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RESUMO

O soro de leite resultante da fabricacdo de queijos muitas vezes é descartado como
residuo no meio ambiente. Entretanto, por conter lactose, proteinas e sais, se
destaca como um substrato que pode ser aproveitado em diversos processos
biotecnolégicos como, por exemplo, a producdo de goma xantana. A goma xantana
€ um polimero bacteriano sintetizado por bactérias do género Xanthomonas,
amplamente utilizado como espessante e emulsificante em diversos segmentos
industriais. O uso do soro de leite em substituicdo aos substratos convencionais
possibilita uma reducéo nos custos de producdo da goma xantana, além de ser uma
alternativa ecologicamente interessante. O objetivo desse trabalho foi produzir e
caracterizar gomas xantana sintetizadas por estirpes de Xantomonas campestris
utilizando como substrato dois meios de cultivo: soro de leite esterilizado (SLE) e
soro de leite desproteinizado (SLD). Foram utilizadas as estirpes de Xanthomonas
campestris pv. manihotis n. 1182 (Xc1182), pv. campestris n. 1866 (Xc1866), pv.
mangiferaindicae n. 1230 (Xc1230) e pv. pruni n. 2414 (Xc2414). O soro de leite
utilizado no experimento néo foi adicionado de suplementos e o inéculo bacteriano
foi produzido em um meio a base de lactose, o que diferencia o presente estudo da
grande maioria dos trabalhos publicados que utilizaram soro de leite para producao
de goma xantana. As gomas xantana produzidas (GEs) foram analisadas quanto a
massa obtida e caracterizadas quanto a cor, o comportamento reologico e o perfil
espectral no infravermelho proximo (NIR) utilizando-se como controle uma goma
xantana padrdo. A maior producdo de goma xantana obtida foi de 7,89 g/L para a
estirpe Xc1230 no SLD e a menor foi de 3,65 g/L para a estirpe Xc1866 no SLE. No
SLD nao houve diferenca significativa na producdo de goma xantana entre as
estirpes. No SLE a producdo de goma xantana foi significativamente maior para as
estirpes Xc1182 e Xc1230. A estirpe Xc2414 foi a Unica que apresentou diferencas
significativas de producdo entre os meios de cultivo testados (6,08 g/L no SLD e
4,09 g/L no SLE). Na analise de cor observou-se que houve influéncia do meio de
cultivo utilizado, sendo que as GEs produzidas no SLD apresentaram maior
semelhanca em relacdo a cor da goma padrdo. Na andlise reoldgica as gomas
xantana produzidas apresentaram comportamento reolégico de fluido
pseudoplastico, entretanto ndo houve diferenca entre estirpes ou entre 0os meios de
cultivo testados. Observou-se uma equivaléncia dos espectros NIR das amostras
experimentais para cada meio de cultivo testado, embora ambas tenham
apresentado diferencas em relacdo a amostra padrao. As diferencas observadas
indicam a necessidade de uma etapa de purificacdo das amostras experimentais. Os
resultados obtidos indicaram vantagens na utilizagdo do processo de
desproteinizacdo do soro, principalmente no que se refere a cor do biopolimero
obtido. O estudo realizado possibilitou a geracdo de conhecimentos Uteis aplicaveis
no desenvolvimento de trabalhos que visem o aprimoramento das metodologias de
obtencéo e de caracterizacdo de goma xantana a partir de soro de leite.

Palavras-chave: Fermentagédo; Xanthomonas campestris; espessante; reologia,;
espectroscopia NIR; colorimetria.



ABSTRACT

Whey resulting from cheese production is often disposed of in the environment as
waste. However, due to its composition (rich in lactose, proteins and salts), it stands
out as a substrate that can be used in various biotechnological processes. Xanthan
gum is a biopolymer used mainly as thickener and emulsifier in several industrial
segments, synthesized by bacteria of the genus Xanthomonas. The use of alternative
substrates such as cheese whey, besides being an environmentally friendly
alternative, can reduce the costs of xanthan gum production. The objective of this
work was to produce and characterize xanthan gums synthesized by strains of
Xantomonas campestris using two culture media: sterile whey (SW) and
deproteinized whey (DW). The strains of Xanthomonas campestris pv. manihotis n.
1182 (Xc1182), pv. campestris n. 1866 (Xc1866), pv. mangiferaindicae n. 1230
(Xc1230) and pv. pruni n. 2414 (Xc2414) were applied.The whey used in the
experiment was not supplemented and the bacterial inoculum was produced in a
lactose-based medium, which differentiates the present study from the vast majority
of published studies that used whey to produce xanthan gum. The xanthan gums
produced (XGs) were analyzed for the mass obtained and were characterized by
color, rheological behavior and near infrared spectral profile (NIR) using a standard
xanthan gum as the control. The highest xanthan gum production was 7.89 g.L™" in
DW for Xc1230 strain. The lowest production was 3.65 g.L™* in SW for Xc1866 strain.
In DW there was no significant difference in the production amount of xanthan gum
between the strains. In SW the production of xanthan gum was significantly higher for
strains Xc1182 and Xc1230. The amount of xanthan gum produced by Xc2414 was
significantly higher in DW (6.08 g.L™) than in SW (4.09 g.L™). The culture medium
influenced the color analysis results, and the XGs produced in the DW presented
greater similarity to the color of the standard gum. In the rheological analysis, the
XGs showed pseudoplastic fluid behavior. However, there was no difference
between strains or between culture media tested. An equivalence of the NIR spectra
of the experimental samples was observed between the culture media tested,
although both showed differences from the standard sample. The differences
observed suggest the need for a purification step with the experimental samples. The
results indicate an advantage of the use of deproteinized whey, related to the color of
the biopolymer obtained. The study generated useful knowledge applicable to the
development of improved methods for the obtention and characterization of xanthan
gum from whey.

Keywords: Fermentation;Xanthomonascampestris; thickener; rheology; NIR
spectroscopy; colorimetry.
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1 INTRODUCAO

Os polissacarideos despertam interesse em diversas areas do conhecimento
devido as suas caracteristicas estruturais, propriedades reoldgicas e aplicabilidade
nas industrias de alimentos, farmacéutica, petrolifera, téxtil e agricola (DIAZ
VENDRUSCOLO; J. VENDRUSCOLO, 2004; PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011,
GOSWAMI; NAIK, 2014). Apresentam grande importancia na industria de alimentos
onde sdo utilizados como espessantes, emulsificantes e estabilizantes nos mais
diversos produtos.

A goma xantana € um exopolissacarideo sintetizado por bactérias do género
Xanthomonas que se destaca como um dos mais importantes polissacarideos de
origem bacteriana produzidos em escala industrial (PETRI, 2015). Sua biossintese
requer essencialmente carbono, nitrogénio e fosforo (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
No processo de producao industrial o substrato utilizado € um dos fatores que
impacta significativamente no custo de obtencdo da goma xantana (FREITAS;
ALVES; REIS, 2011; KRANDENBURG et al., 1999; YOO; HARCUM, 1999). Esse
fato estimula o desenvolvimento de pesquisas que tenham como objetivo avaliar
fontes alternativas de substratos visando a diminuicdo do custo de producéo a partir
do aproveitamento de residuos agroindustriais (BRANDAO et al., 2008; MENEZES
et al., 2012; REIS et al., 2010; SAVVIDES; SIFAS; HATZINIKOLAOU, 2016).

A agroindustria brasileira gera grandes quantidades de residuos e
subprodutos que podem ser aproveitados como fontes alternativas de substratos em
bioprocessos para obtencdo de goma xantana. O soro de leite, especialmente no
estado de Minas Gerais, destaca-se como um importante subproduto da indUstria de
lacteos que pode ser empregado nos processos de biossintese de polimeros
bacterianos (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012).

Diversos estudos vém sendo realizados a fim de avaliar e aprimorar a
sintese de goma xantana utilizando o soro de leite como substrato alternativo.
Entretanto, a composi¢édo do meio de cultivo utilizado pode interferir na qualidade da
goma xantana obtida, a qual pode apresentar variacbes especialmente no
rendimento, na cor e na pureza. Além disso, a quantidade e a qualidade da goma
xantana também pode variar em virtude da estirpe bacteriana utilizada
(GUTIERREZ; ALEGRE, 2015; NIKNEZHAD et al., 2015; SAVVIDES et al., 2012;
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HSU, 2011; SILVA et al.,, 2009; MESOMO et al.,, 2009; NERY et al., 2008;
NITSCHKE; RODRIGUES; SCHINATTO, 2001).

Desse modo, a realizacdo de pesquisas para avaliar a producdo de goma
xantana e a selecdo de estirpes bacterianas capazes de sintetizar esse polimero a
partir de soro de leite permite ampliar os conhecimentos nessa éarea da
biotecnologia. Adicionalmente a formulagéo e o tratamento prévio do meio de cultura
auxiliam na obtencdo de um produto que atenda aos padrdes de qualidade. A
aguisicdo desses conhecimentos possibilitara aprimorar 0 processo produtivo da
goma xantana com uma consequente melhora nas caracteristicas do biopolimero
obtido. Nesse contexto, 0 presente estudo se propds a contribuir com a geracao de
conhecimentos na éarea de bioprocessos ao testar estirpes de Xanthomonas
campestris quanto a sua capacidade de sintetizar goma xantana utilizando como
substrato soro de leite submetido a diferentes tratamentos e ao avaliar a qualidade

das mesmas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Produzir e caracterizar gomas xantana a partir de estirpes de Xantomonas

campestris utilizando dois meios de cultivo a base de soro de leite.

2.2 ESPECIFICOS

> Produzir e quantificar as gomas xantana sintetizadas por quatro estirpes de
Xanthomonas campestris em meio de cultivo a base de soro de leite;

> Comparar a produtividade da goma xantana obtida a partir de dois meios de
cultivo & base de soro de leite;

> Caracterizar as gomas xantana produzidas quanto ao perfil colorimétrico;

A\

Avaliar o perfil espectral no infravermelho proximo (NIR) das gomas xantana;

> Determinar as propriedades reoldgicas das gomas xantana produzidas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros séo estruturas quimicas poliméricas constituidas por
unidades repetidas de mon6meros que sdo produzidas por todos os organismos
vivos. Dentre os principais exemplos de biopolimeros podem ser citados os
nucleotideos que formam o acido desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico
(RNA), os aminoacidos que formam as proteinas e os monossacarideos que formam
os polimeros de carboidratos ou polissacarideos (KUMAR et al., 2007; VERT et al.,
2012; WILEY, 2000,).

Em termos de composi¢cdo quimica os polissacarideos sdo formados por
diversos residuos de acucares simples (monossacarideos) unidos uns aos outros
por ligacdes glicosidicas (IZYDORCZYK; CUI; WANG, 2005).

Os polissacarideos consistem em um importante grupo de biopolimeros que
podem ser obtidos de plantas, sementes, algas, bactérias, fungos e animais e
destacam-se por suas propriedades estruturais e caracteristicas de grande interesse
tecnologico e comercial devido a sua vasta aplicabilidade em inUmeros produtos e
processos industriais. Em virtude de suas propriedades estabilizantes,
emulsificantes, espessantes e gelificantes recebem, muitas vezes, a denominacéo
de hidrocolbéides ou gomas (DONOT et al., 2012; IZYDORCZYK; CUl; WANG, 2005;
TIRREL; A. TIRREL, 1996).

Por definicAo gomas sdo moléculas de alto peso molecular que apresentam
caracteristicas hidrofilicas ou hidrofoébicas, com propriedades coloidais e capacidade
de aumentar a viscosidade de soluc¢des ou produzir géis na presenca de solventes
compativeis (DOSSIE gomas, 2015; GOSWAMI; NAIK, 2014).

O mercado global de polissacarideos de interesse industrial ainda é
dominado pelos biopolimeros extraidos a partir de fontes vegetais. Entretanto, o
interesse por produtos sintetizados por microrganismos vem aumentando
significativamente (FREITAS; ALVES; REIS, 2011; NWODO; GREEN; OKOH, 2012).

Na Tabela 1 estdo relacionados alguns dos principais exemplos de gomas

naturais utilizadas como aditivos na industria de alimentos.
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Tabela 1 — Exemplos de biopolimeros com estrutura quimica composta por
polissacarideos

Fonte Biopolimero Espécie produtora
Exsudatos de plantas Goma arabica ou acéacia Acacia senegal
terrestres Goma karaya Sterculia urens
Goma adraganta Astragalus gummifer e outras espécies

de leguminosas asiaticas

Endosperma de sementes  Goma locusta, jatai ou LGB Ceratonia siliqua

Goma guar Cyamopsis tetragonolobus
Goma tara Cesalpia spinosa
Extrato de plantas Alginato Algas marrons (ex.: Laminaria digitata ou
marinhas Macrosystis puryfera)
Agar Algas vermelhas (ex.: Gracilariaceae e
Gelidium)
Carragena Algas vermelhas (ex.: Chondrus crispus e
Gigantia mamillosa
Produto de bioprocessos Goma xantana Xanthomonas campestris
mediados por Gelana Pseudomonas elodea
microrganismos Curdulana Alcaligenes fecalis
Dextrana Leuconostoc mesenteroides
Modifica¢@o quimica de Pectinas Cascas de diversas espécies de frutos
produtos vegetais citricos, maca, entre outros.
(hidrocoldides) Gomas celul6sicas Celulose

Fonte: AS grandes gomas (2011); DOSSIE gomas (2015); GOSWAMI e NAIK (2014).

Embora ainda ndo sejam os mais utilizados, os polissacarideos obtidos a
partir de microrganismos apresentam vantagens em relacdo aos de origem vegetal,
uma vez gque sua producdo requer um espaco fisico menor e ndo esta susceptivel as
condi¢cBes de plantio e cultivo vegetal. Além disso, possuem maior uniformidade em
suas propriedades fisico-quimicas, as quais podem ser modificadas e aprimoradas
por meio do controle de parametros no processo produtivo, dentre os quais estao o
pH, temperatura, aeracdo e a composicdo do meio de producdo (LUVIELMO;
SCAMPARINI, 2009; MARCOTTE; TAHERIAN; HAMASWAMY, 2001; REIS et al.,
2010).

Os biopolimeros produzidos por microrganismos sao classificados em
polissacarideos de superficie ou membrana (LPS), polissacarideos capsulares
(CPS) e exopolissacarideos (EPS) em funcdo das caracteristicas de sintese e
distribuicdo na estrutura celular (BECKER, 2015; DONOT et al., 2012; SCHMID;
SIEBER; REHM, 2015). Os EPS sé&o sintetizados e secretados para o ambiente
externo da célula bacteriana, podendo ser recuperados de maneira eficiente a partir

do meio de cultivo fermentativo. Em termos de fungéo biolégica, os EPS atuam em
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varios mecanismos como, por exemplo, resposta imune, adesado, infeccao,
resisténcia a desidratacdo e transducédo de sinais (BAZAKA et al., 2011).

Por definicdo, os EPS sdo polimeros de monossacarideos de alto peso
molecular. Sua biossintese, composi¢do, estrutura quimica e propriedades
funcionais tém sido amplamente estudadas. Apesar disso, existem poucos EPS
explorados comercialmente como é o caso da dextrana, da gelana, da curdulana e
da goma xantana (KRANENBURG et al., 1999; KUMAR et al., 2007; VIJAYENDRA e
SHAMALA, 2013). Do ponto de vista econémico e de volume de producédo, a goma
xantana destaca-se como o0 polissacarideo bacteriano de maior importancia
comercial (MORRIS, 2006; PETRI, 2015).

3.2 GOMA XANTANA

A goma xantana é um heteroexopolissacarideo secretado por bactérias
fitopatogénicas do género Xanthomonas. Apresenta carater acido e é constituida de
unidades de repeticdo formadas por pentassacarideos. As propriedades reolégicas,
gue permitem a formacdo de soluc¢des viscosas mesmo em baixas concentracdes
(0,05-1,0%), o comportamento pseudoplastico, a resisténcia a degradacéo
enzimatica e a estabilidade em uma ampla faixa de temperatura, pH e concentracéo
de sais, fazem desse biopolimero um dos mais importantes polissacarideos de
origem microbiana utilizados no mundo (FARIA et al., 2011; HUBLIK, 2012). Possui
a capacidade de interagir com outros polimeros promovendo alteracbes nas
propriedades da mistura, como, por exemplo, 0 aumento na viscosidade, formacao
de géis fortes e alteracdo no balanco das cargas (SWORN, 2011). Além disso, seu
custo de producdo € inferior ao dos polimeros sintéticos, ndo é toxico e é
biodegradavel (HUBLIK, 2012; PETRI, 2015; RAO; BHARATI; AKILA, 2014).

Em termos de areas de aplicacdo, seu mercado global abrange o ramo de
petréleo e gas, alimentos e bebidas, produtos farmacéuticos, cosméticos, quimicos,
téxtil, agropecuarios e outros. A industria de exploracdo de petréleo e o setor de
alimentos e bebidas sédo os que contribuem de maneira mais significativa para a
constante expansdo da demanda mundial da goma xantana (BECKER et al., 1998;
SYNDICATE market research, 2016). No ano de 2015, a industria de alimentos e
bebidas foi um dos segmentos que mais impactaram no consumo mundial de goma

xantana (ZION market research, 2016). De acordo com um estudo conduzido pela
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Grand View Research, o mercado mundial da goma xantana esta em constante
expansdo, com uma previsdo de rendimento em torno de 987,7 milhdes de ddlares
americanos em 2020 (RONCEVIC et al., 2016). O uso desse biopolimero ja esta
consolidado em inimeros produtos e processos em diferentes segmentos industriais
ao redor do mundo (CASAS; SANTOS:; GRACIA-OCHOA, 2000; ZION MARKET
RESEARCH, 2016).

No que se refere a regulamentacao internacional para o uso desta substancia
em alimentos a goma xantana estéd catalogada no International Numbering System
for Food Additives sob o niumero INS 415 e é classificada como agente estabilizante,
espumante, espessante e emulsificante (FAO/WHO..., 2016). Seu uso foi aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) em 1969. Em 1980, foi aprovado também
na Europa pelo Scientific Committee on Food (SCF) e adicionado a lista de
emulsificantes e estabilizantes sob o cédigo E-415 (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
Em 1986 o Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives — JECFA (Comité
da Organizacdo Mundial de Saude de Especialistas na area de Aditivos Alimentares)
alterou o requisito da ingestao diaria aceitavel (ADI) para “ndo especificado”, ou seja,
sem uma quantidade limite, confirmando a seguranca desse aditivo alimentar.
(DOSSIE estabilizantes, 2016; FAO/WHO expert committee on food additives, 2016;
HUBLIK, 2012).

No Brasil o uso da goma xantana em alimentos é regulamentado pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n. 45, de 03 de novembro de 2010, que
dispbe sobre aditivos alimentares autorizados para uso segundo as Boas Préticas de
Fabricacéo (BPF). As quantidades permitidas variam de acordo com as normas BPF
de cada tipo de alimentos (BRASIL, 2010). Considerando as recomendacdes da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sobre a importancia das denominacdes
comuns para as substancias farmacéuticas e as regras de nomenclatura e de
traducdo para farmacos ou medicamentos foi aprovada a Resolucdo da Diretoria
Colegiada RDC n. 61, de 21 de setembro de 2007 que incluiu a goma xantana na
lista das Denominacdes Comuns Brasileiras (DCB) de 2006. Conforme esta
resolugdo a goma xantana recebeu o numero DCB 9628; Nome aprovado: goma
xantana. CAS 11138-66-2; Classificagédo da substancia: adjuvante (BRASIL, 2007).
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3.2.1 Bactérias produtoras de goma xantana

O género Xanthomonas pertence a familia Xanthomonadaceae, e esta
inserida na subdivisdo Gamma do filo Proteobacteria. Constitui um importante grupo
de bactérias fitopatogénicas (BUTTNER; BONAS, 2010; EUZEBY, 2016).

O género Xanthomonas esta dividido em 29 espécies e seis subespécies, as
quais podem estar divididas em distintos patovares (EUZEBY, 2016; RYAN et al.,
2011). Patovar é a designacdo dada a uma estirpe ou a um grupo de estirpes
bacterianas que apresentam caracteristicas muito similares. A classificacdo em
patovares permite diferenciar as subespécies do género Xanthomonas em funcéo de
suas caracteristicas de patogenicidade e colonizacdo do hospedeiro (GIBLOT-
DUCRAY et al.,, 2009; PARKINSON et al., 2007; SADDLER; BRADBURY, 2015;
YOUNG et al., 2001). Por exemplo, X. axonopodis pv. passiflorae causa doencas no
maracuja, X. axonopodis pv. citri em plantas citricas e X. campestris pv. campestris &
responsavel pela podriddo negra nas cruciferas (EUZEBY, 2016; TONIN, 2012).

O termo Xanthomonas deriva do grego xanthos que significa amarelo e
monas que significa entidade (RYAN et al., 2011). No crescimento em meio sélido
esse grupo de bactérias apresenta colbnias geralmente amarelas, lisas, brilhantes e
mucoides (BRADBURY, 1984). A cor amarela é devido a presenga do pigmento
"xanthomonadina" e a consisténcia viscosa das colonias é resultado da excrecao do
EPS conhecido como goma xantana (RAMEZANI et al., 2013; SADDLER;
BRADBURY, 2015). Todas as espécies fitopatogénicas de bactérias do género
Xanthomonas sdo capazes de sintetizar a goma xantana. A principal funcéo
bioldgica desse EPS é promover a adesdo celular e proteger a célula bacteriana
contra a desidratacao (BECKER, 2015; BECKER et al., 1998; DONOT et al., 2012).

As bactérias do género Xanthomonas sao bacilos gram-negativos curtos,
retos, isolados ou em pares (Figura 1), e medem entre 0,4 a 0,7 um de largura e 0,8
a 2 pm de comprimento. S&o moveis e possuem um Unico flagelo com
aproximadamente 1,7 a 3,0 um de comprimento (SADDLER; BRADBURY, 2015).



19

Figura 1 — Fotomicrografia de células de Xanthomonas campestris

Sem escala

Fonte: MOSER (2014).

Em termos bioquimicos, estas bactérias apresentam resultados positivos
para o teste da catalase e podem produzir gas sulfidrico (H,S). Sdo negativas para
urease, oxidase, nitrato-redutase, indol e acetoina. Seu crescimento € inibido por
cloreto de sodio (NaCl) a 6% p/v e glicose a 30% p/v (SADDLER; BRADBURY,
2015). Além disso, hidrolisam proteina, celulose, pectina, amido e Tween 80
(SHARMA; GAUTAM; WADHAWAN, 2014). Sdo capazes de utilizar carboidratos e
acidos organicos como Uunica fonte de carbono, e apresentam metabolismo
respiratorio estritamente aerobico. As bactérias deste género necessitam
basicamente de uma fonte de carboidrato (preferencialmente glicose), de uma fonte
de nitrogénio, de minerais e de amino acidos como o glutamato ou a metionina. A
temperatura 6tima de crescimento esta entre 20 a 30 °C, com um minimo de 4 °C e
maximo de 39 °C. (SADDLER; BRADBURY, 2015). O pH ideal de crescimento esta
na faixa de 6,5 a 7,5 e em pH abaixo de 4,5 ocorre inibicdo do crescimento
(SWINGS; CIVEROLO, 1993).

Entre as espécies do género Xanthomonas, X. campestris € a mais estudada
e utilizada na producdo de goma xantana (SHERLEY; PRIYADHARSHINI, 2015). A
goma xantana comercial é obtida a partir de estirpes de Xanthomonas campestris
pv. campestris, em especial a NRRL B-1459 (HUBLIK, 2012). Entretanto outras
espécies e patovares incluindo X. pelargonii; X. citri pv. citri; X. campestris pv.
mangiferaeindicae, X. campestris pv. juglandis, X. campestris pv. pruni, X.
axonopodis pv. manihotis, X. melonis, e X. arboricola pv. pruni, foram estudadas e

utilizadas para a producdo desse biopolimero em escala laboratorial (BORGES et
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al., 2009; LOPES et al., 2015; NIKNEZHAD et al., 2016; RAMEZANI et al., 2013;
ROTTAVA et al., 2009).

3.2.2 Estrutura quimica da goma xantana

A goma xantana é classificada como um heteroexopolissacarideo bacteriano
ramificado, anionico, de carater acido, produzido por fermentacdo, empregando
bactérias da espécie Xanthomonas campestris (BRANDAO et al., 2008).

Como pode ser observado na Figura 2, a molécula de goma xantana
apresenta uma estrutura priméria formada por uma cadeia principal composta por
duas unidades de D-glicose com ligagao B-1,4 e uma cadeia lateral contendo duas
unidades de manose separadas por um &cido glucurbnico. A proporcdo molar
desses compostos € de 2:2:1 respectivamente (HARDING et al., 1993; JANSSON;
KENNE; LINDBERG, 1975; VORHOLTER et al.,, 2008). A D-manose terminal
apresenta um residuo de acido piravico ligado nas posicdes 4 e 6 e na D-manose
nao terminal observa-se um grupo acetil na posicédo 6 (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
SUTHERLAND, 1982).

Figura 2 — Estrutura quimica primaria da goma xantana.

CH,OH CH,OH
O O Cadeia principal:
o) - D-glicose
H Ligacdes 1,4
OH OH
L —n

Il
CH,OCCH;3 O
20 3

D-manose-acetil-éster

HO\OH

COOM*

o) O

Acido glucurénico

OH

COOM* O CH,
\ / o 0
/C OH
CH, \O OHHO D-manose-piruvato

M*=Na*, K*, 1/2 Ca®*
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Fonte: HUBLICK (2012).
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Seu peso molecular esta na faixa de 500 a 2000 quilodaltons (kDa) (DEY et
al., 2014; DONOT et al., 2012; SWORN, 2011). Devido a sua estrutura quimica
possui a capacidade de interagir com cations como sodio (Na*), potassio (K*) e
célcio (Ca*?), alterando o equilibrio das cargas em uma solucdo (KLAIC et al., 2016).
Os grupos piruvato e acido glucurénico também influenciam nas interacfes da
molécula de goma xantana com diversos solventes conferindo a ela interessantes
caracteristicas reologicas (ROY et al., 2014). Além disso, o estado conformacional
da molécula tem um papel fundamental na estabilidade e aplicacdo tecnologica das
solugcbes formadas por esse biopolimero (DARIO et al., 2011; RENAUD;
BELGACEM; RINAUDO, 2005).

3.2.3 Principais usos e aplicacdes da goma xantana

As caracteristicas fisico-quimicas da goma xantana tornam este biopolimero
um produto com diversas aplicacbes na industria incluindo o aumento da
viscosidade de solucdes, a capacidade de formacédo de filmes e o encapsulamento
de medicamentos (FARIA et al., 2011; ROSALAM; ENGLAND, 2006).

A RDC n. 45/2010 da ANVISA estabelece limites maximos para o uso desse
ingrediente em alimentos apenas para massas alimenticias. As quantidades
utilizadas ndo podem ser superiores a um grama de goma xantana por 100 gramas
de produto. Estabelece ainda que, assim como os demais aditivos autorizados por
essa resolucdo, somente podera ser utilizada nas categorias de alimentos e nas
funcdes permitidas nos Regulamentos Técnicos MERCOSUL especificos e seguindo
as BPFs (BRASIL, 2010).

Em alimentos, a goma xantana € utilizada principalmente como espessante e
estabilizante de emulsdes e suspensdes. Particularmente na industria de alimentos é
empregada para promover o aumento da viscosidade de solu¢des aquosas, € como
agente dispersante, emulsificante, modificador reolégico e aditivo alimentar.
Também é usada em varias aplicacdes quimicas, tais como: adesivos, esmaltes
ceramicos, fluidos de perfuracdo, compostos de fundicdo, tintas e revestimentos,
pesticidas, emulsdes de latex e téxteis (DOSSIE espessantes, 2016; RAMASAMY et
al., 2011; ZION market research, 2016). Na Tabela 2 estdo descritos alguns

produtos e processos nos quais a goma xantana € aplicada.
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Tabela 2 — Uso de goma xantana em diferentes segmentos industriais de acordo
com a propriedade tecnoldgica e a quantidade permitida.

Segmento Produto Propriedade tecnoldgica Quan.t[dade
permitida
Sopas creme Espessante g.s.
Xaropes e coberturas para Espessante g.s.
sorvetes e sobremesas
. Leite de coco Espessante g.s.
Alimentos e .
. Geleias de frutas com teores Espessante g.s.
bebidas : . .
reduzidos de ingredientes
Bebidas prontas a base de frutas Estabilizante 0,2 g/100 mL
Péaes Espessante/emulsionante g.s.
(substituto do glaten)
- Medicamentos  liquidos como Agente suspensor n.a.
Farmacéutico o
antibiéticos e xaropes
Herbicidas Estabilizante de suspensdes n.a.
Agricultura Pesticidas
9 Fertilizantes
Fungicidas
Exploracéo Fluidos perfurantes* Espessante n.a.
de petréleo

g.s. — quantum satis. Segundo a RDC 45/2010 da ANVISA (BRASIL, 2010) os aditivos cujas
guantidades apresentam a especificacdo g.s. poderdo ser utilizados na quantidade necesséaria para
obtencéo de efeito tecnoldgico esperado.

n.a. — ndo se aplica.

* - fluido altamente viscoso utilizado para retirada de detritos de escavagédo e para lubrificagdo e
resfriamento das sondas de perfuracdo de pogos de petréleo e gés.

Fonte: O autor (2016).

3.2.4 Bioprocesso para obtencdo de goma xantana

Os bioprocessos sdo mecanismos biolégicos através dos quais organismos
vivos ou seus metabdlitos (enzimas, por exemplo) sdo utilizados para converter um
substrato em um produto. Esses substratos podem ser provenientes de plantas,
animais ou microrganismos. Muitos produtos alimenticios, quimicos e farmacéuticos
sdo obtidos a partir de bioprocessos. Exemplos desses produtos sdo produtos de
panificacdo e bebidas fermentadas, o alcool e antibidticos (DORAN, 1995).

A producdo da goma xantana pode ser considerada um exemplo classico de
bioprocesso no qual as bactérias do género Xanthomonas convertem, por meio de
um processo fermentativo, um substrato (glicose) em um produto (goma xantana). O
processo fermentativo envolve o cultivo controlado de estirpes selecionadas de
microrganismos ou células vivas em um meio de cultivo que contenha os nutrientes
necessarios ao metabolismo celular. Ocorre entdo o consumo dos nutrientes
disponiveis no meio de cultivo e a formagédo de produtos (metabdlitos) de interesse

que podem ser anticorpos, proteinas ou biopolimeros, como a goma xantana. A
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eficiéncia desse processo depende do controle adequado dos fatores de produgéo a
fim de garantir a qualidade do produto final (McNEIL et al., 2013).

3.24.1 Fatores de producéo

Os fatores de producdo devem ser bem estabelecidos e adequadamente
controlados com o objetivo de garantir as caracteristicas do polimero sintetizado e
alcancar volumes de producdo desejaveis. A composi¢cao, estrutura, biossintese e
propriedades funcionais da goma xantana podem variar dependendo da estirpe, do
substrato e das condi¢cées de producdo empregadas (MENEZES et al., 2012). Os
fatores que influenciam diretamente nesse bioprocesso envolvem a estirpe
bacteriana empregada, o modo de operacao do reator (continuo ou em batelada), a
composicdo quimica, os parametros de temperatura, pH e oxigenag¢do do meio de
fermentacdo, bem como o solvente utilizado na recuperacdo da goma (BORGES;
VENDRUSCOLO, 2008; GARCIA-OCHOA et al., 2000; LOPES et al., 2015).

O bioprocesso de obtencdo da goma xantana (Figura 3) € composto por
distintas etapas que abrangem a preparagcdo do inéculo, fermentacéo,
pasteurizacdo, remocdo das células, recuperacdo por precipitacdo, separacao,
secagem e moagem da goma (GARCIA-OCHOA et al., 2000; PALANIRAJ;
JAYARAMAN, 2011).

Um dos fatores que influencia de maneira mais significativa as
caracteristicas fisico-quimicas do polimero sintetizado € a estirpe de Xanthomonas
empregada. A goma podera apresentar diferentes propor¢cbes de unidades
monossacaridicas e de grupos acetato e piruvato, dependendo da estirpe
empregada no processo. Essa variacdo na composicdo quimica ird influenciar nas
ligacdes intra e intermoleculares alterando assim as propriedades reoldgicas da
goma xantana (BECKER, 2015; BECKER et al., 1998; GARCIA-OCHOA et al., 2000;
IELPI; COUSO; DANKERT, 1993).

A fim de avaliar as caracteristicas da goma xantana produzida por diferentes
estirpes de Xanthomonas, Rottava e colaboradores (2009) testaram dez estirpes
quanto a produtividade e propriedades reoldgicas. O meio de cultivo utilizado era
composto (em g/L) por 2,5 de NH4H,POy4; 5,0 de K;HPO,4; 0,006 de H3BO3; 2,0 de
(NH4)2S0,4; 0,0024 de FeCls; 0,002 de CacCl,2H,0; 0,002 de ZnSO4 e 50,0 de

sacarose. Foi observado que as estirpes que apresentaram maior producdo de
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goma xantana foram as estirpes Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae
1230 (8,93 g/L), X. campestris pv. campestris 254 (9,49 g/L) e X. campestris pv.
campestris 1078 (9,67 g/L), sendo que a estirpe Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae 1230 foi a que apresentou valores mais elevados de viscosidade

aparente, seguida pela estirpe X. axonopodis pv. manihotis 1182.

Figura 3 — Etapas do bioprocesso para producao de goma xantana
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Outro requisito do processo fermentativo € o modo de operagédo do reator
empregado no processo. Na producgéo industrial da goma xantana s&o utilizados
diferentes tipos de reatores que podem operar de modo continuo ou em batelada
(ROSALAN; ENGLAND, 2006; VUYST; LOO; VANDAMME, 1987). No modo
continuo o meio de cultura é constantemente renovado no reator, permitindo a
manutencdo das condigcbes nutricionais e de processamento e a producao
ininterrupta de goma xantana. O risco de contaminacdo do sistema é o ponto critico
nesse modo de operacdo. Na producdo em batelada é utilizado um sistema fechado
no qual as condi¢cbes sédo controladas, mas ndo ocorre a troca do meio de cultivo.
Nesse sistema 0 aumento da viscosidade a longo do processo pode interferir na
oxigenacao e na disponibilidade de nutrientes para as células. Além disso, o volume
de producédo é limitado pelo tamanho do reator utilizado. De maneira geral o modo
de producdo em batelada é o mais amplamente utilizado na industria (BECKER et
al., 1998; ROSALAN; ENGLAND, 2006; SEVIOUR et al., 2011; SHERLEY,;
PRIYADHARSHINI, 2015; VUYST; LOO; VANDAMME, 1987).

A composicdo do meio de cultura é um fator que podera influenciar na
estrutura molecular da goma xantana e no rendimento do processo produtivo
(ROSALAM; ENGLAND, 2006). Em termos nutricionais a célula bacteriana necessita
de uma fonte de carbono, de nitrogénio e de micronutrientes como fosfato, potassio,
magneésio, ferro e célcio para sintetizar a goma xantana (HUBLIK, 2012; KHOSRAVI-
DARANI et al., 2009; LOPES et al., 2015). A biossintese da goma xantana é
favorecida e regulada pela relacdo entre os niveis de carbono e nitrogénio no meio
de cultivo (FREITAS; ALVES; REIS, 2011). Diversos estudos demonstraram que a
relacdo entre os teores de carbono e nitrogénio tem mais influéncia na producéo de
goma xantana do que os teores de cada uma desses compostos de isoladamente,
uma vez que a proporcdo C/N durante a fase de producéo deve ser menor do que
na fase de crescimento (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SOUW; DEMAIN, 1979). O
tipo do carboidrato utilizado como fonte de carbono também deve ser levado em
consideracdo uma vez que demanda a sintese de enzimas e a ativagdo de vias
catabdlicas especificas. Com relagcdo ao rendimento, a sacarose, a maltose e o
amido soluvel sdo as fontes de carbono que apresentam melhores resultados
(LEELA; SHARMA, 2000).

Para a maioria das bactérias produtoras de EPS a temperatura 6tima de

crescimento e producédo de goma xantana esta entre 28 e 30 °C (GIAVASIS, 2013).
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Os resultados de pesquisas realizadas a fim de avaliar os efeitos da variavel
temperatura na produgdo de goma xantana indicam que a temperatura de 28 °C é a
mais adequada (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; GARCIA-OCHOA et al., 2000;
GOMASHE; DHARMIK; FUKE, 2013; PSOMAS; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES;
KYRIAKIDIS, 2007).

Existe um consenso entre os autores que niveis de pH em torno de 7,0 sédo
0s mais adequados tanto para o desenvolvimento celular quanto para o metabolismo
bacteriano (BARUA et al., 2016; LOPES et al., 2015). Os resultados dos estudos
realizados nessa area permitem concluir que niveis de pH na faixa de 6 a 8 sédo os
ideais para obtencdo da goma xantana. Em valores de pH abaixo de 5,0 a excre¢ao
da goma xantana € drasticamente reduzida (CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA,
2000; ESGALHADO; ROSEIRO; COLLACO, 1995; GUMUS et al., 2010; SHERLEY;
PRIYADHARSHINI, 2015).

Uma vez que a producdo da goma xantana € um processo estritamente
aerobico, é fundamental que os niveis de oxigénio do meio de cultura sejam
adequados para garantir a eficiéncia da fermentacdo (DONOT et al, 2012; FREITAS;
ALVES; REIS, 2011). O aumento da viscosidade devido a producdo de goma
xantana ao longo do processo produtivo interfere na disponibilidade do oxigénio
sendo, portanto, desejavel o uso de sistemas que permitam a aeracao e/ou agitacao
do meio de cultivo (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; GARCIA-OCHOA et al.,
2000; KHOSRAVI-DARANI et al., 2011; PSOMAS; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES;
KYRIAKIDIS., 2007; SEVIOUR et al., 2010).

Em relacéo ao tempo do processo fermentativo, estudos demonstraram que
a producdo de goma xantana, assim como as quantidades de acetil e piruvil e 0
peso molecular aumentam ao longo do tempo de producdo. Em geral, sdo utilizados
processos entre 72 e 120 horas ndo havendo um consenso entre 0s autores em
relacdo a qual o melhor tempo de fermentacdo, em virtude da influéncia dos demais
fatores de producao (CASAS; SANTOS; GRACIA-OCHOA, 2000; NERY et al., 2008;
PSOMAS; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES; KYRIAKIDIS, 2007; SHU; YANG, 1990;
TAIT; SUTHERLAND; CLARKE-STURMAN, 1986). Borges et al. (2008) encontraram
uma diferencga significativa para a producéo de goma xantana entre 54 e 66 horas de
fermentacdo. De acordo com a maioria dos autores a manutengdo do processo
fermentativo esta diretamente relacionada ao crescimento celular e a quantidade de

substrato disponivel (GILANI et al., 2011). A partir do momento em que 0
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crescimento celular comeca a reduzir e ocorre a exaustdo do substrato disponivel o
processo de biossintese reduz drasticamente (LETISSE et al., 2001; SEVIOUR et
al., 2011)

Embora a producdo da goma xantana seja um processo industrial ja
estabelecido, a crescente demanda do mercado de goma xantana tem estimulado a
pesquisa de novas linhagens que apresentem um maior potencial produtivo (AS
grandes gomas, 2011). Os principais desafios incluem o aprimoramento do uso de
substratos alternativos com rendimento, custo e qualidade satisfatérios, a adequada
remocdo das células microbianas (purificacdo), o reaproveitamento do solvente e,
até, alteracbes na estrutura do biopolimero, visando um aprimoramento de suas
propriedades.

O meio de -cultura empregado como substrato corresponde a
aproximadamente 30% do custo total de produgéo da goma xantana. Deste modo, a
adequacao da composicdo desse meio, principalmente em relacdo a concentracéo e
fonte de carbono contribui para a reducéo dos custos de producdo. Além disso, um
meio adequadamente formulado conduzira & obtencdo de uma goma xantana de
melhor qualidade (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; CASAS; SANTOS; GARCOA-
OCHOA, 2000; GARCIA-OCHOA et al., 1998; KHOSRAVI-DARANI et al., 2011).

3.2.5 Substratos tradicionais e alternativos

A glicose, a sacarose e o amido sdo 0s substratos convencionais utilizados
como fontes de carbono preferenciais para a produgéo de biopolimeros na industria.
O processo produtivo a partir dessas fontes de carbono ja estd bem estabelecido.
Contudo, diversos subprodutos e matérias primas da industria de alimentos e/ou da
agroindustria tém sido empregados para obtencdo de bioprodutos em virtude da
disponibilidade e baixo custo. Os residuos da industria de soja, o soro de leite, a
agua de maceracao de milho, o xarope de milho, a levedo de destilaria entre outros
sdo exemplos de fontes alternativas de nutrientes para a producdo de biopolimeros
(NITSCHKE; RODRIGUES; SCHINATTO, 2001; PELIZER; PONTIERI; MORAES,
2007).

A utilizacdo de residuos agroindustriais torna-se economicamente importante

devido a possibilidade de redug¢do dos custos nos processos industriais, como no
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caso da produgdo da goma xantana, e também auxilia na redugdo do impacto
ambiental gerado pelo descarte desses residuos no ambiente (LOPES et al., 2015).

Segundo a Empresa de Pesquisa Energética (EPE), vinculada ao Ministério
das Minas e Energias, a producéo agricola no Brasil teve um crescimento de 54%
entre os anos de 2005 e 2010 e consequentemente houve um aumento na producéo
dos residuos agricolas, que em 2010 era estimado em 250 milhdes de toneladas
(EPE, 2014).

A obtencdo de goma xantana a partir de fontes alternativas tem sido
extensivamente estudada com o intuito de diminuir os custos da producdo desse
polimero, permitindo assim, o aproveitamento de residuos agroindustriais como
fontes de carbono economicamente interessantes (NIKNEZHAD et al., 2015). Nesse
contexto o soro de leite (SL) destaca-se como um residuo agroindustrial de grande
importancia uma vez que representa 85-95% do volume do leite utilizado na industria
de lacteos e apresenta uma demanda biolégica de oxigénio (DBO) entre 27-60
kg/m®. A elevada DBO desse produto esta diretamente relacionada aos niveis de
lactose (39-60 kg/m®) presentes no SL. O descarte inadequado desse residuo no
meio ambiente gera sérios prejuizos ecolégicos (NIKNEZHAD et al., 2015;
PRAZERES; CARVALHO, RIVAS, 2012; SAVVIDES; KATSIFAS; HATZINIKOLAOU,
2012). A utilizagdo do SL como fonte de carbono pode ser uma interessante
alternativa para reducdo dos custos de producdo da goma xantana e reducédo do
impacto ambiental causado pelo descarte desse residuo no meio ambiente
(CHATTERJEE; GUHA, 2014; NERY et al., 2008).

3.251 Soro de leite

Segundo o Decreto n° 1.812, de 8 de fevereiro de 1996, da Presidéncia da
Republica, entende-se como "soro de leite" o liquido residual obtido a partir da
coagulacao do leite, destinado a fabricacdo de queijos e caseina (BRASIL, 1996). O
SL apresenta coloracdo verde-amarelado e contém 55% dos nutrientes do leite,
incluindo a lactose, proteinas solluveis, lipideos e sais minerais (NITSCHKE;
RODRIGUES; SCHINATTO, 2001). O SL pode ser classificado como soro doce ou
soro acido dependendo do modo como a caseina € precipitada. Se a precipitacdo for
realizada através de coagulacdo enzimética com renina obtém-se o soro doce.

Quando sdao utilizadas substancias acidas no processo de coagulacdo como o acido
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latico, por exemplo, obtém-se o soro &acido, o qual pode conter lactato de calcio (LO;
ARGIN-SOYSAL; HSU, 2007).
Na Tabela 3 sédo apresentados os valores da composi¢cdo quimica média do

SL in natura.

Tabela 3 — Composicéo centesimal do soro de leite in natura

Componente Unidade Soro doce Soro acido
Agua % 93-94 94-95
Matéria seca % 6-6,5 5-6
Lactose % 4,5-5 3,8-4,3
Acido latico % tracos >0,8
Proteinas totais % 0,8-1,0 0,8-1,0
Proteinas do soro % 0,6-0,65 0,6-0,65
Acido citrico % 0,1 0,1
Minerais % 0,5-0,7 0,5-0,7
pH 6,4-6,2 5,0-4,6
Acidez titulavel °SH* aprox. 4 20-25

* - graus Soxhlet.
Fonte: LO; ARGIN-SOYSAL; HSU (2007).

O descarte do SL diretamente nos cursos de agua € um procedimento
inadequado de acordo com a legislacdo ambiental. (SILVA, 2011). Nas dultimas
décadas existe um consenso entre a comunidade cientifica de que os subprodutos
da industria de laticinios podem ser convertidos em produtos de alto valor agregado.
A proteina isolada do SL € um exemplo bem sucedido e com muitas aplicacdes
comercias de um produto com alto valor agregado obtido a partir do SL (CORTEZ,
2013; TEIXEIRA, 2010).

Outra possivel aplicacdo do SL é seu aproveitamento como substrato em
processos biotecnoldgicos. Entretanto, ap6s ser submetido a determinados
tratamentos térmicos, como por exemplo, a esterilizacdo em autoclave, o SL
apresenta aspecto turvo com coloragdo marrom devido a degradacdo dos agucares
na presenca das proteinas, resultando na formagdo de melanoidinas. Esse
escurecimento pode interferir nas caracteristicas do produto de fermentacéo obtido
guando do uso do SL esterilizado como substrato.

No processo de biossintese da goma xantana, por exemplo, a coloragdo do
biopolimero pode variar de acordo com a fonte de carbono utilizada. Em estudo
realizado por Nery e colaboradores (2008), esses pesquisadores observaram que a
goma xantana obtida a partir de sacarose apresentou uma coloracdo mais clara do
que a obtida com o SL, provavelmente devido a ocorréncia da reacdo de Maillard.

Uma vez que a formacdo de melanoidinas ocorre na presenca de calor a partir da



30

reacdo da lactose com as proteinas a desproteinizagdo do SL é um processo que
pode contribuir para minimizar os efeitos da reacéo de Maillard (HUNGARO et al.,
2011). Além disso, permite a separacdo das proteinas de alto valor nutricional,
presentes nesse subproduto, que podem ser aproveitadas para outros fins
comerciais (CHATTERJEE; GUHA, 2014; NIKNEZHAD et al., 2015).

No que se refere ao uso do SL como substrato para producdo de goma
xantana um dos fatores limitantes é a baixa capacidade de utilizacdo da lactose
como fonte de carbono pelas estirpes de Xantomonas uma vez que a expressao de
3-galactosidase nesses microrganismos € reduzida (YANG; WO; TSENG, 2002).
Assim, a selecdo de estirpes capazes de crescer em meio contendo lactose € um
fator a ser considerado quando o SL for utilizado como substrato para a producédo de
goma xantana. Entretanto, Nery et al. (2008) empregaram o SL como substrato para
a producdo de goma xantana e obtiveram um rendimento trés vezes maior em
relacdo a producdo convencional constituida de sacarose como fonte de carbono.
Diniz, Druzian e Audibert (2012) observaram que o meio fermentativo composto de
SL apresentou produtividade de goma xantana 1,2 vezes maior do que com meio
com glicose, 1,6 vezes com residuo de casca de cacau e 1,5 vezes com sacarose.

O aproveitamento do SL em processos fermentativos como a producao de
goma xantana é viavel uma vez que esse substrato apresenta uma composicao rica
em nutrientes, o que beneficia a producdo desse biopolimero, além de reduzir o
impacto ambiental em consequéncia do aproveitamento de um residuo altamente
poluente (MESOMO et al., 2009; NERY et al., 2008; NIKNEZHAD et al., 2015). A
goma xantana consumida no Brasil € importada, desse modo, a obtencdo de
conhecimentos referentes ao aproveitamento do SL como substrato para producgao
desse biopolimero podem favorecer o desenvolvimento de tecnologias que permitam
ao Brasil se tornar um pais capaz de suprir sua demanda tecnolégica por esse
produto (COSTA et al., 2014; MENEZES et al., 2012).

3.3  CARACTERIZACAO DE BIOPOLIMEROS

Diversas técnicas podem ser empregadas com o objetivo de determinar as
caracteristicas de um determinado produto. Essas técnicas permitem conhecer as

propriedades fisicas, quimicas, sensoriais e de aplicabilidade de uma substancia.
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Podem ainda ser utilizadas como ferramentas no controle de qualidade de produtos

€ Processos.

3.3.1 Colorimetria

De acordo com Gomes (2013) a cor pode ser definida como a percepcao
visual da interacdo da luz com um determinado objeto. Essa interacdo depende das
caracteristicas da fonte luminosa, das caracteristicas do material e da fisiologia e
anatomia do 6rgao da visdo do observador (BOTELHO et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2003). O olho humano é sensivel as radiacbes eletromagnéticas compreendidas
entre 400 e 750 nm e detecta as diferentes faixas de estimulo colorido dentro desse
intervalo de comprimento de onda. A visdo humana é capaz de detectar trés
diferentes estimulos de cor: vermelho, verde e azul, que sao percebidas e
decodificadas no cérebro. Assim, qualquer cor pode ser composta pela combinacao
do vermelho, verde e azul (SILVA, 2006).

A cor dos produtos alimenticios e seus ingredientes € uma importante
caracteristica utilizada no controle de qualidade de produtos e processos. A cor
muitas vezes € um critério decisivo de aceitacao ou rejeicdo de um produto pelos
consumidores. O impacto visual causado pela cor muitas vezes se sobrepde ao
gerado por outros atributos de aparéncia e odor uma vez que é o primeiro a ser
percebido pelo observador. Esse atributo fisico que deve ser levado em
consideracéo quando, por exemplo, um aditivo é adicionado a uma formulacdo. E
desejavel que esse aditivo ndo interfira em determinadas caracteristicas do produto
final. Com base nesse conceito existem estudos como o realizado por Demirci;
Yilmaz; A. Demirci (2014) no qual os pesquisadores avaliaram o efeito da adi¢cdo de
diferentes tipos de gomas, incluindo a goma xantana, nos parametros de cor de
alméndegas adicionando diferentes quantidades das gomas ao produto a fim de
verificar qual a quantidade maxima a ser adicionada de forma a nao alterar a cor
original das almondegas.

Entretanto, por ser um atributo subjetivo e percebido de maneira diferente
por cada observador € dificil de ser padronizado e mensurado (AMORIM;
GONGCALEZ; CAMARGOS, 2013; FARAONI et al., 2008; OLIVERIA et al., 2003).
Existem hoje metodologias e equipamentos de medi¢cdo, que permitem representar

numericamente as cores que podem ser percebidas atravées da visdo. De modo geral
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sdo baseados no conceito dos trés estimulos de cor (vermelho, azul e verde) e
permitem a medida dos parametros de cor de modo ndo subjetivo. Hoje existem
instrumentos de medicdo de cor bastante precisos conhecidos como colorimetros
(RIBEIRO, 2006; STANGERLIN et al., 2013).

A Commission Internationale de I'Eclairage (CIE) é a autoridade mundial na
ciéncia de luz e cor. Através de estudos realizados por diversos colaboradores
dessa instituicdo foram definidos trés espacos de cor para permitir a comunicacéo e
expressao das cores em termos numericos. Esses espacos recebem a denominacgao
de CIEXYZ, CIEL*C*h e CIEL*a*b* (GARCIA et al., 2014; KONICA minolta, [20147]).
O sistema CIELAB € o modelo internacional mais amplamente utilizado para medida
e designacdo das cores. Esse sistema também conhecido como L*a*b*, & expresso
por um diagrama tridimensional (Figura 4) no qual a cor percebida pela visdo
humana é decomposta nas coordenadas L*, a*, b*, C* e h* (LEME et al.,, 2015;
RIBEIRO, 2006; SILVA, 2006).

Figura 4 — Modelo tridimensional CIEL*a*b*.

Branco
A

Vermelho

Verde +a

Preto

Legenda: L* - luminosidade; a* - coordenada cromética a* (-verde/+vermelho); b* - coordenada
cromatica (-azul/+amarelo); h* - &ngulo de tonalidade; C* - indice de saturacgéo.

Fonte: Adaptado de KONICA Minolta, [20147].
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Na Figura 4 a luminosidade (L*) é representada pela escala vertical e
apresenta valores que variam de 0 a 100, na qual 100 corresponde ao branco e o
zero corresponde ao preto. Para as coordenadas a* e b* os valores variam de +a*
(60) a -a* (-60), correspondendo as variagdes de tonalidade do vermelho ao verde,
e de +b* (60) a —b*(-60) variando do amarelo ao azul. O indice de saturacdo da
amostra ou croma (C*) € um fator que expressa a saturacdo ou intensidade da cor,
nao possuindo uma faixa especifica de variacdo numérica e é medido pela distancia
a partir do eixo central. O angulo de matiz (h°), expresso em graus Hue, indica a cor
observavel. Seu valor € medido em graus na rotacdo do plano horizontal e inicia no
eixo +a*, em que 0° corresponde a coordenada +a* (vermelho), 90° corresponde a
coordenada +b* (amarelo), 180° corresponde a coordenada -a* (verde), e 270°
corresponde a coordenada -b* (azul) (KONICA Minolta, [20147]; ZANUNCIO;
FARIAS; SILVEIRA, 2014).

A andlise dos parametros de cor deve ser realizada utilizando todos os
atributos do sistema CIE Lab. Os atributos de cor ndo devem ser analisados
utilizando as coordenadas de maneira isolada, uma vez que o angulo de tonalidade
(h*) e o indice de saturacao (C*) sdo medidas derivadas de a* e b* e determinados

pelas equacgoes:

c* =4/I(@)? + (b*)?] 1)

b*

ar

h* =tg™1 x

(2)

Fonte: RIBEIRO (2006).

Em estudo realizado para quantificacdo de cor em frutos, Mendonza,
Dejmeke e Aguilera (2006) sugeriram que o sistema L*, a*, b* € mais indicado para
analisar alimentos com superficies curvas, embora o0s resultados devessem
comparados a uma amostra controle. Nesse caso, torna-se fundamental o emprego
do conceito da diferenca total de cor. A diferenca total de cor é a comparacdo
numerica entre os dados das coordenadas L*, a* e b* da amostra e do padréo. Ela
indica as diferencas absolutas nas coordenadas de cor conhecidas como Deltas (A).
Os Deltas para L* (AL), a* (Aa) e b* (Ab) podem ser negativos (-) ou positivos (+). A
diferenca total, Delta E (AE), todavia, € sempre positiva. Essas variacdes sdo

expressas da seguinte maneira: AL* = diferenga em claro e escuro (+ = mais claro, -
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= mais escuro), Aa* = diferenga em vermelho e verde (+ = mais vermelho, - = mais
verde), Ab* = diferenga em amarelo e azul (+ = mais amarelo, - = mais azul) e AE* =

diferenca total de cor, obtida através da equacéao:

2 2 2
AE* = J(Lg —15)" + (ay —ap)” + (b — by) 3)
Legenda: AE* = diferenga total de cor; L*; - luminosidade da
amostra; L*, - luminosidade do padrdo; a*, - coordenada a* da

amostra; a*, - coordenada a* do padrdo; b*, - coordenada b* da
amostra; b*, - coordenada b* do padréo.

Fonte: KONICA Minolta, [20147].

3.3.2 Reologia

A reologia é a ciéncia que estuda os fendmenos fisicos relacionados as
propriedades mecéanicas da matéria quando essa é submetida a uma forca capaz de
causar uma deformacédo. (deMAN, 1999).

Conhecer as propriedades reoldgicas de uma determinada substancia € de
grande importancia para diversos processos industriais. Na industria de alimentos,
por exemplo, alimentos mais viscosos como 0 iogurte necessitardo que o sistema
seja dimensionado para ser capaz de exercer a forgca necessdaria para permitir o
escoamento do mesmo ao longo do sistema de producédo (DORAN, 1995).

A forca necesséria para causar a deformacdo em um corpo € chamada de
forca de cisalhamento. Considerando que todo corpo apresenta uma determinada

massa e volume, tem-se que a forca de cisalhamento por unidade de area € a
tensédo de cisalhamento (7 = F/A)- Essa forca € sempre tangencial a superficie do

objeto e é expressa em unidade Pascal (Pa). Tanto corpos solidos como liquidos e
gasosos podem apresentar alteragbes estruturais quando sujeitos a uma
determinada tenséo de cisalhamento (deMAN, 1999; FOX et al., 2000).

Os liquidos ou fluidos caracterizam-se como substancias que sofrem
deformacgéo continua enquanto estiverem sujeitos a uma tenséo de cisalhamento. A

representacdo gréafica dessas variaveis pode ser observada na Figura 5.
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Figura 5 — Representacao grafica do fluxo laminar de um liquido submetido a uma
forca de escoamento entre duas placas (fluxo de Couette).

PLACA FIXA

'y

'\‘
:—é ! LA _——

PLACA MOVEL

Legenda: D — distancia entre as placas; v — gradiente de velocidade; F — for¢ca exercida pela placa
movel.
FONTE: DORAN (1995).

O gradiente de velocidade (Z—;) entre as duas placas € chamado de taxa de

cisalhamento (y) e € diretamente proporcional a forca exercida pela placa movel

(Z—; « F). Considerando que t relaciona a for¢a por unidade de area entdo pode-se

. dv . . . . ~
concluir que 7 « o A proporcionalidade entre essas duas grandezas indica a reacao

contraria que o fluido exerce em relacdo a forca de cisalhamento. A reacéo exercida
pelo fluido recebe o nome de viscosidade (n).
Matematicamente a relacdo entre essas trés grandezas pode ser definida

dz_ F/A

=———. A viscosidade é medida em Pascal por segundo
dy dv/dx

pela equagao: 7=

(Pa.s™) uma vez que relaciona a forca exercida sobre o liquido e a velocidade de
escoamento do mesmo (DORAN, 1995).

Os fluidos cuja viscosidade permanece constante independente da tenséo
de cisalhamento sdo chamados de fluido newtonianos. Os fluidos cuja viscosidade
varia com o aumento da tensdo de cisalhamento sdo classificados como né&o
newtonianos (DIAZ et al., 2004).

A viscosidade de fluidos ndo newtonianos depende da tensdo de
cisalhamento e nesse caso recebe a denominagdo de viscosidade aparente (74y).
Estudos nos quais se avaliou a qualidade de gomas xantana produzidas por

diferentes estirpes de Xanthomonas campestris a viscosidade aparente foi o
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pardmetro reologico mais utilizado (COSTA et al.,, 2014; REIS et al.,, 2010;
TORRESTIANA; FUCIKOVSKY; GALINDO et al., 1990).

O comportamento reolégico de fluidos ndo-newtonianos pode ser descrito
por modelo matematicos que relacionam os valores de tensdo de cisalhamento e
taxa de deformagdo de um determinado composto. Dentre os modelos mais
comumente utilizados estdo o de Ostwald-de-Waelle ou da Lei da Poténcia definido
pela equacdo 7 = K(y)"™ e o modelo de Hershel-Bulkley definido pela equacéo
T =19+ K(y)", onde 7 € a tensdo de cisalhamento (media em Pa), 7, € tenséo inicial
de escoamento, K é o indice de consisténcia, y é a taxa de deformacdo e n é o
indice de comportamento (BEZERRA, 2000). Os fluidos cuja viscosidade aparente
diminui com o aumento da tensdo de cisalhamento sdo denominados

pseudoplasticos e apresentam valores de n menores que um (AQUINO et al., 2014).

Devido as suas caracteristicas reoldgicas as solu¢des de goma xantana sao
classificadas como fluidos pseudoplasticos. Isso significa que apds a aplicacdo de
uma forca (tensdo de cisalhamento) a viscosidade inicial das solucbes é
instantaneamente reestabelecida. Além disso, sdo estaveis mesmo em baixas
concentracbes ou quando submetidas a variacbes de pH e temperatura
(BANDALUSENA; ZIMMERMAN; JUNGBUNZLAUER group, 2015; REES, 2009).
Essas caracteristicas possibilitam uma ampla aplicacdo desse biopolimero nos mais
diversos produtos e processos. Um exemplo de aplicacdo é a formulacdo de
solugdes cosméticas com microparticulas sélidas em suspensao. As caracteristicas
reologicas da goma xantana melhoram a liberacéo de sabor e a sensacao tatil bucal,
garantem um bom espalhamento e aderéncia do produto final e facilitam os
processos de mistura, bombeamento e pulverizacdo (PEREIRA et al.,, 2007,
JUNGBUNZLAUER group, 2015).

Entretanto, o uso de métodos para a avaliacdo dos parametros reoldgicos
deve fazer parte do controle de qualidade do processo de producdo da goma
xantana uma vez que essas caracteristicas sdo determinadas por sua composicao
quimica, a qual depende das condi¢cdes de fermentacéo, estirpe bacteriana utilizada,
fonte de carbono, temperatura e tempo de fermentacdo (CASAS; SANTOS;
GARCIA-OCHOA, 2000; NERY et al, 2008; NITSCHKE; RODRIGUES;
SCHINATTO, 2001; SHUTERLAND, 1982; SOUW; DEMAIN, 1979).
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3.3.3 Espectroscopia no infravermelho préximo

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) € uma técnica que
apresenta diversas vantagens em relacdo a outros métodos quimicos, uma vez que
consome pouco tempo, ndo é destrutivo, e requer pouca ou henhuma preparacéo da
amostra. O custo analitico € baixo, uma vez que ndo necessita de reagentes e
requer pouco tempo para efetuar a leitura da amostra permitindo a realizacdo de
diversos ensaios em um pequeno espaco de tempo (CASALE et al., 2015).

A NIRS fornece informagfes sobre a estrutura quimica de uma molécula
com base nos sinais captados pelo infravermelho em virtude das vibragbes das
ligacbes moleculares. Consiste numa metodologia adotada para detectar
similaridades ou diferencas estruturais (SA; FARIA; CARDOSO, 2009; SAKANE et
al., 2011). Quase a totalidade das vibracdes captadas no NIRS sao resultantes da
vibracdo das ligacdes de estiramento da molécula de hidrogénio com outros
compostos.

A regido da radiacdo infravermelha estd compreendida entre 780 nm a
100000 nm e estad subdividida em: infravermelho proximo (780 a 2500 nm),
infravermelho meédio (2500 a 50000 nm) e infravermelho distante (50000 nm a
100000 nm) (VIANA, 2008). A posicao dos picos no espectro de absorgéo na regiao
do infravermelho préximo pode estar indicada em comprimento de onda (medido em
nm) ou em ndmero de onda (medido em cm™). O nimero de onda (nimero de
comprimentos de onda) é uma grandeza fisica inversamente proporcional ao
comprimento de onda (SHENK; WORKMAN; WESTERHAUS, 2007).

A faixa do espectro NIR compreende as bandas de absorcao
correspondentes aos sobretons, combinacbes e vibragcbes das ligacdes
fundamentais C—H, O—H e N-H (BOKOBZA, 1998; LIMA et al., 2009).

Somente ligacbes quimicas que apresentam momento dipolar resultante
diferente de zero irdo apresentar absor¢do no infravermelho. A molécula de goma
xantana possui uma estrutura quimica com diversas ligagbes de hidrogénio, o que
permite a analise de suas propriedades quimicas e fisicas por espectroscopia no
infravermelho proximo (SONG et al., 2015; BOKOBZA, 1998).

Na Figura 6 sdo apresentados alguns exemplos de ligacdes quimicas que
podem ser percebidas na analise do NIRS em diferentes regides de comprimentos

ou de numeros de onda.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Comprimento_de_onda

38

As diferentes ligagBes quimicas entre o hidrogénio e os a&tomos de carbono,
oxigénio e nitrogénio variam em termos de forca e da quantidade de energia
necessaria para promover a vibracdo molecular e permitir a transicdo de um nivel de
energia para outro. Essa variacdo de energia € observada no espectro como uma
série de absorcbes em diferentes comprimentos de onda. Pela observacdo do
espectro é possivel deduzir quais vibragdes estdo ocorrendo e, por tanto, elaborar a

estrutura molecular ou o grupo de atomos presentes na molécula (DAVIES, 2016).

Figura 6 — Comprimento de onda (nm) de ligagbes quimicas no espectro de
infravermelho préximo.
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Referéncias: Ellis, J.W. (1928) Molecular Absorption Spectra of Liquids Below 3 m, Trans. Faraday Soc. 1928, 25, pp. 888-898.

Goddu, R.F and Delker, D.A. (1960) Spectra-structure correlations for the Near-Infrared region. Anal. Chem., vol. 32 no. 1, pp. 140-141.

Goddu, R.F. (1960) Near-Infrared Spectrophotometry, Advan. Anal. Chem. Instr. Vol. 1, pp. 347-424.

Kaye, W. (1954) Near-infrared Spectroscopy; |. Spectral identification and analytical applications, Spectrochimica Acta, vol. 6, pp. 257-287.

Weyer, L. and Lo, S.-C. (2002) Spectra-Structure Correlations in the Near-infrared, In Handbook of Vibrational Spectroscopy, Vol. 3, Wiley, U.K., pp. 1817-1837.
Workman, J. (2000) Handbook of Organic Compounds: NIR, IR, Raman, and UV-Vis Spectra Featuring Polymers and Surfactants, Vol. 1, Academic Press, pp. 77-197.

Fonte: ASD (2013).

O uso da NIRS tem se tornado ao longo dos ultimos anos uma ferramenta
eficiente que pode ser amplamente utilizada no controle de qualidade de produtos e
processos na industria de alimentos (ALANDER et al., 2013; HUANG et al., 2008;
LUYPAERT; MASSART; HEYDEN, 2007).

Dentre os estudos realizados com esse proposito Song e colaboradores
(2015) conduziram experimentos no qual a técnica do NIRS foi utilizada como um
método alternativo para determinacdo da massa molecular de amostras de goma
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xantana. Os resultados mostraram que o método proposto pode ser adequado para
aplicacbes préaticas em fabricas como uma boa alternativa para a determinacéo

rapida do peso molecular de amostras de goma xantana no processo de producao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PRODUCAO DE GOMA XATANA EM SORO DE LEITE

4.1.1 Microrganismos

Foram utilizadas as estirpes Xanthomonas campestris pv. manihotis n° 1182
(Xc1182), Xanthomonas campestris pv. campestris n° 1866 (Xcl1l866) e
Xanthomonas campestris pv. mangiferaindicae n° 1230 (Xc1230) adquiridas da
Colecéo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biol6gico - IBSBF de Campinas/SP
e a estirpe Xanthomonas campestris pv. pruni n° 2414 (Xc2414) da Colegédo de
Culturas da Embrapa Clima Temperado - ECT de Pelotas/RS.

As estirpes foram reativadas segundo protocolo encaminhado pelos
institutos fornecedores. Apés a reativacdo foram estocadas em temperatura
de -17 °C, em microtubos tipo Eppendorf, contendo caldo TSB com glicerol.

Para a realizacdo do experimento, um microtubo de cada estirpe foi retirado
do freezer e, apos atingir a temperatura ambiente as bactérias foram repicadas em
placas de Petri com &gar nutriente. As placas foram incubadas em estufa a
30 °C/48h. Apds a verificagdo do crescimento das coldnias, as estirpes foram
repicadas em tubos com agar nutriente inclinado e incubadas em estufa a 30 °C/48h.
Os tubos foram mantidos refrigerados a 4 °C, com repiques, a cada 15 dias, visando
a manutencdo das caracteristicas do microrganismo durante a realizacdo do

experimento.

41.2 Meios de cultivo

No processo de producdo de goma xantana foram utilizados um meio

minimo para a preparacgdo do inéculo e dois meios de cultivo a base de soro de leite.
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4.1.2.1 Meio de cultivo minimo para producéo do ino6culo

Para a preparacao do indculo utilizou-se um meio de cultivo minimo (MM)
contendo: 1,5% de lactose; 0,5% de fosfato dibasico de potassio (K;HPO,); 0,2% de
cloreto de amoénia (NH4CI); 0,1% de cloreto de sbédio (NaCl); 0,01% de sulfato de
magnésio (MgS0O,); 0,1% de extrato de levedura (NITSCHKE; RODRIGUES, 2000).
Com excecdo da lactose, os reagentes foram pesados, diluidos em agua e o pH
ajustado para 7,0 = 0,2. Em seguida o meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C
por 15 minutos e armazenado em geladeira. A solucdo de lactose foi preparada
separadamente com concentracao de 10% (p/v), esterilizada em autoclave a 121 °C
por 15 minutos, armazenada em geladeira e adicionada assepticamente ao meio no

momento do uso.

4122 Meios de cultivo a base de soro de leite

Os meios de cultivo foram preparados a partir de SL in natura, proveniente
da fabricacdo de queijo Minas Padrdo, de coagulacdo enzimética de leite
pasteurizado, sem adicdo de corante ou sal, ndo desproteinizado e ndo diluido
(Figura 7). O SL foi doado pelo Laticinio Coalhada’s, localizado na rua Dr. Francisco

Alvares de Assis, n° 1000 — Retiro, Juiz de Fora — Minas Gerais.

Figura 7 — Soro de leite in natura utilizado no estudo

Fonte: O autor (2016).
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Apébs a coleta no laticinio o SL foi submetido a dois tratamentos distintos:
esterilizacdo (SLE) e desproteinizagdo por acidificacdo com posterior esterilizacao
(SLD). Apoés os tratamentos, os meios de cultivo foram armazenados em freezer e
mantidos a -17 °C até a sua utilizacdo no processo fermentativo.

O SLE foi obtido por processo de esterilizacdo segundo a metodologia
descrita por Nery et al., 2008. O SL in natura foi distribuido em frascos ambar,
perfazendo um volume de 600 mL por frasco, e esterilizado e autoclave por vapor
umido a 121 °C por um periodo de 15 minutos.

Para obtencdo do SLD foi realizado um processo de desproteinizacao,
segundo metodologia descrita por Hungaro et al., 2011.

No processo de desproteinizacdo do SL uma solucdo de &cido cloridrico 2N
foi adicionada ao SL in natura até a obtencdo de pH 4,3. Em seguida a mistura foi
aquecida até a formacdo de coagulos de proteina. O SL foi entdo resfriado, em
banho de gelo, até atingir a temperatura ambiente, filtrado em algoddo e
acondicionado em frascos ambar, perfazendo um volume de 600 mL por frasco. Os

frascos foram esterilizados em vapor imido a 121 °C por 15 minutos (Figura 8).

Figura 8 — Processo de desproteinizacdo do soro de leite

Fonte: O autor (2016).
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4.1.2.3  Analise composicional do soro de leite

A analise composicional do SL para lactose, gordura, proteinas e cinzas e a
determinacao do pH foram realizadas em triplicata tanto para o SL in natura quanto
para 0os meios a base de SL.

Lactose

A concentracdo de lactose foi determinada por meio da metodologia da
reacdo dos agucares redutores com o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrita por
Miller (1959). Uma curva padrao de lactose com concentragbes de 0, 50, 100, 200,
400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 e 2000 mg/L foi utilizada como
referéncia.

Para o preparo do reagente dissolveu-se 10g de DNS em 200 mL de
hidréxido de sodio (NaOH) 2 N. Em seguida preparou-se, sob constante agitacao e
aguecimento, uma solucdo com 300 g tartarato de sodio e potassio (Sal de la
Rochelle) em 500 mL de agua purificada, a qual adicionou-se a solu¢cdo do DNS. O
reagente preparado foi transferido para um baldo volumétrico de 1 L e o volume
completado com a &gua purificada. O baldo volumétrico foi envolto em papel
aluminio e armazenado em temperatura ambiente em local ao abrigo da luz.

Para a obtencdo da curva de calibracdo foram pipetados, em tubos de
ensaio devidamente identificados, 1 mL das solu¢bes de lactose, nas diferentes
concentracdes, e 1 mL do reagente DNS. Ap6s homogeneizacdo os tubos foram
colocados em banho-maria com agua em ebulicdo durante 5 minutos. Terminado o
periodo de reacdo os tubos foram imediatamente retirados da fervura e resfriados
em banho de gelo. Apés resfriados adicionou-se 8 mL de agua purificada (Figura 9)
e realizou-se a leitura espectrofotométrica em 540 nm (Espectrofotdmetro LibraS12
Biochrom), utilizando-se a solugdo com concentracdo de 0,00 g/L de lactose como
branco. A concentracdo de lactose nas amostras de SL foi determinada segundo a
mesma técnica, utilizando-se 1 mL de SL diluido com agua purificada na proporc¢ao
de 1:25.

O principio deste método baseia-se na redugédo, em solucdo alcalina, do
acido 3,5-dinitrosalicilico. O composto resultante desta reacdo, o acido 3-amino-5-

nitrossalicilico, tem uma cor vermelho-acastanhada cuja intensidade da cor, medida
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a 540 nm, é proporcional a concentracdo de acucares redutores da solugéo original
(MILLER, 1959).

Figura 9 — Reacédo do acido 3,5-dinitrosalicilico com a lactose
S —— R ,'; W. e - —

Fonte: O autor (2016).

Gordura

A gordura foi determinada segundo a técnica descrita pelo Instituto Adolfo
Lutz (2005) utilizando o lactobutirbmetro de Gerber em uma centrifuga ITR BT8
(velocidade 200 g). A metodologia consiste na quebra de emulsao do SL pela adicdo
de acido sulfarico e alcool isoamilico. O acido sulfarico dissolve as proteinas e a
lactose do leite aumentando a densidade da fase aquosa. A gordura é entdo liberada
e sua separacdo acontece pela acao do alcool amilico e pela centrifugacdo. Uma
vez que a gordura é totalmente separada, o resultado € obtido por leitura direta na
haste graduada do butirdbmetro, registrado volumetricamente e indicado como
percentagem de massa. A leitura é feita na escala da prépria vidraria apos

centrifugacéo e incubacao do butirdmetro a 65 °C por 5 minutos (LANAGRO, 2014).

Proteinas

As proteinas do SL e dos meios de cultivo foram dosadas através de método
automatizado, utilizando o aparelho Sprint Rapid Protein Analyser (CEM
Corporation). A dosagem de proteinas foi realizada a partir de 10 gramas de amostra

seguindo as recomendacdes do fabricante.

Cinzas
A quantidade de cinzas foi determinada segundo técnica descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2005). Este método consiste na calcinacdo das amostras em
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mufla (Jung, modelo 0712), a 500°C. O teor de cinzas foi calculo pela seguinte
equacao:

(peso final — peso inicial)

Teor de cinzas (%om/v) = 100 X
peso da amostra

pH
Para determinacéo do pH foi utilizado o pHmetro digital (Digimed) calibrado

com solucdes tampao pH 4,00 e pH 7,00.
4.1.3 Preparo do in6culo

Foram preparadas aliquotas de 60 mL de MM, em erlenmeyer de 100 mL,
para cada uma das quatro estirpes de Xanthomonas campestris avaliadas. Em cada
erlenmeyer foram adicionadas trés alcadas calibradas (10 plL/alcada) da estirpe
previamente cultivada em agar nutriente por 30 °C/24h. Os in6culos foram incubados
a temperatura de 30 °C, com agitacgéo orbital de 150 rotagBes por minuto (rpm) por
um periodo de 24 horas em incubadora shaker tipo orbital (Cienlab). Apds o periodo
de incubacdo, foi realizada a padronizacdo da absorbancia do in6culo para uma
densidade otica (DO) de 0,300 a 600 nm (Espectrofotdbmetro LibraS12 Biochrom),
equivalente a uma concentracdo de 1x10® unidades formadoras de col6nia por
mililitro (UFC/mL). A diluicdo do indculo foi realizada utilizando o SL correspondente

a cada tratamento.
4.1.4 Fermentacao

ApoOs descongelamento, aliquotas de 90 mL do SLE e SLD foram
distribuidos em erlenmeyers de 250 mL. A estes foi adicionado 10 mL dos in6culos
ja padronizados com DO 0,300, perfazendo um volume total 100 mL. O cultivo foi
realizado em triplicata, a 30 °C e agitacdo de 150 rpm por 72 horas.

Aliguotas de cada um dos meios de cultivo, ndo inoculadas, foram
submetidas as mesmas condi¢cdes do processo fermentativo a fim de verificar a
producdo de algum tipo de precipitado que pudesse ser considerado como goma

xantana e interferir no calculo da producéo.
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4.1.5 Precipitacdo, recuperacao e calculo da producédo de goma xantana

Para precipitacdo da goma xantana produzida adicionou-se ao fermentado
etanol 96 °GL na proporcao de 3:1. O polissacarideo precipitado foi recuperado por
filtragdo a vacuo, utilizando-se o suporte para filtro Millipore utilizando membrana de
tecido de poliéster (77.48W PW com abertura da malha de 77 pm), previamente
secas em estufa a 60 °C por 1 hora e pesadas. As membranas com a goma xantana
foram levadas para estufa a 60 °C e secas até peso constante. A quantidade de
goma Xxantana recuperada foi calculada através da diferenca entre o peso final e
inicial da membrana.

A fim de verificar a possivel formacgéo de precipitados derivados de proteinas
do SL amostras ndo inoculadas, submetidas aos mesmos procedimentos dos SLs
testados, foram adicionadas de etanol 96 °GL na proporcéo de 3:1. Essas amostras
foram identificadas como controle negativo e, seguindo o mesmo procedimento
adotado para as amostras de goma xantana, foram secas e pesadas e suas massas

descontadas da goma xantana obtida nos testes.

4.2 CARACTERIZACAO DA GOMA XANTANA

As gomas xantana experimentais (GE) obtidas a partir da fermentacdo dos
meios D, E pelas estirpes Xc1182, Xc1230, Xc1866 e Xc2414 foram caracterizadas
quanto ao perfil colorimétrico, perfil espectral no infravermelho préximo e reologia.

Uma amostra de goma xantana grau United States Pharmacopeia (USP),
com granulometria de 200 mesh da marca Synth®, foi utilizada como padréo de
referéncia nos testes de perfil colorimétrico, perfil espectral no infravermelho préximo
e reologia. Para fins de identificacdo ao longo do experimento essa goma xantana
passou a ser denominada de goma controle (GC).

As amostras de GE foram trituradas em almofariz de vidro e padronizadas
em tamis de 500 um com malha de 35 mesh. A GC foi utilizada sem nenhuma

preparacao adicional.
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4.2.1 Determinacgéo do perfil colorimétrico

Para a obtencao do perfil colorimétrico, foi utilizado o colorimetro da marca
Chroma Meter, modelo CR-400, obtendo assim a leitura direta da reflectancia das
coordenadas de luminosidade (L*); coordenada a* (a*), coordenada b* (b*) e o
calculo do angulo de tonalidade (h) e indice de saturacao (C), empregando a escala
CIEL*a*b*. A medida de cor foi realizada em triplicata, com homogeneizacdo das
amostras no intervalo de cada medida e a média das trés leituras foi utilizada como
valor para o parametro com iluminante padrédo D65 e angulo de observagao de 10°,
seguindo a metodologia definida pelo fabricante.

4.2.2 Reologia

As analises foram realizadas no Laboratério Multiusuario do Curso de
Farmacia do Campus Avancado de Governador Valadares da Universidade Federal
de Juiz de Fora.

O comportamento reoldgico das solu¢des de xantana, a uma concentracao
de 200 mg/L, foi investigada a 25 °C através de reologia estacionaria utilizando um
redmetro hibrido DHR-1 da T.A Instruments® (Figura 7).

As amostras de goma foram pesadas e diluidas em &gua MiliQ na
concentracdo de 200 mg/L e deixadas em banho de ultrassom a 40 °C por 2 horas,

até a completa solubilizacdo da goma xantana.

Figura 10 — Réometro utilizado na leitura das amostras de goma xantana

Fonte: O autor, (2016).
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Os dados obtidos para as curvas de fluxo foram ajustados ao modelo de
Ostwald-de-Waele (Lei da Poténcia) para confirmar o comportamento

pseudoplastico das solu¢cdes de goma xantana (MESOMO et al., 2009).

4.2.3 Espectroscopia no infravermelho proximo

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Espectroscopia de Materiais
do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora. As amostras
de GE e de GC foram analisadas por espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR), no modo de absorbancia, utilizando o equipamento MPA Sample
Compartment, Bruker® com resolucdo de 4 cm™. Para realizacdo das leituras as
amostras foram compactadas em pellets com 13 mm de didametro e 0,5 mm de

espessura (Figura 11).

Figura 11 — Espectroscépio de Infravermelho utilizado na obtencdo do espectro no
NIR das amostras de GE e GC.

Fonte: O autor (2016).

O espectro foi obtido por meio do Software OPUS® para os comprimentos de
ondas compreendidos na faixa de 4000-12000 cm™, com 32 leituras (scans). Cada
pellet foi analisado em ambos os lados. A média dessas leituras foi utilizada para a
composicdo do espectro. A linha de base foi removida a fim de remover
interferéncias na interpretacéo dos dados.

A porcdo do espectro compreendida entre 10000 a 12000 cm™ foi eliminada
por ndo conter informacdes relevantes a andlise efetuada. Os espectros foram

interpretados qualitativamente, analisando o perfil espectral das amostras. Foi
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utilizada uma amostra de GC com o intuito de obter uma referéncia de padrao
espectral para a GE analisada.

4.2.4 Andlise dos dados

O experimento foi conduzido em esquema fatorial com delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes para cada combinacdo de meio
e estirpe, totalizando 24 amostras.

Os dados obtidas para os parametros de producéo, cor e reologia foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelos testes t-Student, a
5% de significancia.

Os perfis espectrais foram avaliados visualmente por meio da comparacao
entre as GEs e a GC para os comprimentos de onda correspondentes as ligacoes C-
H, O-H e N-H em termos de semelhancas e diferencas. Em complementacéo a
analise visual foi realizada a analise de componentes principais (PCA) para avaliar
por meios estatisticos as diferencas entre os perfis espectrais das GEs. Para tanto,
foram utilizados os valores do espectro de absorcdo normalizado, com média
centralizada, de cada uma das amostras de GEs. Os célculos foram realizados
utilizando-se o software MATLAB® com 10 componentes principais (PCs).

4.3 APOIO FINANCEIRO
O presente estudo foi desenvolvido com o apoio financeiro da Fundacéo de

Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais — FAPEMIG, conforme projeto
aprovado sob o n° APQ FAPEMIG 02124-13.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO SORO DE LEITE

O SL utilizado nesse experimento apresentou 48 g/L de lactose, 0,5% de
gordura, 0,73% de proteinas, 0,58% (m/v) de cinzas e pH de 6,22. Segundo Yang,
Wu e Tseng (2002), o SL apresenta em sua composi¢ao cerca de 4-5% de lactose e
0,8-1% de proteinas. Nery et al. (2008) obtiveram para o SL proveniente do
processamento de queijo mucarela, cerca de 0,5% para gordura, 0,5% cinzas, 3,5 %
para carboidratos e 2% para proteinas. Os resultados obtidos no presente estudo
sdo proximos aos relatados na literatura e as variacbes podem ser atribuidas aos
diferentes tipos de leite utilizados, alimentacdo do gado leiteiro e processos
evolvidos na fabricacdo do queijo, como o tratamento térmico e ingredientes (WIT,
2001; MIZUBUTI, 1994).

O residuo obtido na determinacdo das cinzas representa a quantidade de
matéria inorganica presente no SL. Além da fonte de carbono, 0s minerais como 0s
sais de sbédio e amoénio também séo fatores importantes para a producdo de goma
Xantana uma vez que atuam no processo de crescimento e multiplicacdo celular
(SOUW; DEMAIN, 1979).

No SLD foi realizada a reducéo do pH inicial do SL com o intuito de diminuir
a ocorréncia de reacdo de escurecimento ndo enzimatico (reacdo de Maillard) entre
a lactose e as proteinas do SL durante o processo de esterilizacdo. ApGs o
tratamento de esterilizacdo simples (SLE) e o de desproteinizagcdo seguida de
esterilizacdo (SLD), observou-se o0 escurecimento de ambos 0Ss meios quando
comparados com o SL in natura, entretanto o escurecimento foi visualmente mais
intenso no SLE, possivelmente, devido a maior producdo de melanoidinas
(HUNGARO et al., 2011; NERY et al., 2008).

O escurecimento observado visualmente no SLD foi menor do que o
observado no SLE. Isso se deve, possivelmente, a eficiéncia do processo de
desproteinizacdo, que promoveu a reducdo da quantidade de proteinas de 0,7%
para 0,2% e a reducdo da ocorréncia da reacdo de Maillard em pH &cido.

A desproteinizagdo do SL antes de seu uso como meio de cultivo, além de

reduzir o escurecimento do soro, permite que a proteina obtida (de alto valor
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nutricional) possa ser utilizada para diferentes propdsitos como, por exemplo, o
preparo de formulacgdes infantis (NIKNEZHAD et al., 2015).

5.2 PRODUCAO DE GOMA XANTANA A PARTIR DE MEIO DE CULTIVO
ALTERNATIVO

A Tabela 5 apresenta os dados referentes a producdo das GEs obtidas para
cada estirpe avaliada no SLE e SLD. A massa de precipitado obtida nos controles
negativos foi descontada no calculo da producdo da GE. As massas obtidas foram
0,03 g/L para o SLD e 0,22 g/L para o SLE. Parte desse precipitado corresponde as
proteinas residuais dos meios. A formacao de precipitados de proteina em meios a

base de SL também foi observada por Nery et al. (2008).

Tabela 4 — Producao de goma xantana (g/L) por diferentes estirpes de Xanthomonas
sp. no SLE e SLD.

ESTIRPES MEIOS
SLE SLD
Xc1182 6,72+ 1,10 Aa 5,11+ 0,09 Aa
Xc1230 7,89 + 0,47 Aa 6,07 + 1,02 Aa
Xc1866 3,65+ 0,50 Ba 5,19+ 0,14 Aa
Xc2414 4,09 + 1,37 Bb 6,08 + 1,45 Aa

Valores seguidos por letras mindsculas diferentes na mesma linha e letras maiulsculas diferentes

na coluna indicam diferenca significativa pelo teste t-Student ao nivel de significancia de 5%.
Legenda: SLD - soro de leite desproteinizado; SLE — soro de leite esterilizado; Xc — Xantomonas
campestris.

Fonte: O autor (2017).

Foi observada uma interacao significativa entre as estirpes e 0s meios
utilizados (p< 0,05). A guantidade de goma xantana produzida pela estirpe Xc2414
foi significativamente menor no SLE do que no SLD (p<0,05). Para as demais
estirpes nao foi verificada diferencas significativas em funcdo do meio de cultivo
utilizado.

No SLD néao houve diferenca significativa na producdo de goma xantana
pelas estirpes estudadas. Entretanto, no tratamento com o SLE observou-se uma
influéncia significativa da estirpe utilizada, sendo que a producdo de goma xantana
das estirpes Xc1182 e Xc1230 foram superiores em relacdo a das estirpes Xc1866 e
Xc2414 (p<0,05).



52

Na Tabela 6 séo apresentados resultados de outros estudos que avaliaram a
producdo de goma xantana em SL por algumas das estirpes utilizadas nesse

trabalho.

Tabela 5 — Valores obtidos para a producdo de goma xantana a partir de estirpes de
Xanthomonas campestris utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono.

Estirpe Fonte de carbono Producéo (g/L) Referéncia

Xc1866 Soro de leite 12,36 Nery et al., 2008

Xc1230 Soro de leite 8,93 Rottava et al., 2009

Xc1182 7,99

Xc1182 Soro de leite 12,01 Diniz et al., 2012

Xc1230 Soro de leite 14,36 Silva et al., 2009

Xc1182 17,89

Xc1182 Soro de mandioca 11,72 Branddo, Esperidido e
Druzian, 2010

Xc1866 6,79

Xc1182 Caldo de cana 33,54 Brandao et al., 2008

Xc1866 14,23

Fonte: O autor (2017).

Os dados de producdo de goma xantana obtidos no presente estudo foram
inferiores aos reportados na literatura em estudos que utilizaram soro de leite como
substrato. Uma possivel explicacdo seria que nesses estudos o indculo bacteriano
foi preparado em um meio de cultivo ao qual foi adicionado glicose. Quando o
in6culo foi adicionado ao meio de producdo ainda continha glicose residual (em
torno de 1%). Essa glicose residual pode ter contribuido para a producdo de goma
xantana. Além disso, nos estudos citados na Tabela 6, os meios a base de soro
foram suplementados com ureia e/ou fosfato de potassio e/ou sulfato de magnésio.

Uma vez que, com excecdo da estirpe Xc2414, os resultados de producéo
de goma xantana obtidos para o SLE e SLD nao apresentaram diferencas
significativas ndo haveria a necessidade de desproteinizar e esterilizar o SL se fosse
considerada apenas a quantidade de goma xantana obtida. Entretanto, outros
fatores interferem nas caracteristicas da goma xantana e também devem ser
levados em consideracdo. Nesse contexto, a fim de caracterizar o polimero obtido
pelas diferentes estirpes e meios de cultivo foram realizadas as andlises de cor,

reologia e espectroscopia no infravermelho proximo.
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5.3 CARACTERIZACAO DA GOMA XANTANA

5.3.1 Colorimetria

Os dados referentes aos parametros de luminosidade (L*), coordenada
cromética a* (a*), coordenada cromética b* (b*), indice de saturacao (C*) e angulo
de tonalidade (h*) das GEs e da GC sdo apresentados na Tabela 7.

Observou-se que ndo houve interacdo significativa (p>0,05) entre os fatores
estirpe e meio para nenhum dos parametros de cor avaliados (L*, a*, b*, C* e h*), o
gue permite uma avaliagcado de cada um dos fatores de forma independente.

Os valores de luminosidade (L*) das gomas xantana produzidas no SLE
apresentaram valores inferiores em relacdo aos obtidos no SLD, ou seja, as gomas
xantana produzidas no SLE sdo mais escuras. Esse fato se justifica pela formacéo
de melanoidinas em decorréncia da reacao de Maillard (NERY et al, 2008), a qual foi
mais intensa no SLE, que apresentou teores de proteina mais elevados do que o0s
do SLD. Pela comparacao entre as estirpes observou-se uma diferenca significativa
(p<0,05) entre a Xc1182 e a Xc1230, sendo que a Xc1182 apresentou valores de L*
mais altos, indicando ser mais clara do que a Xc1230. Nao foram observadas
diferencas significativas entre as estirpes Xc2414 e Xc1866.

Tabela 6 — Valores médios dos parametros colorimétricos referentes as amostras
das gomas xantana experimentais produzidas no SLE e no SLD e da amostra de
goma xantana controle.

Estirpe Meio L* a* b* C* h*
Xc1182 83,09 £1,53 2,99 £0,80 16,40 £ 1,82 16,68 + 1,93 79,83 £1,59
Xc1230 72,72 £5,24 6,15 + 0,64 25,50 £ 1,42 26,20 £1,58 76,82 £1,15
Xc1866 80,79 £1,23 2,44 0,29 23,36 £0,20 23,49 £ 0,20 84,05 +0,73
Xc2414 79,37 £5,22 3,12+ 1,25 21,67 £5,23 21,92 £5,46 82,38 £2,75
Xc1182 70,31 + 6,92 6,35 £ 2,22 23,55 +4,22 24,36 + 4,70 75,22 + 2,27
Xc1230 66,98 £ 2,93 7,97 +1,59 27,83 +£1,69 28,96 £ 2,05 74,12 £2,18
Xc1866 64,10 £ 2,15 6,17 £ 0,20 30,96 £ 0,74 31,57 £ 0,69 78,73 £0,60
Xc2414 66,79 £ 2,42 7,79 £ 1,10 29,57 £1,89 30,59 £ 2,09 75,29 £1,19

GC 91,33+0,06 -0,02 + 0,05 12,24 + 0,15 12,24 +0,15 90,10 + 0,21

Legenda: L* - luminosidade; a* - coordenada croméatica a* (-verde/+vermelho); b* - coordenada
cromatica b* (-azul/+amarelo); C* - indice de saturacdo; h* - angulo de tonalidade; Xc n° —
Xanthomonas campestris seguida pelo nimero da estirpe; SLD — soro de leite desproteinizado e
esterilizado; SLE — soro de leite esterilizado; GE — gomas xantana experimentais; GC — goma
xantana padréo.

Fonte: O autor (2017).
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As GEs obtidas no SLE apresentaram valores superiores aos das GEs
obtidas no SLD (p<0,05) para a coordenada de tonalidade a*. Valores maiores
indicam uma tendéncia maior para a regiado de tonalidade vermelha. Os valores mais
elevados foram os da GE produzida pela Xc1230 (p<0,05). As demais estirpes nao
apresentaram diferencas significativas para a coordenada a*(p>0,05).

As GEs obtidas no SLE apresentaram valores superiores aos das GEs
obtidas no SLD para a coordenada de tonalidade b* (p<0,05). Valores mais elevados
indicam uma tendéncia maior para a regido de tonalidade do amarelo. A GE
produzida pela Xc1182 apresentou valores inferiores aos das gomas produzidas
pelas demais estirpes (p<0,05), ou seja, tende menos a regido de tonalidade do
amarelo.

Em termos do indice de saturacdo (C*) as gomas xantana produzidas no
SLE apresentaram valores superiores aos das GEs obtidas no SLD (p<0,05),
indicando estarem mais distantes do eixo central no diagrama de cores. A goma
xantana produzida pela Xc1182 apresentou valores inferiores as demais estirpes
testadas (p<0,05).

Na andlise do angulo de tonalidade (h*) observou-se que as GEs obtidas no
SLD apresentaram valores superiores aos das GEs obtidas no SLE (p<0,05),
embora todos tenham ficado localizados entre os angulos correspondentes ao
vermelho (O graus) e o amarelo (90 graus). Entre as estirpes testadas, a Xc1866 foi
a gue apresentou valores mais elevados, diferindo dos resultados das demais GEs
(p<0,05). As GEs obtidas a partir da Xc1182 e da Xcl230 nao apresentaram
diferencas significativas para o parametro h* (p>0,05). O angulo de tonalidade das
GEs produzidas pelas estirpes Xcl282 e Xc2414 nao diferiu estatisticamente
(p>0,05).

Considerando a importancia da utilizacdo de padrbes de controle para
aprimorar a avaliacdo das diferencas entre os parametros de cor entre 0s meios
utilizados (MENDOZA; DEJEMEK; AGUILERA, 2006) foi determinado o valor da
diferencga total de cor (AE*), utilizando como referéncia uma GC (Figura 12).

A analise da AE* é uma importante ferramenta que pode ser adotada no
controle de qualidade de produtos e processos. A utilizacdo dessa ferramenta
demanda o estabelecimento da margem de variabilidade aceitavel para os
parametros de cor em relagcdo aos de uma amostra padrao (LAWLESS; HEYMANN,
2010).



55

Figura 12 — Diferenca total de cor (AE*) das gomas xantana experimentais em
relacdo a goma xantana padrao.
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Legenda: AE* - diferenca total de cor; Xc n° — Xanthomonas campestris seguida pelo nimero da
estirpe; D — meio desproteinizado; E — meio esterilizado.
Fonte: O autor, (2017).

Os resultados do AE* (diferenca total de cor entre as GEs e a GC) para as
amostras obtidas no SLE foram superiores (p<0,05) aos das amostras obtidas no
meio D, para todas as estirpes testadas. Esse fato demonstra a eficiéncia no
processo de desproteinizacdo uma vez que as GEs obtidas a partir do SLD
apresentam menos diferenca em relacdo a cor da GC do que as GEs obtidas a partir
do SLE.

A estirpe que apresentou a menor diferenca total de cor (menor valor de
AE*) em relacdo a GC foi a Xc1182 (p<0,05). Entre as GEs obtidas no SLD a estirpe
Xc1230 foi a que mais diferiu da GC. No SLE néo houve diferenca entre as estirpes
testadas.

A andlise do parametro de luminosidade permitiu concluir que a goma
xantana produzida no SLD foi mais clara e, portanto, mais interessante para
aplicagcédo industrial. A analise da diferenca total de cor entre as GEs e a GC
demonstrou que a estirpe Xcl1182 foi a que mais se aproximou da cor da goma
padrao.

N&o foram encontrados dados na literatura pesquisada e na ficha técnica da

goma comercial, utilizada nesse estudo, no que se refere aos parametros de cor. Os
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dados inéditos gerados no presente estudo podem servir como referéncia para
trabalhos futuros.

5.3.2 REOLOGIA

Os dados obtidos por meio da analise reoldgica das GEs e da GC sao
apresentados na Figura 13.

Ao analisar as curvas de viscosidade em funcédo da taxa de cisalhamento
(Figura 13) das amostras de GEs e da GC observou-se que todas apresentaram
comportamento de fluido ndo newtoniano e pseudoplastico, uma vez que o0 aumento
na taxa de cisalhamento aplicada resultou na diminuicdo da viscosidade. Os
resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com outros trabalhos que
demonstraram que solugcdes de goma xantana apresentam comportamento
pseudoplastico e s&o classificadas como fluidos ndo newtonianos (DARIO et al.,
2011; MESOMO et. al., 2009; SCHRAMM, 2006).

Figura 13 — Viscosidade aparente em funcdo da taxa de cisalhamento para as
amostras de goma xantana experimentais e de goma xantana padréao
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Legenda: Xc n° — Xanthomonas campestris seguida pelo nimero da estirpe; D — soro de leite
desproteinizado e esterilizado; E — soro de leite esterilizado; GC — goma xantana padréo.
Fonte: O autor (2017).
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A Tabela 8 apresenta os resultados dos parametros de indice de
consisténcia (K) e de indice de comportamento (n) obtidos através do ajuste das

curvas de fluxo a equacao de Ostwald-de-Wealle.

Tabela 7 — Valores calculados para o indice de consisténcia (K) e para o indice de
comportamento (n) através do ajuste das curvas de fluxo a equacdo de Ostwald-de-
Wealle.

N

Estirpe Meio K (Pa.s") n (adimensional) r

Xcl1182 0,021 + 0,003 0,773 = 0,020 0,93 = 0,005
Xc1230 D 0,022 + 0,002 0,767 = 0,005 0,93 + 0,001
Xc1866 0,024 + 0,001 0,758 = 0,012 0,93 + 0,002
Xc2414 0,025 £ 0,003 0,748 = 0,021 0,93 = 0,005
Xcl1182 0,021 + 0,002 0,777 = 0,014 0,93 = 0,003
Xc1230 E 0,026 + 0,007 0,731 = 0,055 0,92 + 0,008
Xc1866 0,026 + 0,005 0,774 + 0,038 0,93 + 0,004
Xc2414 0,023 + 0,002 0,760 + 0,017 0,93 + 0,005
GC - 0,206 + 0,0005 0,519 + 0,003 0,95 + 0,0002

Legenda: Xc n° — Xanthomonas campestris seguida pelo nimero da estirpe; D — soro de leite
desproteinizado e esterilizado; E — soro de leite esterilizado; GC — goma xantana padréo. K - indice
de consisténcia; n - indice de comportamento; r* — correlacao.

Fonte: O autor (2017).

Os dados obtidos permitiram o ajuste ao modelo da equacao de Ostwald-de-
Wealle com correlacdo em torno de 93%. Os resultados do indice de escoamento (n)
foram inferiores a 1. Valores de n menores que 1 indicam que os fluidos analisados
apresentam comportamento pseudoplastico. Ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) entre as amostras experimentais, entretanto todas as GEs
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) em relacdo a GC. Os resultados
obtidos indicaram que a consisténcia (K) da GC foi superior a das amostras
experimentais.

Os valores obtidos para as variaveis K e n no presente trabalho séo
proximos aos do trabalho realizado por Bandalusena, Zimmerman e Rees (2009), no
qual foram obtidos valores de K = 0,015+0,001 e n = 0,67+0,01 em uma solucéo de
goma xantana comercial com concentracdo de 0,01% (m/v). Nery et al. (2008)
obtiveram valores de k = 0,023 e n = 0,515 em uma solugdo de goma xantana
diluida a 05% (m/v) para uma estirpe Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae.

Nas condicbes do presente estudo ndo foram observadas diferencas
significativas em relacdo aos parametros reoldgicos entre as estirpes e 0s meios

testados. Em outros estudos foram encontradas diferencas entre estirpes testadas,
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porém o processo fermentativo ou as estirpes diferiram dos que foram utilizados
nesse trabalho (NERY et al., 2008; ROTTAVA et al., 2009).

5.3.3 Espectroscopia no infravermelho proximo

O perfil espectral de absorbancia NIR correspondente as quatro estirpes
cultivadas no SLE e SLD e o perfil da GC estéo representados nas Figuras 14 e 15.

Ambos os espectros fornecem informacdes quanto a presenca de ligacdes
O-H e C-H, que estdo presentes em grandes quantidades na estrutura quimica da
goma xantana, com grupos funcionais OH, CH, CH, e CH3; e bandas de absorcéo
que representam vibracbes de estiramento, rotacdo e torcdo dessas ligacbes
guimicas. Por meio da analise do perfil espectral é possivel avaliar as semelhancas
e diferencas entre a estrutura das GEs e da GC.

Os espectros possuem perfis semelhantes em termos da presenca e
formatos dos picos entre todas as amostras avaliadas, denotando uniformidade na
geracdo do produto de interesse. Quando comparadas a GC foram observadas
diferencas em relacdo a posi¢do e ao formato de alguns dos picos, provavelmente
devido a presenca de agua ou outros residuos provenientes dos meios de cultura.

E possivel observar bandas caracteristicas da ligacdo O-H, as quais podem
indicar entre outros a presenca de agua na estrutura molecular da goma xantana. A
presenca de excesso de umidade nas amostras pode interferir na utilizacdo destas
ligagbes para determinar diferengas entre as amostras analisadas. As bandas
correspondentes a essas ligacdes estdo localizadas nas regides compreendidas
entre 6000 e 7200 cm™, 4900 e 5200 cm™ e 4000 e 4800 cm™ (MAGALHAES, 2014;
SHENK; WORKMAN; WESTERHAUS, 2007; SONG et al., 2015). Para todos os
espectros é possivel observar a presenca dessas bandas. As variagdes do espectro
nessas regides podem ocorrer porque as moléculas de agua no NIRS apresentam
bandas de absorgédo largas que podem interferir na intensidade ou na forma dos
picos (ALBUQUERQUE, 2004).



Figura 14 — Espectro no infravermelho proximo da goma xantana comercial e das gomas xantana produzidas no SLE.
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Legenda: SLE — soro de leite esterilizado; (—) X. campestris pv. manihotis n° 1182; (—) X. campestris pv.
campestris n° 1866; (—) X. campestris pv. pruni n° 2414 e (---) Goma xantana comercial Synth.
Fonte: O autor (2017).
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Figura 15 — Espectro no infravermelho proximo da goma xantana comercial e das gomas xantana produzidas no SLD.
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Fonte: O autor (2017).
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Foram observadas algumas diferencas entre as amostras indicando a
presenca de um numero maior de ligagbes ou uma vibracdo diferente nas ligacdes
C-H nas regides correspondentes aos nimeros de onda em 4300 e 8300 cm™
(segundo sobretom do estiramento C-H) e em 5800 cm™ (primeiro sobreton do
estiramento C-H) (MAGALHAES, 2014; SHENK; WORKMAN: WESTERHAUS, 2007;
SONG et al., 2015).

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO), a goma xantana pode conter em sua estrutura até 1,5% de nitrogénio
(JECFA, 1999). No espectro NIR a amostra de goma xantana comercial n&o
apresentou picos evidentes de absorcdo correspondentes a ligacbes N-H.
Entretanto, as amostras de GEs em ambos 0s meios preparados a partir de SL
apresentaram residuos de proteina em sua composicdo. E possivel observar nos
dois espectros (Figuras 14 e 15) que aproximadamente na regido de numero de
onda 4650 cm™ existe um suave pico que indica a presenca de ligacées N-H em
todas as estirpes avaliadas.

Vérios fatores podem justificar a diferenca estrutural entre as GEs e a GC.
Entre esses fatores podem ser citados: a composicdo do meio de cultivo e as
estirpes de microrganismos utilizadas, que influenciam na quantidade de grupos
acetil e piruvil presentes na estrutura da goma xantana (ALMEIDA, 2010; NERY et
al., 2008). Na literatura estédo descritas variagcdes nos tamanhos e pesos moleculares
de goma xantana em funcao do processo fermentativo empregado (ALMEIDA, 2010;
SONG et al., 2015). A GC, por ser um reagente analitico grau USP, foi submetida a
uma etapa de purificacdo e padronizacdo. As GEs ndo passaram por um processo
semelhante, justificando a presenca de interferentes em sua estrutura que podem
ser percebidas nos espectros NIR.

Na Figura 16 estad apresentado o grafico com o resultado da analise de
componentes principais (PCA) no qual é possivel observar a distribuicdo das
amostras de GEs e da GC em termos de suas diferengas e semelhancas.

As quatro primeiras componentes acumularam um total de 98,9% da
variancia total (PC1l: 72,6%; PC2: 16,3%: PC3: 5,2%; PC4:. 4,8%). O grafico foi
plotado a partir das duas primeiras componentes que juntas somaram 88,9% da
variancia total.

As GEs produzidas a partir de um mesmo meio apresentaram grau de

similaridade. As amostras produzidas no SLD tenderam a se agrupar na regiao de
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PC1 negativa enquanto as amostras produzidas no SLE tenderam a se agrupar na
regido de PC1 positiva. Essa separacédo indica diferencas na composi¢cdo quimica
das gomas xantana obtidas no SLE e no SLD. Também foi possivel observar que as
GEs obtidas no SLD agruparam-se mais do que as amostras obtidas a partir do SLE.
Esse fato pode ser justificado pela maior presenca de interferentes do SLE oriundos

das proteinas do SL.

Figura 16 — Analise de componentes principais das componentes PC1 e PC2 dos
espectros no infravermelho préximo (nimeros de onda entre 9000 e 4000 cm™).
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Legenda: SLE — soro de leite esterilizado; SLD — soro de leite desproteinizado e esterilizado; GC —
goma comercilas; Xc 1182 - X. campestris pv. manihotis n° 1182; Xc 1230 - X. campestris pv.
mangiferaindicae n° 1230; Xc 1866 - X. campestris pv. campestris n° 1866; Xc 2414 - X. campestris
pv. pruni n® 2414.

Fonte: O autor (2017).

Na analise das componentes principais PC1xPC2 (Figura 16) observou-se
gue as amostras de goma xantana experimentais apresentaram alto grau de
separacdo em relacdo a GC. Esse fato evidencia as diferengas estruturais entre as
gomas experimentais e a goma controle, que podem ser oriundas da auséncia de
uma etapa de purificacdo nas GEs.

Nao foram encontrados na literatura pesquisada trabalhos que utilizassem
conjuntamente as metodologias de NIRS e analise de componentes principais aqui

empregadas para comparar gomas xantana experimentais em relacdo a uma goma
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padrdo. Entretanto SONG e colaboradores (2015) utilizaram a técnica de NIRS com
o0 objetivo de comparar a massa molecular de diferentes gomas xantana. Esses
autores obtiveram resultados bastante satisfatorios no que se refere a possibilidade
do emprego da NIRS em estudos para comparacdo e controle de qualidade de

gomas xantana obtidas a partir de diferentes tratamentos.
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6 CONCLUSOES

> Foi possivel produzir goma xantana nos dois meios de cultivo a base de soro
de leite a partir das quatro estirpes de Xanthomonas campestris testas;

> A producdo de goma xantana pela estirpe Xc2414 foi a Unica influenciada
pelo meio de cultivo a base de soro de leite utilizado, com uma menor
producédo no SLE;

> No SLD nédo foi observada influencia da estirpe testada em relacdo a
guantidade de goma xantana produzida;

> No SLE a gquantidade de goma xantana produzida foi influenciada pela
estirpe testada, sendo observada uma maior producdo pelas estirpes
Xc1182 e Xc1230;

> A caracterizacdo do perfil colorimétrico demonstrou haver influéncia entre o
meio utilizado e a cor das GEs. As gomas xantana produzidas a partir do
SLD apresentaram uma menor diferenca de cor em relacdo a GC. Esse
resultado demonstrou a eficiéncia do processo de desproteinizacéo do soro
no que se refere a producdo de goma xantana com caracteristicas de cor
mais proximas a GC;

> A andlise reoldgica permitiu verificar que as GEs e a GC apresentaram
comportamento reolégico compativel com o descrito na literatura. Além disso
as GEs nao apresentaram diferencas para nenhum dos parametros
reoldgicos analisados em funcéo da estirpe ou do meio de cultivo utilizado;

> Os espetros NIR das amostras de GEs apresentaram perfis semelhantes
para todas as estirpes e meios testados,. Entretanto foi possivel constatar
diferencas entre as GEs e a GC, indicando a necessidade de uma etapa de
purificagdo das amostras experimentais;

> A analise das componentes principais indicou haver maior homogeneidade
entre as amostras obtidas a partir do SLD em comparacéo ao SLE.

> Os resultados obtidos permitem concluir que o SLD apresentou vantagens
em relacdo ao SLE, principalmente no que se refere ao parametro de cor
das GEs. Entretanto, ndo foram observadas diferengas entre as quatro
estirpes testadas;
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O estudo realizado permitiu produzir conhecimentos que serdo Uteis para o
desenvolvimento de novos trabalhos visando o aprimoramento das
metodologias de obtencéo de biopolimeros bacterianos a partir de soro de

leite.
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