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Producao de goma xantana por X. Campestris ATCC
13951 utilizando soro de queijo desproteinado

Xanthan gum production by X. Campestris ATCC
13951 using deproteinated cheese whey
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13951 utilizando suero de queso desproteinizado
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Resumo

A goma xantana & um biopolimero microbiano producido pela bactéria Xanthomonas. O presente trabalho
teve como objetivo estudar a produgéo de goma xantana por processo fermentativo utilizando a linhagem
X. campestris ATCC 13951 e como fonte de carbono: soro de queijo desproteinado suplementado
com extrato de levedura e sulfato de amdnia como fontes de nitrogénio; soro de queijo desproteinado
suplementado s6 com extrato de levedura como fonte de nitrogénio e s6 soro de queijo desproteinado
sem suplementos, tempo de fermentacdo de 72h para os trés meios. Dos meios em analise aquele
constituido apenas por soro de queijo desproteinado, atingiu 0 maior rendimento com valor de 58% e a
melhor qualidade de goma.

Palabras clave: goma xantana, soro de leite, xanthomonas campestris.

Abstract

Xantan gum is a biopolimer produced by bacteria from the generous Xantomonas. The objective of this
work was to study the xantan gum production using the X. campestris ATCC 13591 and deproteined
cheese whey, deproteined cheese whey supplemented with yeast extract and deproteined cheese
whey supplemente with yeast extract and ammonium sulphate as nitrogen source during 72 hours of
fermentation. The best result was found when the medium was not supplemented, reaching yield of 58%
and good quality of the gum.

Keywords: xanthan gum, milk whey, xanthomonas campestris.

Resumen

La goma xantana es un biopolimero microbiano producido por la bacteria Xanthomonas. El presente
trabajo tuvo como objetivo estudiar la produccién de goma xantana por proceso fermentativo utilizando
linaje X. campestris ATCC 13951 y como fuente de carbono: suero de queso desproteinizado adicionado
de extracto de levadura y sulfato de amonio como fuentes de nitrégeno; suero de queso desproteinizado
adicionado solo con extracto de levadura como fuente de nitrégeno y como tercer medio el propio
suero de queso desproteinizado; tiempo de fermentacion de 72h para los tres medios. De los medios

Cita: Sobenes J, Monte Alegre R. Producédo de goma xantana por X. Campestris ATCC 13951 utilizando soro de queijo desproteinado. rev.
ion. 2015;28(2):69-77.
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evaluados aquel constituido Unicamente por el propio suero de queso desproteinizado, alcanzé el mayor
rendimiento con un valor de 58% y la mejor calidad de goma.

Palabras-chave: goma xantana, suero de leche, xanthomonas campestris.

Introducéao

Os biopolimeros sdo macromoléculas formadas
por monossacarideos e derivados acidos, podendo
ser sintetizados por bactérias, fungos e leveduras
e devido as suas caracteristicas reoldgicas,
encontram ampla aplicatividade em processos
industriais.

A goma xantana é um biopolimero produzido em
processos fermentativos por micro-organismos
do género Xanthomonas espécie X. campestris,
sua estrutura consiste em uma cadeia principal de
(1,4) B-D-glicose com estrutura muito parecida a
da celulose [13].

A esta cadeia principal de glucano, correntes
laterais de trissacarideos estdo ligados
alternadamente, através de O-3 (D-glicose da
cadeia principal) ao C1 do primeiro residuo
B-d-manose. Um grupo de piruvato esta ligado
as posicdes 4 e 6 desta unidade de manose
terminal, a presencga de acido piruvico representa
aproximadamente 60% da molécula, conferindo
a goma muitas das suas propriedades Unicas de
viscosidade, extraordinaria resisténcia a hidrdlise
e propriedades de uniformidade fisica e quimica.
A presenca da cadeia lateral na estrutura deste
polissacarideo permite a completa hidratagdo dele
em agua [4,6].

Figura 1. Estrutura quimica da Goma Xantana
Fonte: Nussinovitch A. [6]. (Reproduzida com
autorizacdo da NutraSweet Kelco Co.)
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Aproximadamente 50000Ton de goma
xantana sao produzidas anualmente das quais
aproximadamente 40% é utilizado pela industria
de alimentos como estabilizante pelas diversas
caracteristicas e vantagens reoldgicas que
apresenta [6,17], ganhando quase um quarto do
mercado Norte Americano [10,16].

Na atualidade a xantana é um dos biopolimeros
de maior produgdo comercial, seus custos de
producdo sao conduzidos pelo rendimento do
polimero em relacdo a quantidade de fonte de
carbono necessario, bem como por exigéncias de
processamento [9,10,16,18].

Estudos de otimizagdo do rendimento e
produtividade dos processos fermentativos para
producao deste polissacarideo representam na
atualidade um constante desafio.

Geralmente a produgdo de goma xantana é
maior quando as bacterias se desenvolvem num
meio simples constituido de glicose, sais, fontes
de nitrogénio, e melhorada com a adicdo de
pequenas quantidades de acidos organicos [2,15].
Mas atualmente a produgdo da goma xantana em
escala industrial, tenta utilizar fontes de carbono
alternativas visto que o uso de glicose e sacarose
fazem com que o custo de producao seja elevado.
O soro de leite € um dos meios alternativos que
apresenta resultados satisfatérios na produgao
deste polissacarideo, uma vez que contem
elevada quantidade de lactosa e quantidades
adequadas de nitrogénio, entre outros fatores
propicios para produ¢cdo de goma xantana por
processo fermentativo com X. campestris.

O presente trabalho teve como objetivos estudar
0 processo de producdo de goma xantana por
linhagem X. campestris ATCC 13951, utilizando
soro de queijo desproteinado como meio de
cultivo, estudando o efeito da concentracdo de
lactose, extrato de levedura e sulfato de aménio
na producao de goma xantana.

Parte experimental
Micro-organismo

O microorganismo utilizado foi a linhagem de X.
campestris ATCC 13951, obtida da Colegdo de
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Culturas da Fundacao Tropical de Pesquisa e
Tecnologia André Tosello, Campinas — Sdo Paulo.

Meio para manuten¢ao do micro-organismo
Para o processo de repicagem foi utilizado meio
Agar Nutriente do qual apés diluigdo foram
adicionados 10 mL em tubos, os quais foram
esterilizados (121°C/15min). Os tubos inoculados
posteriormente em meio aséptico com o micro-
organismo X. campestri ATCC 13951 foram
mantidos em estufa por 72h, a temperatura de 30°C
e conservados posteriormente em refrigeracao a
4°C.

Inéculo
No preparo do inoculo, frascos de Erlenmeyer
de 500mL contendo 100mL de meio previamente

esterilizados (121°C/15min) foram inoculados
com alca de cultura do micro-organismo em
meio semi solido e incubados em condicbes de
29°C/180rpm/24h.

Meio de cultura e reagentes

O meio de cultura utilizado foi soro de queijo,
este foi adquirido em pé da empresa Alibra
cuja composicdo é mostrada na Tabela 1, foi
reconstituido a diferentes concentragdes, e
acrescentado de extrato de levedura e sulfato de
aménio como fontes de nitrogénio.

O soro a ser utilizado foi desproteinado (pH 4,3
a 93°C) e hidrolisado, acrecentado de extrato
de levedura - 3g/L, (NH,)SO, - 1,5¢/L, KH,PO,
(20g/L), MgSO, (6g/L), ZnSO, (2g/L) pH corrigido
a 7,0 con NaOH 2N.

Tabela 1. Composi¢cao do meio de cultura utilizado.

Meio de cultura

Soro de Queijo

Valores médios

Aspecto

Cor

Sabor

Umidade (%)

Gordura (%)

Proteinas (%)

Acidez (% Ac. Lactico)

pH (solugao 10%)

Teor de cinzas (%)

Bolores e leveduras

Contagem de mesofilos (UFC/g)
Staphylococcus aureus (UFC/g)
Coliformes totais (UFC/g)
Coliformes Termotolerantes (UFC/g)
Salmonella SP

P6 uniforme sem grumos
Branco a amarelado
Sabor lacteo, levemente salgado
Max. 3,0
Max. 1,5
Min. 10
Max. 2,5
6,0a7,0
Max. 8,0
<50
< 50000
<100
<10
<10
Ausente em 25¢g

Fonte: Alibra 2012.

Producgao de goma xantana

Frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo 90mL
de meio foram hidrolisados, inoculados com
10mL do pré-inéculo, pH do meio corrigido a pH
7. A fermentacao dos frascos foi feita em Shaker
(TECNAL mod TE 421) 29°C/180rpm/72h.

Do meio de fermentagcdo foram retirados 20mL
de amostra a cada 24h para determinagao de
pH, produgdo de goma xantana, producdo de
biomassa e lactose consumida.
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Otimizacdo da producido de goma xantana
através de Delineamento central composicional
rotacional (DCCR)

Para o estudo da influéncia das variaveis foi
utiizado um planejamento experimental 23
completo, com tres pontos centrais (nivel 0) e
seis pontos axiais (niveis = a) totalizando 17
ensaios, onde as variaveis independentes foram:
concentracao de lactose, concentragao de extrato
de levedura e concentragao de sulfato de aménio.
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As respostas estudadas foram: goma xantana
produzida (g/L), produgdo de biomassa (g/L) e
lactose consumida (g/L). Para comprovar o melhor
resultado obtido do planejamento, foram feitos

ensaios com trés repetigdes.
A Tabela 2 apresenta os valores utilizados para
cada uma das variaveis no planejamento.

Tabela 2. Valores utilizados no DCCR para trés fatores.

Variaveis (g/L) Coédigo  -1,68 -1 0 1 1,68

Lactose X, 44,00 62,00 89,00 116,00 133,00
Ext. Levedura X, 3,00 3,81 5,00 6,19 7,00
(NH,),SO, X, 0,625 1,00 1,50 2,00 2,375

Recuperagad da goma xantana do meio
fermentado

A goma produzida foi precipitada com etanol
99,5°GL [3], a massa celular foi separada por
centrifugagdo 6.000rpm (2.300g) e a secagem foi
feita em estufa a vacuo a 110mmHg e 60°C, até
peso constante.

Resultados e Discussao

Producio de goma xantana através de
Delineamento composto central rotacional
em meio constituido de soro de queijo
desproteinado, extrato de levedura e sulfato de
amoénio

Na Tabela 3 sdo mostrados os resultados de
producdo de goma apds 72h de fermentagao,

utilizando sulfato de aménio como fonte adicional
de nitrogénio, assim também os resultados de
producao de biomassa, os valores de lactose
consumida e os valores de pH.

Em uma anadlise geral dos dados da Tabela 3 em
quanto a producao de goma apds 72h, observa-
se que para aqueles ensaios com baixas
concentracao das fontes de nitrogénio (sulfato de
amobnio e extrato de levedura) obteve-se maiores
valores de producdo de goma, ao redor de 18+1
(g/L). A goma obtida nestes ensaios apresentou
ademais maior textura, foi mais consistente e
muito, mas elastica.

Segundo Souw e Demain [14] quando o carbono e
o fésforo sado nutrientes limitantes, a producéo de
goma xantana aumenta.

Tabela 3. Producéo de goma xantana por X. campestris utilizando soro de queijo desproteinado suplementedo
com sulfato de amdnio; biomassa produzida e lactose consumida (g/L).

Meio com Sulfato de Amoénio 72h*

Lactose Ext. Lev.

Ensaios (g/L) (g/L) Sulfato Goma Biomassa Lact. consumida pH
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 62 3,81 1,00 17,580 5,260 47,759 6,49
2 116 3,81 1,00 18,480 6,100 73,166 7,35
3 62 6,19 1,00 18,240 5,060 47,591 6,53
4 116 6,19 1,00 18,000 7,860 71,652 7,28
5 62 3,81 2,00 17,700 2,420 51,460 6,69
6 116 3,81 2,00 17,220 7,220 68,400 7,25
7 62 6,19 2,00 13,800 6,400 47,012 6,94
8 116 6,19 2,00 13,980 7,700 65,653 7,27
9 44 5,00 1,50 13,680 4,260 40,150 6,20
10 133 5,00 1,50 11,340 7,680 78,280 7,36
11 89 3,00 1,50 17,640 5,600 59,846 6,73
12 89 7,00 1,5 12,720 8,920 50,819 7,29
13 89 5,00 0,625 17,700 6,200 62,986 6,83
14 89 5,00 2,38 12,900 8,080 53,454 7,22
15 89 5,00 1,50 12,360 7,740 49,754 7,28
16 89 5,00 1,50 12,480 8,000 53,286 7,28
17 89 5,00 1,50 12,240 7,580 52,838 7,24

*Tempo de fermentagéo.
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Apdés andlise estatistica do planejamento
experimental (DCCR), e segundo o observado na
Figura 2 das superficies de resposta, observase que
para os trés componentes do meio de cultura pode-

LB) RWoD

(B) RWoD

(c)
Figura 2. Superficies de resposta para produgdo de goma xantana (g/L) em fungéo da concentragdo de lactose e
de extrato de levedura (a), da concentragéo de lactose e de sulfato de amobnio (b) e da concentragédo de extrato de
levedura e de sulfato de amonio (c).

Considerou-se entdo que a melhor composi¢cao
do meio para producado de goma, seria 0 ensaio
denominado apartir de agora como A, com as
concentragdes mais baixas de lactose e extrato de
levedura e concentracdo intermediaria das fontes
de nitrogénio (44,3 e 1,5g/L). Alguns artigos sobre
producédo de goma xantana coincidem em sinalar
uso de concentragdes de entre 40 — 43g/Kg para a
fonte de carbono [1,2,11].

Foram feitas analises da produgdo de goma
xantana, biomassa e lactose consumida a cada

73

se utilizar concentragdes minimas ou maximas
para obter boa produgdo de goma xantana, pelo
qual optou-se por utilizar baixas concentragdes a
fim de reduzir custos de processamento.

[ < 18
< 14
<12

¥/ /[
i
L

(’\fﬁ\ 2000

Il <28
I <24
<20
I < 16
<12

24h como mostrado na Tabela 4.

Apo6s 72h de fermentagdo, a produgdo de goma
no meio com sulfato de amonio apresenté valor de
20,28g/L, rendimento de 50% e produtividade de
0,28gLh"".

A concentragdo da fonte de carbono afeta a
eficiéncia da conversdo em polissacarideos,
sendo relatado na literatura que concentragbes
entre 1 — 5%, ddo o melhor rendimento, enquanto
que em concentragbes mais altas, o rendimento
do produto decresce [8].
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Tabela 4. Concentragdo de goma xantana, concentragéo de biomassa e lactose consumida (g/L) em meio
constituido por soro desproteinado, extrato de levedura e sulfato de aménio.

Meio: Soro, Extrato de Levedura e Sulfato de amoénio

Tempo (h) Goma (g/L) Biomassa Lact. Consumida
(g/L) (g/L)
24 5,22 2,60 15,66
48 13,44 4,36 29,86
72 20,28 2,64 40,47

Producdo de goma xantana excluindo do meio  remanescente apds 72h de fermentagdo para o
de cultivo as fontes adicionais de nitrogénio meio contendo soro desproteinado suplementado
Baseados nos resultados dos ensaios anteriores com extrato de levedura. Os ensaios 4 e 5 tiveram
onde se obteve boa producédo de goma, a baixas 0s maiores resultados de producdo de goma,
concentragbes das fontes de nitrogénio, foram com 23,28g/L, rendimentos de 29% e 27%,
realizados testes com meios ndo suplementados respectivamente, e produtividade de 0,32gL'h",
com sulfato de amonio nem extrato de levedura. no entanto, a quantidade de lactose remanescente

no meio foi bastante alto. O ensaio 1 pela sua
A Tabela 5, mostra os resultados de produgcdo ves, reportou producdo de goma de 18,72g/L,
de goma xantana, produgdo de biomassa, assim rendimento de 46% e elevado consumo de lactose
como os valores de lactose consumida e lactose  no meio, o qual deixa um residuo menos poluidor.

Tabela 5. Producéo de goma, producéo de biomassa e lactose consumida (g/L) por X. campestris utilizando como
meio soro desproteinado suplementado com extrato de levedura.

72h*
. Lact. Ext. Lev. Goma Biomas. Lact. Cons. Lact. Rem.
Ensaios

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 44 3 18,72 0,30 40,36 3,64
2 62 3 18,84 0,72 49,96 12,04
3 89 3 22,56 1,68 62,80 26,20
4 116 3 23,28 3,60 80,50 35,50
5 133 3 23,28 5,70 86,21 46,79

*Tempo de fermentagao.

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos utilizando que a suplementagdo do soro & desnecessaria,
meio constituido apenas por soro de queijo naohavendotambém a necessidade de concentrar
desproteinado, observa-se que independente da o soro, uma vez que em concentragdes altas de
concentragéo de lactose utilizada para produgédo lactose ndo se obteve maiores produgdes de
de goma, foram obtidas cercade 20g/Lapdés 72hde  goma e a lactose remanescente no meio também
fermentacao valor proximo aos obtidos nos meios € alta. Assim, a utilizagdo de baixa concentragéo
suplementados (Tabela 4). A produtividade obtida de lactose, além dos beneficios econdmicos, traz
foi de 0,27gL'h"". Em termos de rendimento o também o beneficio ao meio ambiente, visto ser o
ensaio 1 obteve maior valor 58%. Pode-se concluir  efluente menos poluidor.
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Tabela 6. Produgéo de goma, produgéo de biomassa e lactose consumida (g/L) por X. campestris meio constituido
apenas por soro de queijo desproteinado.

72h*
Ensaios Lact. Goma Biomas. Lact. Cons. Lact. Rem.

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 44 19,68 0,18 33,89 10,11
2 62 19,80 0,18 47,10 14,90
3 89 19,68 0,66 61,61 27,39
4 116 19,68 1,86 80,80 35,20
5 133 19,44 3,78 86,46 46,54

*Tempo de fermentacao.

A Tabela 7 resume os resultados de produgao
de goma, produgdo de biomassa e lactose
consumida, obtidos nos ensaios A (soro de
queijo desproteinado suplementado com extrato
de levedura e sulfato de amoénio), B (soro de
queijo desproteinado suplementado com extrato
de levedura) e C (soro de queijo desproteinado
sem suplementacao), a producédo de goma em
72h de fermentagcdo para cada ensaio foi de
20,28¢g/L, 18,72g/L e 19,68g/L respectivamente,
com produtividades de 0,28gL'h1, 0,26gL'h™" e
0,27gL'h".

A concentracdo do ensaio A foi superior em
1,569/L a obtida no ensaio B apds 72h, sendo este
o melhor resultado obtido, o que ndo se esperava

visto que o meio A teve suplementacao de fontes
de nitrogénio. Baixo teor de nitrogénio no meio &
favoravel na producao de polissacarideos [7].
Nos ensaios B e C a producdo de biomassa foi
muito baixa mesmo nas dilugdes feitas no meio.
Enquanto ao consumo de lactose o ensaio C
apresentou o menor valor apés 72h, mas a
producdo de goma teve o maior rendimento
atingindo valor de 58%, sendo o maior rendimento
de entre os trés ensaios em andlise. Este mesmo
ensaio apoés 48h de fermentagdo, ja tinha
produzido cerca de 3g/L de goma mais que os
outros, como pode-se observar na Tabela 7 e na
Figura 3, e além disso apresentou boa qualidade
de goma com rendimento de 55%.

Tabela 7. Produgéo de goma, produgéo de biomassa e lactose consumida (g/L) por X. campestris em soro de
queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e sulfato de amdnio, soro de queijo desproteinado
suplementado com extrato de levedura e soro de queijo desproteinado sem suplementagéao.

24h 48h 72h
Ensaios Goma Biomas. (!;-2::; Goma Biomas. Cli-s::ts Goma Biomas. (!;-22;___
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
A 5,22 2,60 15,66 13,44 4,36 29,86 20,28 2,64 40,47
B 4,20 0,78 14,99 14,04 0,90 30,03 18,72 0,30 40,36
C 6,48 0,48 16,66 17,88 0,96 32,66 19,68 0,18 33,89

Ensaio A = soro desproteinado (lactose 44g/L), extrato de levedura (3g/L) e sulfato de aménio (1,5g/L);
Ensaio B = soro desproteinado (lactose 44g/L) e extrato de levedura (3g/L);

Ensaio C = soro desproteinado (lactose 44g/L).

A Figura 4 relaciona a produgao de goma xantana
com o tempo de fermentagado, mostrando que para
os trés ensaios em analise, ndo houve grandes
diferencas na produgdo da goma apds 72h de
fermentacgao.

No ensaio A a produgdo de goma em 48h de
fermentacao atingiu 90% da concentragao atingida
em 72h e ao redor de 3,5g/L a mais de goma que
nos outros ensaios, mas mesmo assim, nao foi
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o melhor meio em termos de custos pois ele foi
suplementado com fontes adicionais de nitrogénio.
O ensaio C néao teve suplementacdo nenhuma e
mesmo assim em 48h de fermentagdo foram
obtidos bons resultados, apds 72h este ensaio atingiu
producao de goma de 19,68 (g/L) o maior rendimento
com 58% e produtividade de 0,27gL'h, além de
boa qualidade de goma. Nitschke et al. [5]; no seu
estudo utilizando soro de leite para producdo de
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biopolimeros pela cepa Xanthomonas campestris  Treichel [12], obtiveram produgao de 25,40g/L de
C,L obteve produgdo de 14,70g/L de goma goma xantana pela cepa Xanthomonas campestris
xantana a 200rpm/28°C/72h; entanto que Silva e 1230, a 180rpm/28°C/72h.

45 -
40 - A 72h H 72h
& 48h ¢ 7h

30 - B 48h A 48h

25
20 -
15 - A 24n W 2an ¢ 24

Lactose consummida (g/L)

0,00 4,20 5,22 648 1344 1404 17,88 1872 1968 20,28

Producé&o de goma xantana (g/L)
EEnsaio A A Ensaio B ¢ Ensaio C

Figura 3. Lactose consumida (g/L) vs Produgao de goma xantana (g/L) nos meios soro desproteinado
suplementado com extrato de levedura e sulfato de amdnio (A); soro desproteinado suplementado com extrato de
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Conclusées

A produgédo de goma xantana por X. campestris
ATCC 13951, utlizando soro de queijo
desproteinado e hidrolisado, nao necessitou de
suplementos de extrato de levedura e sulfato
de aménio, porque o proprio soro supriu todos
0s nutrientes necessarios a bactéria, inclusive
nitrogénio.

A utilizagdo de soro de queijo concentrado como
meio, nao aumentou a produgédo de goma xantana,
pelo contrario gerou na maioria dos casos, valores
baixos de produgdo de goma, diminui¢do pouco
acentuada do pH e elevadas quantidades de
lactose no meio ao final do processo.

Embora a concentracdo de goma xantana obtida
a partir de soro de queijo ndo seja tao alta quanto
as gomas obtidas utilizando fontes de carbono
convencionais, este processo torna-se atraente
porque o0 soro de queijo € um subproduto de
baixo valor agregado e a goma xantana tem larga
aplicacdo industrial em alimentos.
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