pH 7,0-7,14 e
filtrou-se em filtro de nylon. A figura 8 mostra o aspecto da polpa citrica

peletizada e de seu hidrolisado.

HIDROLISADO DE
POLPA CITRICA

FIGURA 8. Polpa Citrica peletizada e hidrolisado acido de Polpa Citrica

4.4.5 Preparo do Melago de Soja

O melago de soja utilizado neste estudo foi cedido pela empresa
IMCOPA — Importadora, Exportadora e Industria de Oleos Ltda., localizada em

Araucaria, PR. O melago chegou em tambores, estando numa concentragao de
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agucares de 80°Brix. Diluigdes foram feitas a fim de padronizar a concentragao

de acucares redutores totais ideais para seu uso nas fermentacodes.

4.4.6 Preparo do Soro de Queijo

O soro de queijo utilizado neste estudo foi cedido pela Industria de
Laticinios Frimesa Ltda., localizada em Curitiba, PR. O soro foi recolhido na
empresa em garrafées plasticos. Diluigdes foram feitas a fim de padronizar a
concentracdo de acgucares redutores totais ideais para seu uso nas

fermentacgdes.

4.4.7 Preparo do Caldo de Cana-de-Acgucar

O caldo de cana utilizado neste trabalho foi coletado em um unico ponto
de venda de caldo de cana-de-acucar na cidade de Curitiba, na quantidade
suficiente para a realizacdo de todo o trabalho. Diluicbes foram feitas a fim de
padronizar a concentragdo de acucares redutores totais ideais para seu uso

nas fermentacoes.

4.4.8 Preparo da Agua de Maceracdo do Milho

A agua de maceragao do milho utilizada neste trabalho foi fornecida sob
o nome de Milhocina® pela empresa Corn Products Brasil Ingredientes
Industriais Ltda., localizada em Balsa Nova, PR. Diluigdes foram feitas a fim de
padronizar a concentragdo de acucares redutores totais ideais para seu uso

nas fermentacoes.
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4.5 Caracterizagao Fisico-Quimica dos substratos: Hidrolisado de Bagaco
de Mandioca, Hidrolisado de Polpa Citrica, Melaco de Soja, Soro de

Queijo, Caldo de Cana e Agua de Maceragao do Milho (Milhocina®).

451 pH
O pH foi determinado utilizando-se um potencidbmetro devidamente

calibrado com solucdes tampao de pH 4,0 e 7,0.

4.5.2 Agucar Redutor Total

Os materiais que apresentavam na sua composi¢cao acgucares nao-
redutores (Melago de Soja, Soro de Queijo, Caldo de Cana e Agua de
Maceracao do Milho) foram submetidos a um tratamento acido-térmico, com a
finalidade de hidrolisar estes agucares, os quais puderam ser quantificados
pela metodologia escolhida. O tratamento acido-térmico compreende as
seguintes etapas: Pesar 1 a 2 gramas da amostra e passa-la para um frasco
volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca de 50 mL de agua, 2 mL de acido
cloridrico e levar ao aquecimento em banho-maria durante 20 minutos. Esfriar e
neutralizar com solug¢ao de hidréxido de soédio a 40%, com auxilio de pHmetro.
Completar o volume com agua destilada e filtrar. Foi determinada no
sobrenadante a concentragao de agucares redutores totais pelo método
colorimétrico de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1945).

Esta metodologia é fundamentada na agéo da glicose reduzindo o
reativo alcalino de 6xido cuproso. Este em presencga do reativo arseno-
molibdato de sddio (reagente Nelson) forma um complexo azul estavel de éxido
de molibdénio, cuja concentragédo é medida por fotocolorimetria em

comprimento de onda de 535 nm.
4.6 As Fermentagoes
Os testes fermentativos foram divididos em etapas que visavam a

otimizagdo do processo. Foram realizados os seguintes testes fermentativos

em duplicata:
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4.6.1 ESTUDO EM FERMENTACAO SUBMERSA

4.6.1.1 Teste para a Selegao de Cepa

A primeira etapa dos testes fermentativos teve como objetivo a selegao
da melhor cepa produtora de xantana por fermentacéo submersa.

Os testes foram feitos utilizando-se os seis substratos liquidos que sao:
hidrolisados de bagaco de mandioca (HBM) e polpa citrica (HPC), melago de
soja (MSoja), soro de queijo (SQueijo), caldo de cana (CCana) e agua de
maceragdo do milho (Milhocina®). Os testes de selecdo de cepa por
fermentacao submersa, nao utilizaram nenhuma suplementagao a mais, a nao
ser para o hidrolisado de bagag¢o mandioca, onde se adicionou ao meio 10 g/L
de extrato de levedura. Antes do preparo dos meios para a fermentacéao, todos
os substratos foram diluidos para se ter uma concentragdo de agucar redutor
padronizada a 20 g/L. O pH foi ajustado para 7,0 com solugdgo NaOH 1N com
auxilio do potenciébmetro. Os substratos foram distribuidos em frascos
erlenmeyers de 250 mL na propor¢cédo de 50 mL/erlenmeyer, fechados com
algodao e esterilizados em autoclave na temperatura de 121°C por 15 minutos.

Apoés, os frascos foram inoculados em camara de fluxo laminar, numa
taxa de 4% de in6culo (2 mL) em relagdo ao meio liquido, e colocados em
incubador-agitador de movimento orbital na temperatura de 28-30°C a 120 rpm
durante 96 horas, conforme metodologia otimizada por WOICIECHOWSKI
(2001).

A solucdo de in6culo era preparada e utilizada com uma concentragao
de 2.107 células viaveis por mL. A contagem de células foi feita pela técnica de
semeadura em profundidade (pour-plate).

A Figura 9 mostra o modelo do agitador orbital utilizado. Agitador marca
Tecnal, modelo TE420, de fabricagao nacional, com temperatura e agitacéo

ajustaveis.
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FIGURA 9. Agitador de movimento orbital utilizado nas fermentagoes
submersas

4.6.2 ESTUDO EM FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO (FES)

4.6.2.1 FES utilizando o Bagagco de Cana como suporte e variando solugbes

impregnantes usadas como substrato.

Apos a selegcao da melhor cepa produtora de goma xantana partiu-se
para a segunda etapa, onde os cinco melhores substratos foram usados como
solugdo impregnante no bagacgo de cana para a FES, que foram: hidrolisados
de bagago de mandioca e polpa citrica, melago de soja, caldo de cana e agua
de maceragao do milho, sem nenhuma suplementacdo, onde apenas para o
hidrolisado de bagaco de mandioca, se adicionou ao hidrolisado 10 g/L de
extrato de levedura. Devido a baixa producdo de goma xantana obtida
anteriormente em meio utilizando soro de queijo, 0 mesmo nao foi utilizado
neste experimento.

Cada substrato foi impregnado em concentragdes diferentes de agucar
redutor total, de acordo com a sua disponibilidade.

Trés gramas do bagaco de cana (suporte) foram misturados com cada

substrato diluido adequadamente em diversas concentragdes, colocado em
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frascos Ernlenmeyer de 250 mL e fechados com tampé&o de algodado. Cada
substrato foi adicionado de modo a obter uma umidade inicial em torno de 85%,
sendo essa a capacidade maxima de absor¢céo do bagago de cana, ajustando-
se o pH a 7, 0, para posteriormente serem esterilizados a 121°C por 15
minutos. Em seguida, os frascos foram inoculados em camara de fluxo laminar,
numa taxa de 10% de indculo (107 células viaveis por mL) em relacdo ao meio
liquido (substrato), ja otimizado em experimentos no Laboratério de Processos
Bioetecnoldgicos. Os frascos foram incubados cadmara de vapor saturado a
temperatura de 28°C durante 7 dias.

As concentracdes utilizadas de cada substrato como solugao
impregnante no suporte bagago de cana, foram:

- Hidrolisado de Bagaco de Mandioca: 10 e 16 g/L de ART.

- Hidrolisado de Polpa Citrica: 10,15 e 20 g/L de ART.

- Melago de Soja: 25, 35, 45, 55, 65 g/L de ART.

- Caldo de Cana: 25, 35, 45, 55, 65 g/L de ART.

- Milhocina®: 25, 35, 45, 55, 65 g/L de ART.

4.6.2.2 FES utilizando combinagdes de substratos:

Nesta etapa, o residuo solido que produziu os melhores hidrolisados
usados como solug¢des impregnantes, foram utilizados em sua forma in natura
(solida) como suporte/substrato para a FES, utilizando-se solugéo salina como
solugdo impregnante, em umidade fixada como 85%, de acordo com a
capacidade de absorcdo de cada um. Os melhores resultados foram obtidos
com hidrolisado de polpa citrica, hidrolisado de bagago de mandioca e solugao
de melago de soja, assim para a FES utilizou-se como suporte/substrato, polpa
citrica, farelo de soja e bagago de mandioca, na granulometria de 0,8-2,0 mm.

A Tabela 12 mostra as combinacbes feitas a fim de se selecionar o

melhor suporte:
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TABELA 12. Combinagoes realizadas com os substratos para a FES

Fermentagao Componente Proporgao (%)
1 PC in natura 100

2 FS in natura 100

3 BM in natura 100

4 PC in natura /| BC 50/50

5 FS in natura | BC 50/50

6 BM in natura / BC 50/50

O bagaco de mandioca, o farelo de soja e a polpa citrica puros e/ou
combinados com o bagaco de cana (suporte inerte), foram misturados com
solugao salina em frascos Ernlenmeyer de 250 mL e fechados com tampao de
algodao. A solugéo salina foi adicionada de modo a obter uma umidade inicial
em torno de 85%, ajustando-se o pH a 7,0, para posteriormente serem
esterilizados a 121°C por 15 minutos. Em seguida, os frascos foram inoculados
em camara de fluxo laminar, numa taxa de 10% de in6culo em relagédo ao meio
liquido (substrato). Os frascos foram incubados cédmara de vapor saturado a
temperatura de 28°C durante 7 dias. Somente nos frascos contendo bagago de
mandioca puro ou com bagaco de cana, utilizou-se solugdo salina contendo
extrato de levedura na concentragao de 10 g/L.

A solugcdo salina tinha a seguinte composi¢cdo, ja otimizada por
WOICIECHOWSKI (2001): Extrato de Levedura, 10 g/L (quando necessario);
KH,PQOy4, 0,01g/L; agua q.s.p. 1000 mL.

4.6.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES QUIMICAS E FiSICAS DA FES
Este estudo teve como objetivo comparar os dois melhores substratos
testados individualmente (Farelo de Soja e Bagago de Mandioca) em diferentes

proporgdes com o bagago de cana, variando-se também a taxa de indculo.

4.6.3.1 Influéncia da proporgao entre Farelo de Soja in natura /| Bagacgo de

Cana e taxa de in6culo
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Para o estudo da influéncia da taxa de indculo e da proporgao entre
farelo de soja (substrato) e bagago de cana (suporte) na produ¢cdo de goma
xantana, foi utilizado um delineamento fatorial 32 completo para estudar o efeito
destas variaveis independentes. Este delineamento € composto de nove
ensaios, 3 niveis e 2 fatores experimentais sendo 1 bloco. As taxas de indculo

e as propor¢coes de FS e BC testadas sdo mostradas na Tabela 13.

TABELA 13. Planejamento Experimental para avaliar a influéncia da taxa

de indculo e proporcoes de FS/BC na produgcao de goma xantana.

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 3> COMPLETO

FATORES NIVEIS
-1 0 +1
Taxa de Indculo (%) 5 10 15
Proporc¢ao FSoja (%) 30 60 90

A analise dos dados foi feita por superficie de resposta através do
programa Statistic para Windows 5.0 versao estudantil.

Cada experimento foi realizado em duplicata.

O farelo de soja, bagago de cana e a solugéo salina foram misturados
em frascos Ernlenmeyer de 250 mL e fechados com tamp&o de algod&o. A
salina foi adicionada de modo a obter uma umidade inicial em torno de 85%,
ajustando-se o pH a 7,0, para posteriormente serem esterilizados a 121°C por
15 minutos. Em seguida, os frascos foram inoculados em camara de fluxo
laminar, nas taxas a serem testadas. Os frascos foram incubados em camara

de vapor saturado a temperatura de 28°C durante 7 dias.

4.6.3.2 Influéncia da proporgao entre Bagago de Mandioca in natura / Bagago

de Cana e taxa de in6culo

Para o estudo da influéncia da taxa de indculo e da proporgao entre
bagaco de mandioca (substrato) e bagago de cana (suporte) na produgao de

goma xantana, foi utilizado um delineamento fatorial 32 completo para estudar o
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efeito destas variaveis independentes. Este delineamento é composto de nove
ensaios, 3 niveis e 2 fatores experimentais sendo 1 bloco. As taxas de inéculo

e as propor¢oes de BM e BC estudadas sao mostradas na Tabela 14.

TABELA 14. Planejamento Experimental para avaliar a Influéncia da taxa

de inéculo e proporgoes de BM/BC na produgao de goma xantana.

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 32 COMPLETO

FATORES NIVEIS
-1 0 +1
Taxa de In6culo (%) 5 10 15
Propor¢do BMand (%) 30 60 90

A analise dos dados foi feita por superficie de resposta através do
programa Statistic para Windows 5.0 versao estudantil.

Cada experimento foi realizado em duplicata.

O bagaco de mandioca, o bagaco de cana e a solugdo salina contendo
10 g/L de extrato de levedura, foram misturados em frascos Ernlenmeyer de
250 mL e fechados com tampao de algodé&o. A solugao salina foi adicionada de
modo a obter uma umidade inicial em torno de 85%, ajustando-se o pH a 7,0,
para posteriormente serem esterilizados a 121°C por 15 minutos. Em seguida,
os frascos foram inoculados em camara de fluxo laminar, nas taxas a serem
testadas. Os frascos foram incubados em camara de vapor saturado a

temperatura de 28°C durante 7 dias.

4.6.4 Estudo Cinético do Tempo de Producdo da goma xantana por FES

usando Bagago de Mandioca in natura e Bagago de Cana

Este estudo foi realizado em condigdes ja otimizadas, de acordo com o
item 4.6.3.2., apos a selecdo do Bagagco de Mandioca demonstrar resultado
superior ao Farelo de Soja.

As fermentagdes ocorreram por 7 dias em duplicada, sendo que se

retiraram dois frascos por dia para as analises.
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4.6.5 Estudo com diferentes umidades nas condi¢cbes otimizadas para FES

em frascos

Este estudo foi feito com o objetivo de se pesquisar um teor de umidade
que nao produzisse compactagao de meio o que prejudica a difusao através do
leito. Este fato foi verificado no teste realizado com as colunas de Raimbault,
onde a umidade de 85% demonstrou ser incompativel. As umidades testadas
foram 70, 75 e 80% de umidade em condi¢des ja otimizadas de acordo com o
item 4.6.3.2 (BM90%/BC10%) e a taxa de inéculo continuou sendo de 10%,

também otimizado anteriormente.

4.6.6 Teste em colunas de Raimbault para FES

Este experimento teve como objetivo, testar a influéncia da aeragéo na
condicdo de umidade obtida no item 4.6.5 na produgdo da xantana. Para isto,
testaram-se trés vazbes de ar diferentes: 20, 40 e 60 mL/min, que propicia
respectivamente aeracao de 2, 4 e 6 mL/min.g de matéria seca, totalizando 3
experimentos, realizados em duplicata.

As colunas de vidro, bem como os borbulhadores de ar foram
devidamente esterilizados a 121°C por 15 minutos. Cada coluna foi preenchida
com 10 gramas de matéria seca (BM / BC) mais a solugado salina de modo a
obter-se a umidade selecionada no experimento anterior, sendo esterilizado
separadamente em frascos Erlenmeyer de 250 mL. A inoculagdo na taxa de
10% foi realizada no préprio frasco e apds homogeneizagao, as colunas foram
preenchidas assepticamente em camara de fluxo laminar. Cada coluna foi
pesada antes e apos preenchimento com o substrato.

Apos preenchimento com o substrato, as colunas foram conectadas em
borbulhadores de ar de 250 mL, contendo aproximadamente 150 mL de agua
destilada, para umedecer o ar antes de sua passagem pelas colunas. As
colunas foram colocadas em cuba de vidro contendo agua na temperatura de
28°C, mantida com auxilio de aquecedor e controlada por um termostato. Cada
coluna foi conectada a uma valvula que permitiu ajustar a vazdo de ar aos
valores a serem testados. A Figura 10 mostra as fermentagdes sendo

realizadas nas colunas de Raimbault.
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FIGURA 10. Fermentacgoes realizadas em Colunas de Raimbault.

4.7 Analises Realizadas nos Fermentados

471 ANALISES REALIZADAS NOS FERMENTADOS OBTIDOS POR
FERMENTACAO SUBMERSA

4.7.1.1 Biomassa

Apos o tempo definido de fermentagdo, a biomassa produzida foi
determinada gravimetricamente através da massa seca. Um volume definido de
fermentado foi centrifugado em tubos previamente pesados, a 10.000 rpm por
20 minutos em centrifuga refrigerada marca Hitachi, modelo Himac CR 21E, a
uma temperatura de 20°C. O sobrenadante foi utilizado para a analise de goma
xantana. A biomassa separada foi ressuspendida com 20 mL de agua
destilada, novamente centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a biomassa centrifugada foi seca em estufa a

80°C por 24 horas, resfriada em dessecador e pesada.
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4.7.1.2 Goma Xantana

A goma xantana produzida durante a fermentagdo que se encontrava
soluvel no meio fermentado, foi determinada gravimetricamente através do
peso seco apos precipitacdo com 3 volumes de alcool etilico. A goma xantana
precipitada foi centrifugada em tubo previamente seco e pesado, a 10.000 rpm
por 20 minutos em centrifuga refrigerada marca Hitachi, modelo Himac CR
21E, a uma temperatura de 4°C. Esta baixa temperatura favorece a
precipitacdo do polissacarideo (WOICIECHOWSKI, 2001). O sobrenadante foi
descartado e a goma xantana centrifugada foi seca em estufa a 80°C por 24

horas, resfriada em dessecador e pesada.

4.7.2 ANALISES REALIZADAS NOS FERMENTADOS OBTIDOS POR FES

4.7.2.1 Recuperagao da Goma Xantana

A extracdo da goma foi realizada com 10 g de material fermentado, ao
qual foi adicionado 100 mL de agua (proporc¢ao 1:10). A mistura foi submetida a
agitacdo por 20 minutos em agitador mecanico marca Ultra-Turrax, e entdo
fitrada em filtro de nylon para eliminacdo de particulas sdlidas grandes. A
solugdo € novamente filtrada a vacuo com papel de filtro Whatman n° 1. O
liquido foi diluido devido a alta viscosidade e centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos em centrifuga refrigerada marca Hitachi, modelo Himac CR 21E, a
uma temperatura de 20°C, para a eliminagdo de biomassa e outros solidos
ainda em suspensao. O precipitado foi descartado e a goma xantana soluvel foi

recuperada do sobrenadante.

4.7.2.2 Quantificagdo da goma xantana produzida

A goma xantana soliuvel no sobrenadante foi determinada
gravimetricamente através do peso seco apds precipitagcdo com 3 volumes de
alcool etilico. A goma xantana precipitada foi filtrada a vacuo em papel de filtro
Whatman n° 1. A goma xantana retida no papel foi seca em estufa a 80°C por

24 horas, resfriada em dessecador e pesada.
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4.7.2.3 pH

O pH final foi determinado no sobrenadante (extraido) obtido durante o
processo de recuperagdo da goma xantana. Utilizou-se para isso um
potencidmetro devidamente calibrado com solu¢des tampéo de pH 4,0 e 7,0 na

suspensao obtida apos a extragdo da goma.

4.7.2.4 Umidade

Ao término da FES determinou-se a umidade do fermentado no
equipamento Balanga Determinadora de Umidade por Infravermelho, Top Ray

Infrared Moisture Balance.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anadlises Fisico-quimicas realizadas nos Hidrolisados de Bagago de
Mandioca, Polpa Citrica e nos subprodutos e residuos Melago de Soja, Soro de

Queijo, Caldo de Cana e Agua de Maceragao do Milho (Milhocina®).

5.1.1 Agucar Redutor e pH

As analises de acgucar redutor e pH foram realizadas de acordo com o
item 4.5.1 e 4.5.2 com o objetivo de caracterizar cada subproduto/residuo
preparados de conforme o item 4.4 a fim de se proceder a adequacao
necessaria para sua utilizacdo na fermentacédo submersa e como substrato na
FES.

De acordo com WOICIECHOWSKI (2001), o amido presente no bagago
de mandioca pode ser convertido em agucar redutor (glicose), através da
hidrolise deste material. O mesmo ocorre com a polpa citrica, onde seus
carboidratos também podem ser hidrolisados. A hidrolise pode ser feita
submetendo-se o bagago de mandioca e a polpa citrica a um tratamento
térmico por tempo definido em meio aquoso, com agente acido ou alcalino. O
resultado final € um xarope de glicose.

As determinagdes pelo método de Somogyi-Nelson foram feitas em
triplicata e as médias dos resultados obtidos em g/L de agucar redutor total
(ART), aparecem na Tabela 15 que mostra também o resultado das analises de
pH.
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TABELA 15. Resultados de Acgucar Redutor Total (ART) e pH obtido nas
analises realizadas nos subprodutos/residuos utilizados

antes das diluicoes

RESIDUO ART (g/L) pH
Hidrolisado de Polpa Citrica 22,64 6,9
Hidrolisado de Bagago de Mandioca 24,35 71
Melago de Soja 307,3 59
Milhocina® 123,54 4,2
Soro de Queijo 30,01 6,5
Caldo de Cana 2239 6,7

5.2. Teste para Seleg¢ao de Cepa por Fermentagao Submersa

O ensaio de fermentacdo submersa com os seis substratos
padronizados a 20 g/L de ART, conforme indicado no item 4.6.1.1, foi feito por
um periodo de 96 horas. As fermentagdes foram realizadas em duplicata. Para
o ensaio com hidrolisado de bagaco de mandioca, adicionou-se ao meio 10 g/L
de extrato de levedura, para adigao de fonte de nitrogénio a este meio.

As Tabelas 16 e 17 mostram os resultados obtidos com as cepas
testadas que tiveram producéo significativa para a producdo de goma xantana

e biomassa em g/L.

TABELA 16. Produgcao de goma xantana em g/L com as cepas que

tiveram producao significativa em cada substrato/residuo

Goma xantana produzida (g/L)
Substratos HBM HPC MSoja SQueijo CCana Milhocina

Cepa CCT 5677 2,67 1,52 2,70 1,18 1,21 1,64
Cepa LPB0O1 14,12 11,76 13,55 2,03 4,28 12,85
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TABELA 17. Producgdo de Biomassa em g/L com as cepas que tiveram

producao significativa em cada substrato/residuo

Biomassa produzida (g/L)

Substratos HBM HPC MSoja SQueijo CCana Milhocina
Cepa CCT 5677 1,19 0,98 1,24 0,79 0,75 0,87
Cepa LPB01 577 4,65 4,80 1,93 2,51 4,66

As cepas CCT 6510, CCT 6507 e CCT 6508 testadas nao tiveram
producao significativa de goma xantana. Ao final da fermentagcdo nao foi
verificado um aumento de viscosidade nesses meios.

A cepa LPB01 demonstrou maior producdao de biomassa e de
polissacarideo com todos os substratos, quando comparada a cepa CCT 5677,
evidenciando sua capacidade superior em termos de produtividade.

Os resultados da producgao do polissacarideo por fermentacdo submersa
foram satisfatorios, quando comparados a outros autores que também
utilizaram residuos da agroindustria. FARIA et al. (2005), conseguiu uma
producao de 8,35 g/L de goma xantana, utilizando caldo de cana adicionado de
sais, na concentragdo de 20g/L de sacarose. WOIEICHOWSKI (2001) obteve
uma producao de 14 g/L de goma xantana utilizando hidrolisado de bagago de
mandioca suplementado com extrato de levedura.

Com base nos resultados obtidos nesta etapa, todos os ensaios
fermentativos seguintes foram realizados com a cepa selecionada LPB01. A

Figura 11 mostra o aspecto das coldnias desta cepa.
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FIGURA 11. Aspecto das colonias da cepa Xanthomonas campestris
LPBO01, crescida em agar YM, 28°C *2 por 48 horas.

5.3 ESTUDO EM FERMENTAGCAO NO ESTADO SOLIDO (FES)

5.3.1 FES utilizando o Bagagco de Cana como suporte e variando solugdes

impregnantes usadas como substrato.

O ensaio de FES com os cinco substratos conforme indicado no item
4.6.2.1, foi feito por um periodo de 7 dias. As fermentagcdes foram realizadas
em duplicata. Para o ensaio com hidrolisado de bagagco de mandioca, foi
adicionado ao hidrolisado 10 g/L de extrato de levedura, devido a falta de fonte
de nitrogénio neste substrato.

O bagaco de cana foi impregnado com diferentes concentragbes das
solugdes impregnantes: melaco de soja, caldo de cana e Milhocina® (25, 35,
45, 55, 65 g/L de ART inicial, correspondendo aos valores 160,23 - 224,35 -
288,45 - 352,55 - 416.65 g/Kg de ART na base seca, respectivamente);
hidrolisado de bagago de mandioca (10 e 16 g/L de ART inicial,
correspondendo aos valores 64,1 e 102,56 g/Kg de ART inicial na base seca) e
hidrolisado de polpa citrica (10, 15 e 20 g/L de ART inicial, correspondendo a
64,1 - 96,15 e 128,2 g/Kg de ART na base seca, respectivamente).
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Os graficos das Figuras 12, 13, 14 e 15 apresentam os resultados
obtidos para a produgdo de goma xantana com cada solugdo impregnante

(substrato) e em cada concentracdo utilizada.

FIGURA 12. Grafico da produgao de goma xantana em varias

concentragoes de ART para o caldo de cana impregnado em
BC
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FIGURA 13. Grafico da produgcao de goma xantana em varias

concentragoes de ART para o melago de soja impregnado em
BC
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FIGURA 14. Grafico da produgao de goma xantana em varias
concentragoes de ART para o hidrolisado de polpa citrica

impregnado em BC
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FIGURA 15. Grafico da produgao de goma xantana em varias
concentragoes de ART para o hidrolisado de bagacgo de

mandioca impregnado em BC
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O uso do melago de soja, dos hidrolisados de polpa citrica e de bagago
de mandioca demonstraram resultados significativos para a produ¢do da goma
xantana, evidenciando que essa forma de produgcdo pode ser explorada

futuramente com intuito de otimizacao deste processo.
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Nesta etapa dispensou-se 0 uso do soro de queijo devido a baixa
producdo goma pela bactéria utilizando este substrato. O principal problema
encontrado na produgao de xantana em soro de leite é a baixa capacidade de
utilizacdo de lactose por X. campestris, fato este que se deve a baixa afinidade
da B-galactosidase da bactéria por lactose (FRANK & SOMKUTI, 1979).

A utilizagcdo da agua de maceragdo do milho (Milhocina®) como
substrato ndo produziu goma xantana, mesmo apos a repeticdo da
fermentacdo para confirmacgédo, provavelmente devido aos nutrientes da

Milhocina® nao serem assimilaveis pela bactéria.

5.3.2 FES utilizando combinagdes de substratos

Nesta etapa, ja selecionados os melhores substratos liquidos originados
dos residuos solidos, os proprios residuos foram utilizadas em sua forma in
natura como suporte/substrato para a FES, conforme descrito no item 4.6.2.2.
Foram selecionados os hidrolisados de polpa citrica e de bagago de mandioca
e a solugao de melago de soja, por isso utilizou-se, polpa citrica, farelo de soja
e bagago de mandioca, na granulometria de 0,8-2,0 mm. Para o ensaio
utilizando bagaco de mandioca puro ou combinado com bagago de cana, foi
adicionada a solugao salina 10 g/L de extrato de levedura, devido a falta de
fonte de nitrogénio neste material.

As médias dos resultados obtidos para a produ¢do de goma xantana

com as combinagdes de substratos sdo demonstrados na Tabela 18.

TABELA 18. Produgao de goma xantana utilizando diferentes

combinagoes de substratos

Componente Proporgao (%) Goma (g/Kg) base seca pH final
PC in natura 100 NS 6,5
FS in natura 100 139,05 7,35
BM in natura 100 100,03 7,37
PC in natura/ BC 50 /50 65,42 5,33
FS in natura /| BC 50 /50 95,23 7,55

BM in natura / BC 50/50 104,81 5,51
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NS: Producao de goma néo significativa.

A utilizacdo da polpa citrica na propor¢cdo de 100%, ou seja, pura, ndo
resultou em producgao significativa de goma xantana, provavelmente devido a
dificuldade de aeragcdo do meio que se tornou muito compactado no decorrer
do crescimento microbiano ou também por apresentar em sua composicao
algum elemento que interferisse nesse crescimento e na produgdo do

polissacarideo.

5.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES QUIMICAS E FiSICAS DA FES

Com base nos experimentos anteriores, onde o bagago de mandioca e o
farelo de soja impregnados com solugao salina demonstraram uma melhor
producdo de goma xantana, este estudo teve como objetivo comparar os dois
melhores substratos testados individualmente em diferentes propor¢des com o
bagaco de cana, variando-se também a taxa de inoculo, para deste estudo ser

selecionado o melhor substrato para as fermentagdes seguintes.

5.4.1 Influéncia da proporcao entre Farelo de Soja in natura / Bagago de Cana

e taxa de indculo na produgédo de goma xantana por FES

O meio de fermentacao foi preparado de acordo com o item 4.6.3.1,
onde foram testadas diferentes propor¢des de farelo de soja em relagdo ao
bagaco de cana e diferentes taxas de inoculacéo, fermentadas pelo periodo de
7 dias, apds inoculagdo com a bactéria Xanthomonas campestris. Neste estudo
foi utilizado um delineamento fatorial 32 completo para estudar o efeito destas
variaveis independentes. Neste delineamento experimental foram testados dois
fatores (% de Farelo de Soja e % de taxa de in6culo) em trés niveis, com duas
repeticoes, resultando em 9 condigbes experimentais. A variavel dependente
(variavel resposta) € a produgcdo de goma xantana (g/Kg matéria seca). A
analise dos dados foi feita por superficie de resposta através do programa

Statistic para Windows 5.0 versao estudantil.
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A Tabela 19 apresenta o delineamento fatorial 32 completo para o estudo
dos dois fatores experimentais na produgdo de goma xantana em g/Kg

suporte/substrato na matéria seca.

TABELA 19. Resultado da produgao de goma xantana obtida para cada
ensaio realizado do delineamento experimental 3% completo

com Farelo de Soja / Bagago de Cana

Variaveis Independentes Variavel Dependente
Ensaio FS (%) Tx. Inéculo (%) Goma Xantana (g/Kg ms)
1 90 15 150,185
2 60 15 94,105
3 30 15 70,270
4 90 10 118,530
5 60 10 89,80
6 30 10 83,92
7 90 5 126,315
8 60 5 90,635
9 30 5 41,765
NOTA: Média da produgédo de goma xantana + desvio padréo

A superficie de resposta apresentada no grafico da Figura 16 mostra que
quanto maior a proporcao de farelo de soja em relagdo ao bagago de cana,
maior a produgao da goma devido ao aumento da concentragcdo de fonte de
carbono, mas como ja foi estudado anteriormente, o farelo de soja na
propor¢ao de 100%, ou seja, puro, diminuiu a produgdo da goma, fato
observado devido a compactagcdo do meio que dificulta a difusdo de ar. Uma
significativa melhora é notada quando ha a adicdo do bagago de cana,
contribuindo para a melhoria da distribuicdo de ar. Mesmo com a diminui¢ao da
propor¢ao do farelo de soja, essa pequena redugcédo na concentragao de fonte
carbono nao influenciou negativamente a producéo. A % de in6culo em relagéo
a solugao impregnante (solugao salina), neste caso, influenciou positivamente a
producao da goma. As maiores produtividades foram conseguidas com uma

taxa de 15% de inoculagao.



65

FIGURA 16. Superficie de resposta para a produ¢cao de goma xantana
mostrando os resultados da influéncia da % de taxa de

inéculo e da proporgcao em % de FS em relagao ao BC
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A equacao abaixo foi ajustada aos dados experimentais:

G. xantana (g/Kg b.seca) = 28,2405+ 0,1747 (% FS) + 0,0078 (%FS)? + 3,3582
(%INOC.) — 0,0748 (%INOC.)?

Onde:

G. xantana = produgédo de goma xantana (g/Kg base seca)
%FS = proporgao de farelo de soja

%INOC. = porcentagem de taxa de inéculo

A Tabela 20 mostra que o modelo ajustado aos dados experimentais
para explicar a variagdo na produgdo de goma xantana para as variaveis
testadas é significativo ao nivel de confiangca de 95% e o coeficiente de
correlagdo R? = 0,84009 e R? ajustado = 0,79088 explica 79,08% da variacéo
das respostas encontradas. O coeficiente de correlacdo encontrado é aceitavel
para este tipo de teste. Esta modelagem mostrou-se adequada, podendo ser

utilizada para fins preditivos. O grafico de pareto da Figura 17 mostra a
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influéncia e os efeitos significativos das variaveis % de farelo de soja e % taxa
de inoculagdo, indicando que no intervalo estudado, as variaveis testadas
influenciaram a variavel resposta (producdo de goma xantana) ao nivel de
significancia de 5%.

TABELA 20. Analise de variancia para a variavel resposta produgao de

goma xantana utilizando Farelo de Soja

EFEITOS SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO VALORF VALOR P
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Proporgao 13405,40* 2% 6702,700%* 31,65933* 0,000010*

FS/BC (%)

(L+Q)

Taxa de 1053,55 2 526,777 2,48816 0,121640

Inoculagéo (%)

L+Q)

Erro 2752,27 13 211,713

experimental

Total Soma 17211,23 17

Quadrados

R’ 0,84009

R’ ajustado 0,79088

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de probabilidade

FIGURA 17. Grafico de Pareto mostrando os efeitos da % de Farelo de
Soja e da % da taxa de inoculagdo para o modelo de
producao de goma xantana

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: VAR3
2 3-level factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=211,7133
DV: VAR3

p=,05

%/////
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5.4.2 Influéncia da proporgéo entre Bagaco de Mandioca in natura / Bagacgo de

Cana e taxa de inéculo na producdo de goma xantana por FES

O meio de fermentacao foi preparado de acordo com o item 4.6.3.2,
onde foram testadas diferentes proporgdes de bagagco de mandioca em relagao
ao bagaco de cana e diferentes taxas de inoculagao, fermentadas pelo periodo
de 7 dias, apds inoculagcdo com a bactéria Xanthomonas campestris. Neste
estudo foi utilizado um delineamento fatorial 32 completo para estudar o efeito
destas variaveis independentes. Neste delineamento experimental foram
testados dois fatores (% de Bagacgo de Mandioca e % de taxa de indculo) em
trés niveis, com duas repeti¢des, resultando em 9 condi¢cdes experimentais. A
variavel dependente (variavel resposta) € a producdo de goma xantana (g/Kg
base seca). A analise dos dados foi feita por superficie de resposta através do
programa Statistic para Windows 5.0 versao estudantil.

A Tabela 21 apresenta o delineamento fatorial 32 completo para o estudo
dos dois fatores experimentais na produgdo de goma xantana em g/Kg

suporte/substrato na base seca.

TABELA 21. Resultado da produgao de goma xantana obtida para cada
ensaio realizado do delineamento experimental 3?> completo

com Bagago de Mandioca / Bagago de Cana

Variaveis Independentes Variavel Dependente
Exp. BM (%) Tx. Inéculo (%) Goma Xantana (g/Kg ms)
1 90 15 191,405
2 60 15 210,79
3 30 15 148,24
4 90 10 218,23
5 60 10 196,42
6 30 10 142,79
7 90 5 147,58
8 60 5 140,24
9 30 5 98,97
NOTA: Média da produgcédo de goma xantana + desvio padrao

A superficie de resposta do grafico da Figura 18 mostra que a utilizagao
de BM na proporcao de 90%, quando combinado com uma taxa de inoculagao

de 10%, gerou uma maior producéo da goma. O grafico de Pareto mostrado na
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Figura 19 demonstrou que um aumento na taxa de inoculagdo contribui para
um aumento na produgdo do polissacarideo. Como ja foi estudada
anteriormente, a utilizagdo do bagag¢o de mandioca na proporgéo de 100%, ou
seja, puro, resultou na diminuicdo da produgdo da goma, fato devido a
compactacgao do meio que dificulta a difusdo de ar. Uma significativa melhora é
notada quando ha a adigdo do bagago de cana, contribuindo para a melhoria
da distribuicdo de ar. Mesmo com a diminuigdo da propor¢ao do bagacgo de
mandioca, essa pequena redugdo na concentragdo de fonte carbono nao
influenciou negativamente a produgdo. As maiores produtividades foram

conseguidas com uma taxa de 10% de inoculagéo.

FIGURA 18. Superficie de resposta para a produ¢cao de goma xantana
mostrando os resultados da influéncia da % de taxa de

inéculo e da propor¢cao em % de BM em relagao ao BC
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A equacéao abaixo foi ajustada aos dados experimentais:

G. xantana (g/Kg b.seca) = -121,063 + 4,2939 (%BM) — 0.0282(%BM)* +
27,8091 (%INOC.) — 1,177 (%INOC.)?
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Onde:
G. xantana = produgédo de goma xantana (g/Kg base seca)
%BM = proporgéo de bagago de mandioca

%INOC. = porcentagem de taxa de inéculo

A Tabela 22 mostra que a analise de variancia dos dados experimentais
indicando que o modelo ajustado é adequado para explicar a variagdo na
producédo de goma xantana ao nivel de confianca de 95% e o coeficiente de
correlagdo R? =0, 83743 e R? ajustado = 0,78741 explica 78,74% da variacdo
das respostas encontradas. O coeficiente de correlacdo encontrado é aceitavel
para este tipo de teste. Esta modelagem mostrou-se adequada, podendo ser
utilizada para fins preditivos. O grafico de pareto da Figura 19 mostra a
influéncia e os efeitos significativos das variaveis % de bagaco de mandioca e
% taxa de inoculagado, indicando que no intervalo estudado, as variaveis
testadas influenciaram a variavel resposta (produgcdo de goma xantana) ao

nivel de significancia de 5%.

TABELA 22. Analise de variancia para a variavel resposta

producao de goma xantana utilizando Bagago de Mandioca

EFEITOS SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO  VALORF  VALORP
QUADRADOS LIBERDADE  MEDIO

Proporgao 8771,45 1 8771,452 25,09021 0,000239

BM/BC (%) (L)

Propor¢ao 2589,89 1 2589,894 7,40823 0,017453

BM/BC (%) (Q)

Taxa de 8926,23 1 8926,235 25,53296 0,000221

Inoculagéo (%)

(L)

Taxa de 3123,24 1 3123,245 8,93385 0,010459
Inoculagéo (%)

Q

Erro 454476 13 349,597

experimental

Total Soma 27955,58 17

Quadrados

R’ 0,83743

R’ ajustado 0,78741
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FIGURA 19. Grafico de Pareto mostrando os efeitos da % de
BM e da % da taxa de inoculagao para o modelo de producao

de goma xantana

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: GOMA_ G _
2 3-level factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=349,5966

DV: GOMA_G_
p=,05
7
(2)TX.INOC(L) 5,053014
(1)BM_%_(L) 5,009013
AIIII/I 777777777 7777)
TX.INOC(Q) 2,988955
BM__ %_(Q) 2 2,721807
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Os resultados obtidos utilizando bagago de mandioca 90% e bagago de
cana 10%, com uma taxa de inoculacdo de 10% foram satisfatorios, quando
comparados aos conseguidos por outros autores. STREDANSKI et al. (1999),
utilizando como suporte o residuo de malte gerado na produgédo cerveja,
impregnado com solugao nutritiva, conseguiu uma produgao de 104,3 g/Kg de
goma xantana na base seca.

Com base nestes estudos e também no fato da combinacéao de farelo de
soja / bagacgo de cana ter demonstrado uma menor producado de goma xantana,
optou-se por continuar os estudos de otimizagao utilizando somente o bagago
de mandioca 90% e bagag¢o de cana 10%, com uma taxa de inoculagdo de

10% em relacao a salina.

5.5 Estudo Cinético do Tempo de Produgdo da xantana por FES usando

Bagacgo de Mandioca in natura e Bagacgo de Cana
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Apos a definicdo de parametros fisicos e quimicos que influenciaram o
processo de producdo de goma xantana, realizou-se estudo cinético com o
objetivo definir qual o melhor tempo para a produgéo do biopolimero.

As fermentagdes foram realizadas de acordo com o item 4.64 e o
estudo da cinética da producao da goma xantana foi feito acompanhando-se a
fermentacao por 7 dias a 30°C em duplicata com as condi¢des otimizadas. Os
resultados do acompanhamento deste estudo estdo apresentados na Tabela
23.

TABELA 23. Evolugao da cinética final de produgao de goma xantana por
FES utilizando BM 90% / BC10% e taxa de inéculo 10%

Tempo de pH final Umidade final Produg¢ao de Goma
Fermentagao (%) (g/Kg base seca)
(Horas) Média

Tempo 0 6,9 84.6 NP

24 6,73 83,24 12,25

48 6,71 75,15 58,36

72 6,55 67,01 120,53

96 6,42 66,70 184,58

120 5,99 64,36 215,63

144 5,85 63,40 210,98

NP = n&o houve produgédo de goma

Este estudo mostra que a melhor produgdo de goma xantana foi
conseguida apos 120 horas de fermentagdo, ou seja, no sexto dia, e
evidenciou-se também uma forte perda de umidade nesse periodo, porém esta
perda de umidade nao influenciou negativamente a produgdo do
polissacarideo, ja que neste ponto ocorreu a maior a producdo. Apos 144
horas, no sétimo dia, houve uma queda na produc¢ao, provavelmente devido ao
esgotamento dos agucares presentes no bagag¢o de mandioca.

Com relagao a perda de umidade, algumas medidas podem ser tomadas
a fim de se preservar as condi¢cdes de iniciais como, por exemplo, adi¢des de
agua ao longo do tempo ou também a realizagcdo da fermentagcdo em condi¢des

de atmosfera saturada de umidade.
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5.6 Estudo com diferentes umidades em condi¢des otimizadas para FES

Este estudo realizado em frascos erlenmeyer, conforme o item 4.6.3,
teve como objetivo, encontrar o melhor teor de umidade, menor do que os até
entdo utilizados que permitisse uma melhor passagem do ar pela coluna de
fermentacao, ja que a umidade de 85% nao se mostrou compativel com o uso
das colunas por terem apresentado uma leve compactacdo. As umidades
testadas foram 70, 75 e 80% em condigdes ja otimizadas conforme o item
4.6.3.2 (BM90%/BC10%) e taxa de inéculo continuou sendo de 10%.

A média dos resultados obtidos € mostrada na Tabela 24.

TABELA 24. Produgao de goma xantana em diferentes umidades testadas

Umidade inicial Umidade Final Goma (g/Kg) base seca pH final
70% 59,72% 151,07 6,32
75% 64,89% 166,32 5,26
80% 68,63% 199,14 5,78

Este estudo mostra que a umidade do substrato € um fator importante no
processo fermentativo e deve ser mantido em torno de 80-85% para nao
prejudicar a producdo de goma nas condicbes de fermentagdo estudadas.
Como o uso das colunas de Raimbault ndo permite o uso de umidades maiores
que 80%, devido a compactacédo do substrato causada pela agua livre, este é

um provavel fator limitante para o processo.

5.7 Teste em colunas de Raimbault para FES

De acordo com o item 4.6.4 realizou-se este estudo, com objetivo de
verificar a influéncia da aeragao forgada sobre a produgdo da goma xantana.
As fermentacbes foram realizadas em colunas de Raimbault, em duplicata,
onde se testaram 3 valores de aeragao: 20, 40 e 60 mL ar/min (2, 4 e 6 mL de
ar/min.grama de matéria seca).

Para este teste utilizou-se outro valor de umidade (80%) que permitisse

0 uso do substrato sélido sem a compactagdo do meio, ja que a umidade de
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85% nao se mostrou compativel com as colunas por permitir a compactagéo. A
taxa de in6culo continuou sendo de 10%.
Os dados da Tabela 25 demonstram a produgdo de goma xantana em

colunas de Raimbault.

TABELA 25. Produgdo de goma xantana em colunas de Raimbault

utilizando aeracao forgcada

Aeracéao Aeracao pH Umidade Producdo de Goma
(mL ar/min.)  (mL ar/min.g ms) final final (9/Kg ms) média
20 2 6,42 74,61 118,6
40 4 6,18 70,70 155,3
60 6 6,25 69,50 165,32

A partir dos experimentos em colunas de Raimbault pode-se dizer que
nas condicdes testadas, o uso de aeracao forcada ndo levou ao aumento da
produgdo de goma xantana, ou seja, um aumento na altura do leito de
substrato, mesmo com o fornecimento de ar nao foi favoravel ao processo, pois
a producdo de goma xantana foi significativamente menor nas colunas. Os
experimentos anteriores, realizados em frascos Ernlenmeyer tiveram uma
producao maior que chegou a 218,23 g/Kg do polissacarideo na base seca,
onde o sistema de aeragao ocorre por difusdo, desde que mantidas pequenas
alturas de leito. Isto indica que estudos de fermentagcdo em bandejas pode ser
uma alternativa viavel para o processo de produ¢cado de goma xantana em FES,
utilizando-se bagaco de mandioca e bagaco de cana, na propor¢ao de 90:10

como substrato.
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6. CONCLUSAO

O processamento de produtos agroindustriais gera todos os dias no
Brasil uma enorme quantidade de residuos, como por exemplo, bagaco de
mandioca e bagaco de cana-de-agucar. Estes residuos sélidos tém enorme
potencial, mas sdo praticamente inexplorados O baga¢o de mandioca, devido
seu alto teor de matéria organica e acgucar, tanto na forma diretamente
fermentescivel quanto na forma de polimero se apresenta como residuo
altamente poluidor, juntamente com o bagaco de cana. Estes residuos,
simplesmente dispostos no meio ambiente causam um grave impacto
ambiental. A viabilizacdo do uso destes produtos em processos biotecnologicos
se apresenta como uma opg¢ao importante para minimizar o impacto ambiental,
agregando valor a estes residuos e oferecendo as industrias a opg¢ao de
substratos alternativos mais baratos para diminuir os custos de producdo de
uma grande variedade de insumos industriais.

Neste trabalho, foram testados diversos residuos e subprodutos da
agroindustria, assim como diversas cepas da bactéria Xanthomonas
campestris, com o intuito de desenvolver um bioprocesso alternativo para a
producdo da goma xantana. Os resultados obtidos neste estudo permitem
concluir que:

» Na etapa de selegao da cepa Xanthomonas campestris a ser utilizada, a
cepa designada LPB01 apresentou os melhores resultados em teste por
fermentacdo submersa quando comparada a producao das outras cepas
de Xanthomonas campestris. Esta cepa demonstrou maior producao de
biomassa e de polissacarideo com todos os substratos, quando
comparada a cepa CCT 5677, evidenciando sua capacidade superior em
termos de produtividade. As cepas CCT 6510, CCT 6507 e CCT 6508
testadas nao tiveram producgao significativa de goma xantana.

» Durante a etapa de fermentagdo submersa, observou-se também uma
baixa producéo de goma pela cepa LPBO01 utilizando soro de queijo, fato
este que torna inviavel a utilizagado deste substrato para a produgado de
goma xantana.

» Em ensaio por FES com os cinco substratos na forma liquida, onde o

bagaco de cana foi impregnado com diferentes concentragbes das
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solugdes impregnantes (melagco de soja, caldo de cana e Milhocina®,
hidrolisado de bagaco de mandioca e hidrolisado de polpa citrica), a
producdo do polissacarideo ja se mostrava promissora, mesmo sem as
condigdes estarem otimizadas. Os resultados utilizando melago de soja
(98,57 g/Kg de goma na base seca), hidrolisado de polpa citrica (53,27
g/Kg de goma) e hidrolisado bagac¢o de mandioca (67,80 g/Kg de goma
na base seca) foram significativos para a produ¢cdo da goma xantana por
FES quando comparados ao experimento de fermentagcdo submersa
inicial (14,12 g/L de goma utilizando hidrolisado de bagaco de
mandioca).

Durante o processo de otimizagédo, o bagagco de mandioca e o bagago
de cana combinados, demonstraram elevado potencial na produgao de
goma xantana. O melhor resultado (218,23 g/Kg goma na base seca) foi
obtido com a combinacdo de 90% bagago de mandioca (substrato), 10%
bagago de cana (suporte) com 10% de taxa de inoculagao, ja que a
utilizacdo do bagago de mandioca puro gerou uma compactagido do
meio que foi resolvida com a adigdo do bagaco de cana melhorando a
difusdo de ar no meio.

O uso de aeracao forcada em colunas de Raimbault ndo levou ao
aumento da produgado de goma xantana, pois um aumento na altura do
leito de substrato, mesmo com o fornecimento de ar nao foi favoravel ao
processo, ja que a producdo de goma xantana foi significativamente
menor nas colunas (165,32 g/Kg de goma). Os experimentos anteriores,
realizados em frascos Ernlenmeyer tiveram uma produgéo maior, onde o
sistema de aeragao ocorre por difusdo, desde que mantidas pequenas
alturas de leito indicando que estudos de fermentagdo em bandejas
podem ser uma alternativa viavel para o processo de produgédo de goma
xantana em FES.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a produgao
de goma xantana por FES utilizando matérias primas agricolas de baixo
custo como o bagago de mandioca e o bagago de cana s&o uma
alternativa viavel a producao do biopolimero por fermentacido submersa

e todas as limitagdes deste processo.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos mostraram a viabilidade do bioprocesso
desenvolvido utilizando bagag¢o de mandioca como substrato e bagago de cana
como suporte na produgdo de goma xantana, por fermentacdo no estado

sélido. Porém, alguns pontos ainda podem ser explorados, como por exemplo:

» Teste com outras fontes de nitrogénio alternativas a fim de se
reduzir o custo de produgado da goma xantana.

» Testar a influéncia de diferentes sais na producédo de goma
xantana.

= Ultilizar outros materiais alternativos para a fermentacao no estado
soélido, dando preferéncia aos residuos agroindustriais tais como:
farelo de trigo, farelo de arroz, entre outros.

» Testar a influéncia sob a producdo de goma, de outras
concentragdes e idade do indculo.

» Estudo com diferentes valores de umidade inicial a fim de se
verificar sua influéncia sobre a producao da xantana.

» Estudar a influéncia de outros valores de temperatura na
producao do indculo e durante a fermentacao.

» Testar outros tipos de reatores para a fermentagcdo no estado
sélido, como por exemplo, do tipo bandeja.

» Realizar o estudo de respirometria da FES para a producéo da

goma xantana.
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