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RESUMO

A goma xantana é um polissacarideo microbiano de grande signi-
ficado comercial especialmente para a industria de alimentos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo de xantana em dife-
rentes meios de cultura a base de soro de leite utilizando o isola-
do Xanthomonas campestris C.L. Dentre as formulagfes testa-
das o meio de soro de leite integral produziu maior viscosidade e
concentragéo final de xantana. Um sistema combinando soro
integral (0,35% de proteina) e soro filtrado (0,18%de proteina)
foi proposto. Na primeira fase em soro integral a producédo de
xantana foi de 13g/L e 45% de rendimento,enquanto que na
segunda fase utilizando-se soro filtrado obteve-se um total de
28g/L de xantana e 75% de rendimento. O rendimento geral do
processo foi de 55% e a viscosidade final do meio atingiu 18000cP.
As solug@es de xantana produzidas em soro de leite apresenta-
ram comportamento pseudoplastico e tixotrépico caracteristicos
deste tipo de polimero. O isolado C,L demonstrou capacidade de
produzir gomas de alta viscosidade e qualidade em soro de leite,
constituindo uma alternativa promissora para a producao indus-
trial de goma xantana a partir deste subproduto.
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SUMMARY

FORMULATION OF WHEY-BASED MEDIA FOR XANTHAN GUM
PRODUCTION BY X. campestris C.L ISOLATE. Xanthan gum is
a microbial polysaccharide of great commercial interest, especially
in the food industry. The aim of this work was the evaluation of
xanthan gum production from different whey - based media by a
lactose utilizing Xanthomonas campestris C.L isolate. Three whey
media formulations were tested: unfiltered whey, filtered whey and
hydrolyzed whey. The medium composed of unfiltered whey showed
the highest viscosities and xanthan concentrations. A two stage
fermentation strategy, combining unfiltered whey (0,35% protein)
and filtered whey (0,18% protein), was proposed. The first stage,
using unfiltered whey medium, showed a xanthan production of
12g/L and a 45% yield. The second stage, with filtered whey addition,
gave final xanthan concentration of 28g/L and a 75% yield. The
overall yield was 55% and final broth viscosity reached 18000cP.
The polymer produced in this combining system showed typical
pseudoplastic and thixotropic behavior. The X. campestris C.L
isolate produced high viscosity broths and high quality gums when
using whey as substrate and constitutes a promising option for the
industrial production of xanthan gum from whey.
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1 - INTRODUCAO

A goma xantana € um polissacarideo microbiano
produzido por linhagens de Xanthomonas campestris.
Pelo fato de possuir propriedades reoldgicas Unicas,
a xantana vem sendo amplamente utilizada como agente
suspensivo, espessante, emulsionante e estabilizante
principalmente na inddstria de alimentos [9,20]. A
xantana também encontra aplicacdo em uma grande
variedade de processos industriais , sendo aplicada
em grande escala na recuperacéo secundaria e terciaria
do petrdleo [3].

Devido ao mercado crescente, muitos estudos tém
sido conduzidos objetivando o melhoramento das linha-
gens, dos meios de cultivo e dos processos de extra-
¢do e purificagdo de goma xantana. A maior parte da
literatura referente a producédo de xantana cita 0 uso
de glicose e sacarose como fontes de carbono prefe-
renciais [11,17], entretanto algumas fontes alternati-
vas tém sido sugeridas [1,24], visando principalmente
0 aproveitamento de residuos industriais e diminuigado
nos custos de produgédo. O soro de leite, resultante da
fabricacdo de queijos, vem sendo estudado como al-
ternativa [15,16,18,21]. A producdo diaria de soro de
leite atinge quantidades muito elevadas e seu descarte
representa um sério problema ambiental [21], entretanto
possui alto teor de lactose além de proteinas, e sais
minerais constituindo um meio de cultura rico e de facil
obtencdo. O principal problema encontrado na produ-
¢do de xantana em soro de leite é a baixa capacidade
de utilizacdo de lactose por X. campestris, fato este
que se deve a baixa afinidade da b-galactosidase da
bactéria por lactose [6]. A utilizacdo de linhagens
genéticamente modificadas também foi proposta [8,13,23]
porém, as culturas demonstraram pouca estabilidade
e gomas de qualidade inferior. Em estudo anterior foi
relatada a selecdo de isolados selvagens de X. campestris
com capacidade para a producdo de xantana a partir
de lactose [12]. O presente trabalho teve por objetivo
estudar diferentes formulacdes de meios de cultura a
base de soro de leite, visando a utilizacdo deste
subproduto, para a produgdo de xantana pelo isolado
X. campestris C.L.

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 — Microrganismo

Utilizou-se o isolado Xanthomonas campestris
C,L obtido em trabalho anterior [12].
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2.2 — Meios de cultura

Para a manutencdo do isolado utilizou-se meio
minimo de lactose contendo 1,5% lactose, 0,5% K,HPO,,
0,2% NH,CI, 0,1% NacCl, 0,01% MgSO, e 0,1% extrato
de levedura (pH 7,0-7,2). O soro em pé foi cedido
gentilmente pela ELEGE Alimentos LTDA ( Porto Ale-
gre, RS), tendo na sua composicdo 1,0% gordura, 76,81%
lactose, 12,03% proteina, 8,67% sais minerais e 0,065%
acido latico.

Meio de soro de leite integral: solugdo aquosa a
4% (p/v) de soro de leite em pd, MgSO, 0,01% e K,HPO,
0,5% (pH 7,2). Ap6s a autoclavagem o meio de soro
apresentou um aspecto bastante turvo permanecendo
com as proteinas insollveis.

Meio de soro filtrado : foi preparado meio de soro
integral que apods a esterilizacdo em autoclave foi fil-
trado assepticamente, obtendo-se um meio de aspecto
limpido (proteinas precipitadas durante autoclavagem
foram eliminadas).

Meio de soro de leite hidrolisado : preparou-se soro
integral adicionando-se b-galactosidade (Lactozim 3000L
HP-G, Novo Nordisk) nas condi¢des especificadas pelo
fabricante.

2.3 — Inéculo e condigdes de cultivo

O in6culo foi preparado a partir de um tubo de
agar inclinado em meio lac-min [16]. Uma alga conten-
do cultura de 24 horas foi inoculada em tubo de ensaio
contendo 5mL de caldo lac-min e incubado em agita-
dor rotatério por 24 horas a 160rpm e 28°C num angu-
lo de inclinacdo de aproximadamente 30°. A cultura
resultante (10mL) foi transferida para erlenmeyer de
500mL contendo 90mL do respectivo meio de soro e
incubada novamente por 72 horas a 200rpm e 28°C.

2.4 — Sistema alimentado

O ensaio combinando dois tipos de meio (soro in-
tegral e soro filtrado) foi conduzido em fermentador de
16L (New Brunswick SF-116) contendo inicialmente 6L
de meio de soro integral. O inéculo foi preparado como
anteriormente e adicionado na propor¢do de 10%(v/v)
do volume total de meio. A temperatura foi mantida
em 30°C, aeracdo 1lvvm, pH controlado automatica-
mente para 7,0 e a velocidade de agitacao foi progra-
mada para manter o oxigénio dissolvido ( DO) > 50%.
Quando a concentragdo de lactose no meio atingiu apro-
ximadamente 3g/L adicionou-se assepticamente 1L
de soro de leite filtrado preparado na concentracdo de
20% (p/v).

2.5 — Determinagdes analiticas

A concentracéo de lactose e agUcares redutores totais
(ART) foram determinadas pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS). A glicose foi determinada por
método enzimatico (Glicose oxidase- Ecoline 250- Merck).
O teor de galactose foi determinado enzimaticamente
(lactose/D-galactose -Boehringer Mannheim). Proteina
por nitrogénio total (Kjeldahl).

Para a determinacdo de xantana uma aliquota do
meio foi diluida em agua destilada (10x) e centrifugada
(13000 x g). O sobrenadante foi adicionado de 1% de
KCI agitado em agitador magnético por 15 minutos e
adicionado de trés volumes de alcool etilico 96° para a
precipitacdo da goma. O produto obtido foi filtrado &
vacuo, seco em estufa 55°C por 12 horas e colocado
em dessecador a temperatura ambiente até peso cons-
tante. A viscosidade dos meios de cultivo foi determi-
nada em viscosimetro Brookfield tipo Cone/Plate spindle
CP-52, 0.6 rpm a 25°C. Para estudo de reologia proce-
deu-se a purificagdo da xantana: a goma foi redissolvida
a 1% em agua destilada, novamente centrifugada
(13000xg). O sobrenadante foi filtrado em membrana
tipo Millipore (0,45mm) e adicionado de 3 volumes de
alcool etilico 96°. O precipitado foi submetido a seca-
gem em estufa (55°C) e moagem e mantido em
dessecador. Preparou-se uma solugdo aquosa a 1%
da goma purificada adicionada de 0,1% de KCIl. As
viscosidades foram medidas a 25°C em viscosimetro
Brookfield LVTDV-Il usando spindle numero 3, sob
diferentes taxas de cizalhamento. Todas as determina-
¢Oes foram realizadas em triplicata.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sao mostrados os resultados da pro-
ducéo de xantana pelo isolado C.L em 3 tipos diferen-
tes de formulacdes a base de soro de leite. Observa-se
gue o meio de soro integral apresentou maior viscosi-
dade final em relacdo aos outros meios testados. Este
fato sugere que a goma produzida em soro integral apre-
senta maior qualidade ou seja, maior viscosidade ge-
rada por unidade de polimero produzido, enquanto que
em meio de soro filtrado a xantana produzida possui
gualidade inferior ou seja, menor viscosidade gerada
por unidade de polimero produzido.

TABELA 1. Comparagéo dos resultados obtidos em diferentes
meios de soro de leite.

Tipo de soro Xantana (g/Kg) Viscosidade final (cP) Rendimento (%)*

Hidrolisado 12,21 6162 43
Integral 14,7 9506 55

Filtrado 11,8 2030 51

* xantana produzida /aglcar consumido x 100

No soro hidrolisado observou-se uma preferéncia
pelo uso de glicose e galactose em relacdo a lactose
presente no meio, entretanto este fato ndo se refletiu
em maior producdo de xantana. Cabe ressaltar, que o
microrganismo utilizou glicose e galactose concomitan-
temente, ndo exibindo preferéncia por um desses acu-
cares. A lactose residual foi consumida mais lentamente
e preferentemente na fase de acumulo de polimero (Fi-
gura 1). SCHWARTZ e BODIE [16] utilizando um iso-
lado adaptado a lactose, verificaram que, quando a glicose
foi adicionada a um meio contendo soro de leite, a
lactose deixava de ser utilizada. O isolado C.L nao
demonstrou preferéncia estrita por glicose (e ou
galactose), ou seja, utilizou a lactose mesmo na pre-
senca dos monossacarideos, principalmente a partir de
48 horas de cultivo, quando se inicia a producgdo de
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xantana, indicando a adaptacéo deste microrganismo
a utilizagao de lactose para a produgéo do polissacarideo.

FIGURA 1. Perfil de consumo de agucares em soro de leite
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A relacdo C/N no meio de cultura influencia gran-
demente a producgdo de xantana. Segundo Sutherland
[19], uma elevada concentragdo de nitrogénio é neces-
saria para um rapido crescimento celular entretanto,
guando a concentragdo de nitrogénio no meio de cultu-
ra for muito elevada, a xantana produzida possui pro-
priedades reoldgicas inadequadas [ 2].

Meios contendo elevado teor de fonte de carbono e
baixo teor de nitrogénio favorece o aciimulo de polimero
[4]. Em geral os processos industriais procuram utili-
zar meios que disponibilizem condi¢Bes tanto para o
crescimento como para o acimulo de goma [22]. De
VUYST, VAN-LOO, VANDAMME [5] verificaram que a
xantana é produzida como metabdlito secundario e pro-
puseram a dissociagdo do processo em duas fases dis-
tintas: a fase de crescimento, onde maior concentra-
¢do de nitrogénio é requerida para o crescimento ce-
lular e a fase de producdo, onde maior concentracao
de carbono é necessaria, visando o acumulo de produ-
to [10]. Baseado nesses fatos, prop0s-se um sistema
combinado em duas etapas utilizando soro integral (0,35%
proteina) na primeira etapa e soro filtrado ( 0,18% pro-
teina) na segunda etapa.

A Figura 2 mostra os resultados da producdo de
xantana no sistema combinado.
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Na primeira etapa obteve-se 13g/Kg de xantana e
um rendimento de 45%. Apos 30 horas de processo a
adicdo de soro filtrado produziu 28g/Kg de xantana e
um rendimento de 75%. Depois de 70 horas o rendi-
mento total atingiu 55% e a viscosidade final do meio
foi de 18000cP. No inicio do processo, 0 uso do soro
integral favoreceu o crescimento celular, enquanto que
na segunda fase, a adicdo de soro filtrado contendo
menor concentracado de proteinas favoreceu o acimulo
do produto. De fato, a relagcdo C/N do meio parece ser
o fator mais importante na producédo de xantana , uma
vez que a adicdo de soro integral na segunda etapa
também mostrou concentragcdes de xantana e rendi-
mento semelhante aos encontrados na primeira etapa.
Por outro lado, a utilizagdo de soro filtrado na primeira
etapa mostrou producfes de gomas de baixa viscosi-
dade (Tabela 1).

Para a caracterizagéo reologica da goma xantana
produzida em soro de leite, verificou-se a influéncia da
taxa de cizalhamento na viscosidade do polimero (Fi-
gura 3). Observa-se um comportamento pseudoplastico
ou seja, diminuicdo da viscosidade a medida que au-
menta a taxa de cizalhamento. Este comportamento é
tipico de solugdes de xantana. Observa-se leve com-
portamento tixotrépico, que também foi relatado por
SANDFORD et al [14] que relacionaram o comporta-
mento tixotrépico com o contelido de piruvato presente
na xantana. Gomas com elevado teor de piruvato exi-
biram leve comportamento tixotrépico, enquanto go-
mas com baixo teor de piruvato, ndo demonstraram esse
comportamento. Sabe-se, que o contelido de piruvato
€ um indicativo da qualidade da goma xantana [7] por-
tanto, os resultados obtidos sugerem que a goma xantana
produzida em soro de leite possui caracteristicas
reolégicas adequadas a um produto de boa qualidade.
Entretanto, futuros testes devem ser conduzidos vi-
sando a melhor caracterizacdo quimica e reolégica da
xantana produzida pelo isolado C.L em soro de leite.
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FIGURA 2. Producao de xantana combinando soro de leite inte-
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FIGURA 3. Reograma de solucdes a 1% de xantara produzida
em soro de leite

4 — CONCLUSOES

* O meio de cultura a base de soro de leite inte-
gral demonstrou os melhores resultados dentre
0s meios testados.
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» Em soro de leite hidrolisado, a partir de 48 horas
de cultivo, o isolado C.,L demonstrou capacida-
de de utilizacao de lactose independente da pre-
senca de glicose e galactose.

» A estratégia de combinar meio a base de soro
de leite integral e filtrado aumentou o rendimen-
to e a concentragdo final de xantana.

» A xantana produzida em meios de soro de leite
exibiu comportamento pseudoplastico e
tixotropico caracteristicos.

* o0 isolado Xanthomonas campestris C_L possuli
capacidade para utilizacdo do soro de leite como
substrato constituindo uma alternativa promis-
sora para a producdo de goma xantana a partir
deste residuo.
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