UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

GABRIELA FEIX PEREIRA

BIOPROCESSOS DA PRODUCAO DE GOMA GELANA POR Sphingomonas
paucimobilis CCT 1899 USANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO
SUBSTRATO DE CULTIVO

Porto Alegre

2014



GABRIELA FEIX PEREIRA

BIOPROCESSOS DA PRODUCAO DE GOMA GELANA POR Sphingomonas
paucimobilis CCT 1899 USANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO
SUBSTRATO DE CULTIVO

Trabalho de conclusdo de curso
submetido &  Universidade
Federal do Rio Grande do Sul
como parte dos requisitos
necessarios para a obtencdo do
Grau de Bacharel em

Biotecnologia

Prof. Dr. Marco Ant6nio Zachia Ayub
Orientador

MSc. Sabrina Gabardo
Co-orientadora

Porto Alegre

2014



GABRIELA FEIX PEREIRA

BIOPROCESSOS DA PRODUCAO DE GOMA GELANA POR Sphingomonas
paucimobilis CCT 1899 USANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO
SUBSTRATO DE CULTIVO

Trabalho de conclusédo de curso
submetido &  Universidade
Federal do Rio Grande do Sul
como parte dos requisitos
necessarios para a obtencdo do
Grau de Bacharel em

Biotecnologia

Aprovado em 02/07/2014

BANCA EXAMINADORA
Prof. Dr. Plinho Fransisco Hertz
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Dr? Nicole Teixeira Sehnen

Universidade Federal do Rio Grande do Sul



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia, meu pai Ubirajara e minha mae Lisane

pelo apoio incondicional.
Ao meu irméo Victor, pela amizade e compreensdo em todos 0s momentos.

Aos meus tios Fabio e Inajara, que estavam comigo sempre que eu necessitava,

dando o auxilio necessario para que este momento ocorresse.

Ao meu namorado Fernando, pelo amor, incentivo, admiracdo e forca, mesmo

guando a exaustao se mostrava forte.

A minha co-orientadora Sabrina, essencialmente pela amizade nascida e cultivada
durante o periodo de convivéncia. Pelas palavras duras quando se faziam necessérias, e

também pelas palavras de apoio.

Ao meu orientador Marco Anténio, por abrir as portas para que este trabalho fosse

realizado, pelo auxilio e motivacao.

As colegas de laboratorio, que prestaram todo auxilio para que este trabalho fosse

realizado com sucesso.

Aos meus amigos Bianca, Julio, Patricia e Tais, pelo companheirismo demonstrado

durante a graduacéo, enfrentando cada dificuldade sem jamais perder as esperancas.
A toda turma 2014/2 do Bacharelado em Biotecnologia, pelo auxilio e parceria.

E a todos aqueles que de alguma maneira contribuiram para o desenvolvimento

deste trabalho.

A todos, muito obrigada!



RESUMO

Biopolimeros microbianos se destacam devido as suas propriedades e caracteristicas
funcionais, como a capacidade de espessamento, suspensdo de particulas e retencdo de
agua. Entre esses biopolimeros encontra-se a goma gelana, um hidrocoloide versatil, que é
altamente estavel em relacdo ao pH, e termoestavel e termorreversivel, o que possibilita
sua utilizacdo em diversas areas, tais como na industria alimenticia, farmacéutica e
quimica. A producdo de goma gelana a partir de residuos industriais como o soro de
queijo, o permeado de soro de queijo e 0 soro &cido de soja pode significar um menor custo
associado a sua producdo, a0 mesmo tempo em que diminui o impacto ambiental causado
pelo descarte incorreto destes compostos no meio ambiente. Esses substratos se
caracterizam por serem fontes ricas em nutrientes, contendo quantidades apreciaveis de
acucares e proteinas, com potenciais de aplicacdo em diversos processos biotecnoldgicos.
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir o exopolissacarideo goma
gelana em diferentes meios de cultivo, soro de queijo, permeado de soro de queijo e soro
acido de soja, através da utilizacdo do microrganismo Sphingomonas paucimobilis CCT
1899, e comparar a quantidade de biopolimero produzida em diferentes meios sintéticos,
além de analisar a viscosidade da goma obtida. As condi¢bes de cultivo utilizadas para a
producdo de goma gelana em agitador rotacional foram definidas como temperatura de
30°C por um periodo de 96 h, a uma velocidade de agitacdo de 250 rpm. Em comparacéo,
0S meios com maior producdo de goma foram o soro de queijo, soro de queijo hidrolisado
com B-galactosidase e meio sintético lactose, produzindo, respectivamente, 8,46 g L™, 8,19
gL' e 987 g L™ Levando em consideracdo que o subproduto industrial com maior
produtividade foi o soro de queijo, este foi levado a cultivo em biorreator, sob temperatura
de 30°C, 400rpm e 2 vvm, por 72 h. A bioconversdo em biorreator resultou em uma
producdo maxima de goma de 4,87 g L™. A viscosidade da goma gelana produzida a partir
dos meios soro de queijo em agitador rotacional e soro de queijo em biorreator foi
analisada, constatando que a goma produzida em agitador rotacional teve uma viscosidade

maior do que a goma produzida por biorreator.

Palavras chave: Sphingomonas paucimobilis, goma gelana, soro de queijo, permeado de
soro de queijo, soro acido de soja, subprodutos industriais.



ABSTRACT

Microbial biopolymers present important properties and functional characteristics, such as
thickening ability, suspension of particles in solutions, and water retention. Among these,
gellan gum is a versatile hydrocolloid, highly stable in a wide range of pH and
temperature, and thermo-reversibility, allowing its use in different areas, such as in the
food, pharmaceutical, and chemical industries. Gellan gum production from industrial
wastes such as whey, whey permeate and soy serum can represent lower costs associated
with production, at the same time helping to reduce environmental impacts caused by
improperly discarding these compounds in the environment. These substrates are
characterized as rich sources of nutrients, containing substantial amounts of sugars and
proteins with potential application in different biotechnological processes. In this context,
this work aimed to produce the exopolysaccharide gellan gum in different culture media,
whey, whey permeate, and soy serum, using Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 and
compare the amount of biopolymer produced in different synthetic medium, as well as to
analyze the viscosity of the gum produced from these wastes. The conditions used in the
gellan gum production in shaker were temperature of 30°C in 96 h, and stirring rate of 250
rpm. The cultivation media with the highest production were whey, hydrolyzed whey and
lactose synthetic medium, producing, respectively, 8.46 g L™, 8.19g L™ and 9.87 g L. As
whey medium showed the better productivity, this was used in bioreactor cultivations,
under temperature of 30°C, 400 rpm, and 2 vvm for 72 h. The production from bioreactor
resulted in a maximum gum concentration of 4.87 g L™. The viscosities of gellan gum
produced in whey in the shaker and in the bioreactor were analyzed. The gellan gum

produced in shaker presented a higher viscosity than that produced in the bioreactor.

Keywords: Sphingomonas paucimobilis, gellan gum, whey, whey permeate, acid soybean

serum, industrial byproducts.
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1. INTRODUCAO

Biopolimeros sdo polissacarideos produzidos por bactérias e outros microrganismos,
sendo sua biossintese diretamente relacionada a capacidade de sobrevivéncia do
microrganismo em condi¢des adversas de meio ambiente (MOREIRA, 2002). De forma geral
podem ser divididos em trés grandes grupos: intracelulares, integrantes da parede celular e
extracelulares, também chamados de exopolissacarideos (EPS). Caracterizados pela
capacidade de formar géis e solugdes viscosas em meio aquoso, apresentam grande interesse
industrial, sendo amplamente utilizados como espessantes, gelificantes e estabilizantes nas
indUstrias alimenticia, quimica e farmacéutica. Entre estes biopolimeros, a classe dos
extracelulares encontra-se como a mais amplamente empregada na industria devido a
facilidade na extracdo e maior rendimento. Gomas como, por exemplo, a Xantana, a dextrana
e a gelana sdo produzidas em larga escala, tendo elevada importancia comercial no mercado,
servindo como uma alternativa as gomas tradicionais produzidas quimicamente, visto que
proporcionam uma maior especificidade durante a sua biossintese (PACE, 1991; LIMA et al,
2001).

A goma gelana é extremamente versatil e forma um gel que solidifica em concentracfes
muito baixas, a partir de 0,1% (fracdo massica). E conhecida por ser um gel muito resistente,
com excelente estabilidade e alta eficiéncia, que pode ser utilizado na producédo de inUmeros
produtos, onde pode exercer varias funcdes, desde estabilizante em produtos quimicos a
revestimento comestivel em alimentos, e por esse motivo apresenta um alto valor comercial.
A producdo da goma gelana a partir de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 é realizada
industrialmente em meios sintéticos contendo glicose como fonte de carbono (VARTAK et
al., 1995). Contudo, outras fontes de aclcares vém sendo recentemente estudas. A lactose
pode ser empregada de forma vidvel para a producdo de goma gelana, e, por isso, meios de
fermentagdo como o soro de queijo e 0 permeado apresentam boas perspectivas relacionadas a
producdo da goma. Além destes subprodutos, o soro &cido de soja é proposto como uma

alternativa, devido a alta concentracdo em carboidratos.

O soro de queijo € o principal subproduto proveniente da inddstria de laticinios, mais
especificamente da producédo de queijos, e € conhecido por seu alto potencial poluidor quando
descartado inadequadamente em cursos hidricos, em decorréncia da elevada carga organica e

do grande volume gerado. Caracterizado por elevados valores de demanda bioquimica de



12

oxigénio (DBO, 30-50 g L), apresenta potencial poluidor aproximadamente 100 vezes maior
que o0 esgoto doméstico (SISO, 1996; GUIMARAES et al., 2010). A producdo mundial de
soro de queijo é estimada em 10° toneladas por ano, sendo que o Brasil contribui com
aproximadamente 6 % desse total. A producdo de queijos no Brasil tem aumentado nos
ultimos anos, como em 2009, ano em que a geracdo de soro de queijo ultrapassou os 5,5
milhdes de toneladas. Entre 2009 e 2010 o estado do Rio Grande do Sul contribuiu com cerca
de 5 % na geracdo desse residuo. Esses dados apresentam uma importancia aumentada, visto
que, no Brasil, a maior parte das industrias produtoras de queijo é de pequeno e médio porte,
0 que favorece o descarte irregular desse subproduto devido a falta de recursos econdmicos e
tecnoldgicos, gerando danos ambientais.

Apesar do soro de queijo ser aproveitado em 50 % na industria de produtos alimenticios e
farmacéuticos, o restante do volume excedente é suficientemente grande para poder ser
aplicado em outros processos tecnoldgicos. Uma alternativa é a sua valorizagdo, visto que
apresenta alto valor nutricional, sendo constituido principalmente por lactose (45-50 g L™),
protefnas soltveis (6-8 g L™), lipideos (4-5 g L™) e sais minerais (8-10 % do extrato seco)
(SGARBIERI, 1996; SISO, 1996; GUIMARAES et al., 2010). Alternativas de
aproveitamento do soro de queijo utilizadas pela indUstria incluem a recuperacdo de proteinas
por um processo de ultrafiltracdo. Esse método gera grandes volumes de um produto
remanescente rico em lactose, denominado permeado. A carga poluente do permeado é
comparavel a do soro, pois retém mais de 70 % dos solidos. Desse modo, o permeado
apresenta problemas de disposicdo similares aos do soro de queijo (SISO, 1996;
DOMINGUES et al., 2001; GUIMARAES et al., 2010).

O soro 4cido de soja é o subproduto da producdo de proteina concentrada de soja. E
considerado um residuo problematico e que gera altos gastos em tratamento, devido a sua
elevada carga organica. Apresenta altas quantidades de carboidratos, sendo, assim, um

potencial meio para aproveitamento biotecnolégico (WEBER, 2008).

Embora o soro de queijo e o permeado de soro de queijo sejam subprodutos ricos em
nutrientes, 0 aproveitamento em novos processos produtivos ainda ndo é uma realidade a
nivel mundial (GABARDO, 2009). Além disso, 0 soro acido de soja, apesar de apresentar um
excelente potencial como substrato, até o momento ndo é reconhecido como tal. A

disponibilidade desses subprodutos com baixo valor comercial no Brasil fortalece a
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viabilidade da utilizacdo em bioprocessos para producdo de metabdlitos de interesse como a
goma gelana.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Analisar a producdo do biopolimero goma gelana pelo cultivo da bactéria
Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 a partir de diferentes subprodutos industriais e

bioprocessos.
2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Analisar a producdo de goma gelana por Sphingomonas paucimobilis CCT 1899
em meio semi-sintético utilizado industrialmente e meio YPL, contendo lactose como fonte de
carbono, e também meio YPG contendo glicose como fonte de carbono, em agitador

rotacional;

2.2.2. Analisar a producgdo de goma gelana por Sphingomonas paucimobilis CCT 1899
em trés subprodutos industriais: soro de queijo e permeado de soro de queijo contendo lactose
como fonte de carbono, e soro acido de soja contendo principalmente sacarose, rafinose e
estaquiose como fontes de carbono, como também em soro de queijo hidrolisado e permeado

de soro de queijo hidrolisado;
2.2.3. Comparar a producdo de goma gelana obtida nos distintos meios de cultivo;

2.2.4. Analisar a produgdo de goma gelana a partir do melhor meio definido

anteriormente, em biorreator;

2.2.5. Analisar a viscosidade das gomas produzidas nos diferentes meios.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Goma gelana: Caracteristicas e aplica¢gdes na industria

A goma gelana é um heteropolissacarideo de cadeia linear constituido por uma estrutura
formada por unidades de repeti¢ao de B-1,3-D-glicose, B-1,4-D-acido glucuronico, B-1, 3-D-
glicose ¢ a-1,4-L-ramnose, seguidas de dois grupos acil, acetato e glicerato, ligando a glicose
0 residuo adjacente de acido glucurdnico. Em relacdo a grupos acil, a goma gelana é
classificada em gelana com maior grau de acetilacdo e gelana com menor grau de acetilagéo.
A gelana altamente acetilada € a forma natural do biopolimero, e tem comprimento mais curto
comparado a forma menos acetilada, resultante da quantidade de ligacGes de hidrogénio
(O’NEILL et al., 1983). A sua estrutura pode ser observada na Figura 1.

_~OH

r _, 00 M | | S .
‘ ,f—u\‘._\j H/HJC—U\\” jj/é@ ‘\"\\

N N \M —"

OH OH CH OH OH

Figura 1. Estrutura da goma gelana (Fonte: O’NEILL et al., 1983).

Apesar de existirem em grande nimero, poucos EPS sdo produzidos em larga escala e
liberados para comercializacdo, como a goma gelana (SUTHERLAND, 1998). Esta é
atualmente produzida no Japéo e Estados Unidos pela empresa C.P. Kelko, e comercializada
com quatro nomes diferentes: Kelcogel, Gelrite, Phytagel e Gel-Gro. Kelcogel é amplamente
utilizado na induastria de alimentos como espessante e agente de gelificacdo, enquanto que
Gelrite, Fitagel e Gel-Gro sdo utilizados como agente solidificante, substituindo o &gar, para o
crescimento microbiano e cultura de tecidos vegetais (KELCO, 2014). As propriedades da

goma gelana estdo descritas na Tabela 1.

Exopolissacarideos microbianos tém encontrado uma ampla gama de aplicacbes em
diversas areas industriais devido a suas estruturas fisicas e propriedades, por serem versateis e
se adequarem aos mais diversos usos (FRANCOIS, et al., 1985). Esses biopolimeros estdo

ganhando mercado rapidamente e tornando-se economicamente competitivos com as gomas
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naturais produzidas a partir de algas-marinhas ou outras plantas. Sdo sollveis em &gua e tem

unidades de repeticdo regulares em sua cadeia molecular.

Tabela 1. EspecificacGes da goma gelana

Propriedade Valor
Massa molecular ~500.000 Da
Aparéncia P esbranquicgado
Solubilidade Soluvel em &gua, formando solugédo

viscosa; insolivel em etanol

Nitrogénio N&o mais do que 3 %

Fonte: JECFA, 1996

As aplicacbes industriais da goma gelana vao desde as mais simples, até as mais
complexas. Na industria de alimenticia a goma é aplicada principalmente em alimentos que
requerem uma estrutura gelificada. Em alguns produtos pode ser necessario o uso de
combinacbes de diferentes gomas para que se tenha a estabilidade e textura adequadas. A
goma gelana pode atuar ainda substituindo a pectina em doces e geleias, onde é eficaz
concentragdes de aproximadamente 0,4% (DURAN et al., 1994). Em produtos como o queijo,
as interacbes da goma gelana com as proteinas de leite, particularmente a caseina e a
lactoglobulina, aumentam o rendimento total de queijo e reduzem a perda de soélidos
(principalmente em proteinas) no soro de queijo. Além disso, a retencdo de agua durante a
producdo de queijo é melhorada apés a adicdo de gelana ao leite. A concentracdo de goma
utilizada neste caso é novamente muito baixa, de 250-750 ppm (SANDERSON, 1983).

A eficécia da goma gelana na liberacdo controlada de drogas e adsor¢do no estdmago
foi testada e se mostrou semelhante a métodos ja utilizados para este fim (WATARU et al.,
2003). A goma gelana foi avaliada como um agente de ligacdo de comprimidos a base de
lactose contendo metronidazol ou paracetamol e os resultados indicaram que embora a dureza
dos comprimidos que contém goma gelana foi inferior aos que contém gelatina, a goma
gelana pode ser empregada na formulacdo, apresentando dureza moderada e boa
desintegracdo (IKE-UNOR et al., 2006).

Na engenharia de tecidos, a goma gelana esta sendo estudada como novo biomaterial para
suporte de cartilagens. Discos de hidrogel de goma gelana foram caracterizados em termos de

propriedades mecanicas e estruturais, revelado um arranjo de cadeia muito homogénea e
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viscoelastico. A avaliacdo do desempenho biolégico da goma gelana como suporte de
cartilagens mostrou que as substancias liberadas pela goma néo séo citotoxicas, tendo assim,

uma boa perspectiva para uso na engenharia de tecidos (OLIVEIRA et al., 2010).

Além de aplicagdes industriais, a goma gelana permite uma série de usos cientificos como
um potencial agente de substituicdo ao 4gar em meios de cultura e em géis para eletroforese,
resistindo a varios ciclos de autoclave e também a uma variedade de enzimas (KANG et al.,
1982; COLE, 2000). A imobilizacdo de microrganismos com goma gelana, que oferece uma
matriz mecanicamente estdvel para esse tipo de processo, apresentou alta eficiéncia
(WENRONG et al., 2000).

A goma gelana é um EPS excretado por microrganismos do género Sphingomonas,
mais precisamente pela espécie Sphingomonas paucimobilis (POLLOCK, 2002; YABUUCHI
et al., 1990). Apesar de a goma gelana ser um polissacarideo ha tempos descoberto, ainda hoje
sua producdo ndo foi completamente estudada. Fatores como o meio de crescimento, pH,
temperatura e agitacdo influenciam de forma importante o desempenho do microrganismo e,
com isso, estudos buscando otimizar o processo de producdo de goma gelana tém sido
realizados.

Em relacdo a temperatura étima de producdo, estudos tém demonstrado que esta se
situa em 30 °C. A producdo de goma gelana a partir de Sphingomonas paucimobilis crescida
em meio contendo glicose 30 g L™ como fonte de carbono foi testada em diferentes
temperaturas (28 — 34 °C) onde o autor verificou que a producdo maxima, de goma gelana, de
aproximadamente 3 g L™, foi obtida para a temperatura de 30 °C (WEST, 2003). Além disso,
dois estagios de temperatura ao longo do cultivo foram testados (33 °C e 28 °C) com a
finalidade de verificar a influéncia desta sobre a producdo da goma. Primeiramente, os testes
foram realizados na temperatura mais alta (33 °C) e ap06s 24 h, a temperatura foi baixada para
28°C. Os autores observaram um aumento na producdo da goma para esta temperatura, sendo
a quantidade maxima produzida de 22,61 g L™ (ZHU et al., 2013).

O pH do meio € outra varidavel importante, além de influenciar no crescimento do
microrganismo, também influencia na formacdo do produto. O valor de pH normalmente
recomendado para a producdo do gel varia entre 6,5-7,0. Ambientes mais &cidos ou mais
alcalinos reduzem o crescimento celular, e, consequentemente, a producdo de goma
(ISHWAR et al., 2007; BAJAJ et al., 2006).
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O efeito da agitacédo sobre a taxa de producdo de goma gelana foi estudado, e chegou-
se a conclusdo que uma agitacdo de 250 rpm é adequada para a producdo da goma, ja que
niveis menores de agitacdo foram insuficientes para a adequada homogeneizacdo do meio
contendo a goma. Em baixas taxas de agitacdo, apesar de a viscosidade ser elevada, a taxa de
transferéncia de oxigénio ndo é suficiente para manter o aumento da biomassa, ou seja, 0
oxigénio dissolvido no meio é um limitante na producdo de goma (DREVETON et al., 2006).
Através de cultivos em biorreator, autores inferiram que altas taxas de aeracdo combinada
com agitacdo vigorosa aumentam o crescimento de Sphingomonas paucimobilis. Através
dessa informacdo, uma concentragdo alta, de 12,4 g L™ de goma, foi obtida sob agitacéo de
500 rpm a 2 vvm de aeragédo (GIAVASIS et al., 2006).

Outro fator importante relacionado a sintese de goma gelana é o meio de crescimento.
Os componentes do meio para a producdo de goma gelana sdo basicamente uma fonte de
carbono, uma fonte de nitrogénio e sais inorgénicos. A fonte de carbono é o componente mais
importante, pois afeta diretamente os rendimentos da producdo, composicdo, estruturas e
propriedades da goma (MARGARITIS et al., 1985).

Andlises reolégicas demonstraram que a goma gelana tem um comportamento
fortemente pseudopléstico, mesmo em baixas concentracdes, como 1 g L™. Anélises mais
profundas relataram que uma das variaveis que contribuem para a mudanca de viscosidade da
goma gelana é a composi¢do do meio. Meios com baixa ou nenhuma quantidade de nitrogénio
deram origem a gomas com baixa consisténcia e altas taxas de cisalhamento (DREVETON et
al., 1994).

3.2. Biossintese de goma gelana

As rotas metabolicas envolvidas na sintese das unidades de repeticdo do
tetrassacarideo goma gelana e as enzimas envolvidas nesta rota tém sido investigadas por
diversos pesquisadores. Analisando a via Embden-Meyerhof e a via das pentoses, estudos
sugeriram que a utilizacdo da glicose foi iniciada pela acdo da glicoquinase em conjunto com
a glicose desidrogenase (VARTAK et al., 1995).

Uma estirpe mutante sem o gene codificador de G6PD (glicose-6-fosfato
desidrogenase) ndo mostrou diferenca nas taxas de utilizacao de glicose ou producdo de CO,,

sugerindo que esta enzima néo é essencial para o metabolismo de glicose em Sphingomonas
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paucimobilis. Um aumento compensatorio das enzimas glicose desidrogenase ou
gluconatoquinase indica seu envolvimento na via, porém, até 0 momento ndo existe nenhuma
indicacdo clara de que ocorra esse mecanismo (VARTAK et al., 1995; GIAVASIS et al.,
2000).

Uma possivel via para a sintese de goma gelana foi proposta assumindo que a sintese
do polissacarideo requer precursores ativados antes de cada unidade de repeticdo ser montada,
semelhante a outros EPS sintetizados na parede celular de microrganismos. Esses precursores
foram detectados por ensaios enziméticos e foram definidos como acucares difosfato
nucleotidicos, UDP-glicose, TDP-ramnose e &cido UDP-glicurbnico. A via proposta é
mostrada na Figura 2. A glicose-6-fosfato ocupa uma posicédo chave a partir da qual duas rotas
comecam, uma comecando com glicose uridina-5-difosfato (UDPG) e a outra levando a
glicose timina-5-difosfato (TDPG). Por sua vez, UDPG induz a sintese de &cido D-
glicurénico e D-glicose, e TDPG induz a sintese de ramnose. A combinagdo destes trés
componentes resulta na sintese de goma gelana (MARTINS et al., 1993). Entretanto, as

reacOes que ligam esses trés componentes ainda nao estdo totalmente esclarecidas.

GLUCOSE
GLUCOSE-&6-P
GLUCOSE-1-P —_— dTDP-D-Glucose
dTOP-4-hydro-deoxy-D-glucose
UDP-D-Glucose dTDP-4-hydro-L-rhamnose

dTDP-4-hydro-L-rhamnose

-

UDP-D-Glucuronic acid
dTDP-L-rhamnose

|

L J

Figura 2. Via proposta para a sintese de goma gelana (Fonte: Adaptado de MARTINS et al., 1991)
3.3. Substratos alternativos utilizados na biossintese de goma gelana

O microrganismo Sphingomonas paucimobilis é versatil quando se trata de fontes de

carbono. De acordo com estudos, hidratos de carbono como glicose, frutose, maltose, sacarose
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e manitol podem ser usados isoladamente ou em combinagdo como fonte de carbono (LOBAS
et al., 1992). A producdo de goma gelana por Sphingomonas paucimobilis usando glicose,
lactose ou soro de queijo como fonte de carbono produziu valores de 14,5 g L™, 102 g L™ e
7,9 g L, respectivamente (FIALHO et al., 1999). Em comparacdo, quando realizada a
bioconversdo através de biorreator, a quantidade de goma produzida passa de 13,67 g L™ em
agitador rotacional, para 14,75 g L™ (WANG et al., 2006). As enzimas responsaveis pela
sintese de goma gelana foram analisadas em meios sintéticos glicose e lactose, constatando-se
que, apesar da menor producdo de goma em meio contendo lactose, suas enzimas
apresentaram uma maior atividade em comparagdo com o meio utilizando glicose (FIALHO
etal., 1999).

A utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos alternativos na producao de
EPS permite a reducdo de custos de produgdo e minimiza problemas ambientais, auxiliando
na destinacdo desses residuos. A preferéncia dos microrganismos produtores de EPS por
substratos contendo os acgucares glicose e sacarose € evidenciada (SUTHERLAND, 2002),
porém algumas fontes alternativas tém sido sugeridas, como, por exemplo, melago, bagaco de
soja, casca de café e bagago de mandioca, entre outros (NITSCHKE et al.,, 2001;
WOICIECHOWSKI, 2001; KALOGIANNIS et al., 2003; JIN et al., 2003; BOZA et al., 2004;
BAE & SHODA, 2004).

IndUstrias de beneficiamento de soja geram milhares de toneladas de bagaco de soja
anualmente. O bagaco de soja é um subproduto com baixo valor agregado, mas que,
dependendo do processo pelo qual é obtido, apresenta excelentes valores nutricionais, que
podem ser aproveitados das mais diversas maneiras em bioprocessos, como por exemplo, na
producdo de goma gelana (SOY PROTEIN COUNCIL, 1987; WEBER, 2008), em que
valores maximos de 7,5 g L™ foram produzidos a partir desse subproduto (JIN et al., 2003).

3.4. Residuos industriais para produc¢édo de goma gelana
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Devido a conscientizacdo da populacdo e a preocupacdo com questdes relacionadas a
sustentabilidade, industrias como a alimenticia vém investindo, cada vez mais, em tecnologias
que visam o controle da emissdo de residuos, e também seu aproveitamento (AMANTE et al.,
1998). Residuos ndo aproveitados significam perda de parte do lucro possivel por parte das
empresas, juntamente com maiores gastos no tratamento para a sua destinacdo adequada. Com
a aprovacdo da Lei de Crimes Ambientais, no inicio de 1998, que estabeleceu pesadas san¢des
para empresas responsaveis pela disposicdo inadequada de residuos, houve um aquecimento
no mercado de gerenciamento e destinacdo de residuos. Empresas comecaram a focar no
aproveitamento destes residuos, e mais pesquisas comecaram a ser desenvolvidas (SILVA,
2001).

Industrias de alimentos se caracterizam por gerar residuos com elevada carga organica,
sendo por isso, altamente poluidores quando descartados inadequadamente (EL-GOHARY et
al., 1987). A industria de laticinios constitui uma parcela importante da industria de
alimentos, e sua contribuicdo em termos de poluicdo a partir de residuos gerados é
significativa, sendo, portanto, necessario o tratamento prévio de seus despejos liquidos antes
do descarte em cursos hidricos. Um dos residuos mais problematicos da industria de laticinios
é o0 soro de queijo, que, em si, ndo é um poluente, mas quando langado em cursos hidricos
provoca enorme efeito poluidor devido a sua alta quantidade de substancias organicas. Estas,
por sua vez, demandam um grande consumo de oxigénio (DBO) pelas bactérias
biodegradadoras, o que acarreta na diminuicdo da quantidade de oxigénio dissolvido,
prejudicando, dessa forma, a vida aquatica (BRAILE & CAVALCANTI, 1979; PONSANO &
CASTRO-GOMEZ, 1995; PORTO et al., 2005).

Em decorréncia dessa problematica, alguns processos que visam valorizagao do soro de
queijo, como a recuperacdo e comercializacdo de proteinas provenientes deste para a
producdo de suplementos alimentares, vém sendo utilizados. Porém, esse processo de
recuperacdo de proteinas, chamado ultrafiltracdo, gera um residuo tdo poluente quanto o soro
de queijo, chamado permeado, que retéem aproximadamente 70% dos solidos presentes no
soro de queijo (EL-KHAIR, 2009).

Assim como os residuos de indudstrias de laticinios, o soro acido de soja é um
subproduto industrial de alto potencial de aproveitamento em bioprocessos. E gerado por
empresas beneficiadoras de soja, durante a etapa de lavagem e centrifugacdo do coagulo acido

de soja,durante o processo de fabricacdo da proteina concentrada. O soro de soja apresenta
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alto potencial poluidor, sendo que cada tonelada de proteina produzida, 28 m?3 de soro acido

séo gerados.
3.4.1. Soro de queijo

A industria de laticinios é responsavel pela geragdo de uma série de residuos com
diferentes caracteristicas, conforme o produto produzido. Um desses residuos é o soro de
queijo, um subproduto da industria de queijos obtido apds a separacdo da caseina no leite, a
partir da acfo da enzima quimiosina. E um liquido opaco amarelo-esverdeado obtido apos a
precipitagdo da caseina. O soro de queijo representa 85-95% do volume do leite utilizado e
concentra aproximadamente 55% dos nutrientes presentes no leite, sendo aproximadamente
50 g L™ de lactose, 9 g L™ de proteinas, 3 g L™ de gordura, 6 g L™ de sais mineraise 1 g L™
de acido latico (RICHARDS, 2002; SISO, 1996; DOMINGUES et AL., 2010). A
composicao do soro varia de acordo com o tipo de queijo fabricado. Na elaboragéo de queijos
frescos se obtém um soro mais acido de composicao diferente do soro provindo de queijos de
massa prensada. O soro doce, obtido por coagulacdo enzimatica em pH que varia entre 5,9 a
6,3, contém menor quantidade de acido latico, percentual de lactose mais elevado, menor teor
de célcio e menor teor de minerais em relagdo ao soro &cido, obtido em pH 4,6 (MADRID et
al., 1995; SGARBIERI, 1996; SISO, 1996).

Para cada quilo de queijo produzido, sdo utilizados 10 litros de leite, dos quais 9 litros
sdo soro remanescente. (KOSIKOWSKI, 1979; KOUSHKI et al., 2012; CARVALHO et al.,
2013). A producdo mundial de soro de queijo é estimada em cerca de 160 milhdes de
toneladas anuais, com uma taxa de crescimento anual de 2 % (GUIMARAES et al., 2010).
Além disso, a producdo de queijos no Brasil esta crescendo a uma taxa de 4,6% ao ano, nos
ultimos dez anos, o que indica o dobro do crescimento mundial, e, consequentemente, um
aumento consideravel na geracdo de soro de queijo. O Rio Grande do Sul é o segundo maior
produtor de queijos do pais, gerando cerca de 270 mil toneladas de soro de queijo entre 0s
anos de 2009 e 2010 (SIQUEIRA et al., 2010; MAPA/SPA, 2012).

Em se tratando de disposi¢do adequada, o soro de queijo se constitui no subproduto
mais preocupante da industria de laticinios devido ao elevado teor de carga organica, que
variaentre 30 g L e 50 g L de DBO e entre 60 g L™ e 80 g L™ de DQO, e também devido
ao grande volume em que € gerado. O soro de queijo apresenta potencial poluidor
aproximadamente 100 vezes maior que o esgoto doméstico (RICHARDS, 2002; PORTO et
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al., 2005), sendo que quando descartado inadequadamente pode levar a destruicdo da vida
aquatica. Dessa forma, 0 seu aproveitamento em novos processos produtivos pode minimizar
0s problemas ambientais, além daqueles relacionados aos custos para 0 seu tratamento por
parte das empresas (TRINDADE, 2002). Alternativas que agregam valor ao soro de queijo
estdo sendo cada vez mais estudadas, uma dessas alternativas é o uso como substrato em

processos biotecnoldgico.

3.4.2. Permeado de soro de queijo

O permeado de soro de queijo é gerado apds o processo de ultrafiltracdo do soro de
queijo, para produzir isolado ou concentrado proteico. Cerca de 70% dos solidos presentes no
soro s&o mantidos no permeado, principalmente carboidratos como a lactose (SISO, 1996),

conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢ao média (%) do permeado e do soro de queijo (base seca).

Permeado Soro de queijo
Proteinas 3-8 11-145
Carboidratos 68 — 85 63— 75
Gorduras 1,5 1-15
Minerais 8-20 8,2-8,8

Fonte: STOLIAR, 2009

Levando em consideracdo o alto contetdo de nutrientes presentes no permeado, seu
descarte no meio ambiente, assim como o do soro de queijo, causa severos danos ambientais
(EI-KHAIR, 2009). A grande maioria dos dados existentes relacionados a DBO e DQO séo
para o soro de queijo, entretanto como a composicdo de ambos € muito semelhante, os dados
sd0 equivalentes. O permeado apresenta uma DBO em torno de 60 g L™ e DQO em torno de
80 g L™, valores tdo significativos quanto o soro de queijo (ANDRADE & MARTINS, 2002,
GUIMARAES et al., 2010).

Atualmente as empresas estdo buscando tecnologias para o aproveitamento do
permeado, pois € um subproduto pouco valorizado comercialmente e que apresenta um alto
valor nutricional, podendo ser utilizado como fonte de carbono em processos fermentativos

(LIMA, et al., 2012). Além disso, um dos fatores contribuintes para essa busca é a questdo da
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necessidade de tratamento para incorporagdo ao meio ambiente, que, apesar de necessario,
gera custos para as empresas (ALMEIDA, 2004; BALDASSO, 2009).

3.4.3. Soro acido de soja

O soro &cido de soja é um subproduto proveniente de industrias beneficiadoras de soja,
produzido durante a fabricacdo de proteina concentrada de soja, durante a etapa de lavagem e
separagdo do codgulo acido de soja. Nesta etapa, o pH é equivalente a 4,5 e o codgulo
proteico € submetido a uma operacdo de centrifugacdo, em que a fracdo liquida constitui o
soro &cido de soja. A Tabela 3 mostra a composi¢do do soro &cido de soja.

Tabela 3. Composicao centesimal (%) do soro acido de soja (base seca).

Componentes Base seca
Carboidratos 63,08 %
Proteinas 3,60 %
Lipideos 9,91 %
Cinzas 20,18 %
Umidade 2,20 %
Fibra alimentar 1,03 %

Fonte: AOAC, 1995

Extremamente rico em acUcares, principalmente a sacarose, estaquise e rafinose, 0 soro
acido de soja contém fontes de carbono que podem ser utilizadas por microrganismos que
sintetizam a enzima a-galactosidase, como a bactéria Sphingomonas paucimobilis CCT 1899
(INTERPROSCAN, 2014). A enzima € responsavel pela hidrolise de ligagdes encontradas em
oligossacarideos como a estaquiose e a rafinose (ADEMARK et al., 2001). A Figura 3 ilustra
a estrutura dos agucares presentes no soro acido de soja e as enzimas responsaveis por

catalisar sua hidrolise em acucares assimilaveis pelo microrganismo.
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Figura 3. Estrutura da rafinose e estaquiose e as enzimas que catalisam sua hidrélise (Fonte: LeBLANC et.al.,
2004).

No Rio Grande do Sul, sdo produzidos mensalmente mais de 50.000 m? desse subproduto
pela empresa DuPont (RS, Brasil), e devido a esse grande volume gerado sdo gastos
aproximadamente R$175.000,00 mensais para o tratamento do mesmo. Devido a elevada
carga organica presente no soro acido de soja, este apresenta alto potencial poluidor, quando
descartado de forma livre de cuidados.

Atualmente, empresas que processam a soja consideram o soro acido de soja um
residuo e tém altos gastos no processo de tratamento deste efluente, que necessita de mais de
uma etapa de tratamento para que atinja o padrdo de emissdo de residuos determinado pela
FEPAM (Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental, RS, Brasil). Essa necessidade de
multiplas etapas é devido ao soro 4cido possuir uma DQO em torno de 20 g L™, podendo ser
lancado em cursos hidricos com DQO maxima de 0,018 g L™ (WEBER, 2008).

O potencial uso biotecnologico do soro acido de soja vem sendo recentemente
descoberto. Com praticamente nenhuma referéncia a utilizacdo deste como substrato na

literatura, torna-se uma inovagao seu uso em bioprocessos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Microrganismo

O microrganismo Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 foi adquirido da Colecéo de
Culturas Tropical da Fundacdo André Tosello (SP, Brasil). Para sua manutencao, a linhagem
foi mantida em meio YP contendo (g L™): glicose ou lactose, 50; peptona, 5; extrato de
levedura, 3; NaCl, 5; agar, 20; em pH 7,0, previamente esterilizado em autoclave a 121°C por
15 min. As placas foram incubadas a 30°C durante 24 horas, e, posteriormente, armazenadas a
4 °C. Para a sua preservacéo, a linhagem foi estocada em uma suspensdo celular contendo 80
% de celulas e 20% de glicerol, a -20 °C.

4.2. Sistema experimental

A conducdo dos experimentos foi realizada em duas etapas. Na primeira, buscou-se
avaliar e comparar a producdo de goma gelana em agitador rotacional por duas grandes
classes de meios de cultivo: subprodutos industriais e meios sintéticos. Numa segunda etapa,
a producédo da goma foi realizada em biorreator, a partir do meio de cultivo em que se obteve
a maior producdo de goma na etapa anterior. Analises de viscosidade da goma também foram

realizadas para 0s meios com as maiores producées do biopolimero.

4.3. Meios de cultivo

Para producdo da goma em agitador rotacional, os meios foram divididos em dois
grandes grupos: subprodutos industriais e meios semi-sintéticos. O grupo dos subprodutos
industriais foi composto por soro de queijo 50 g L™ (lactose, 40 g L™, proteinas, 6 g L™ e sais
minerais, 4 g L), proveniente da empresa Elegé laticinios S.A. (RS, Brasil); permeado de
soro de queijo 50 g L™ (lactose, 46,5 g L™, proteinas, 1 g L™ e sais minerais, 2,5 g L™), obtido
da empresa Sooro (PR, Brasil); e soro 4cido de soja 45 g L™, cedido pela empresa DuPont
(RS, Brasil). Ja o grupo dos meios semi-sintéticos foi formado por meio semi-sintético lactose
(SL), composto de (g L™): lactose, 50; extrato de levedura, 1; Na;HPO,, 1; KH,PO,, 3;
K,S0s, 10;MgS0,.7 H,0, 1; meios YPL e YPG compostos por (g L™): lactose ou glicose,
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50, respectivamente; peptona, 5; extrato de levedura, 3; NaCl, 5. O pH de todos os meios de
cultivo foi ajustado para 7,0 com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M.

4.4. Producdo de goma gelana em agitador rotacional
4.4.1. Preparo do pré-indculo

O microrganismo foi inoculado em frascos conicos de 250 mL contendo 50mL de
meio YPG, previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min. O material foi
mantido em agitador rotacional a 30°C com uma agitacdo de 250 rpm durante 12 horas. Ao
final desse tempo, a concentracdo celular foi padronizada para densidade éptica igual a 1
(DOgs0 nm = 1). Ap0s, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em um volume

correspondente a 10% do volume total de cultivo, para cada um dos distintos meios.

4.4.2. Producéo de goma gelana

A producdo da goma ocorreu através da adicdo de 5mL de indculo contendo a
linhagem Sphingomonas paucimobilis CCT 1899, em um frasco conico de 250 mL contendo
45 mL de meio de cultivo, totalizando um volume final de 50 mL. Os frascos conicos
contendo a linhagem foram mantidos em agitador orbital, a uma temperatura de 30°C, a uma
velocidade de agitacdo de 250 rpm, por um periodo de 96 h. Oito meios de cultivos foram
testados nesta etapa experimental: 1) soro de queijo 50 g L™; 2) permeado de soro de queijo
50 g L™ suplementado com peptona bacteriolégica, 5 g L™; 3) soro de queijo 50 g L™
hidrolisado com a enzima B-galactosidase; 4) permeado de soro de queijo 50 g L™ hidrolisado
com a enzima B-galactosidase e suplementado com peptona, 5 g L™; 5) soro 4cido de soja 45
g L™ 6) Sintético lactose (SL) 50 g L™ 7) YPL 50 g L™ e 8) YPG 50 g L. Todos os
experimentos foram realizados em duplicada e a analise estatistica dos resultados foi realizada

utilizando o programa Statistic 7.0 (StatSoft, Estados Unidos).

A hidrolise da lactose presente nos meios soro e permeado de queijo foi realizada
através da enzima comercial B-galactosidase (DSM Food Specialties, Holanda), a partir da
adicdo de 0,5 mL de enzima para cada litro de meio de cultivo, a uma temperatura de 25 °C,
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por um periodo de 8 h. O soro &cido de soja foi concentrado quatro vezes em concentrador

para que atingisse uma concentracao de aclcares de aproximadamente 45 g L™

4.5. Producéo de goma gelana em biorreator

Nesta etapa experimental o soro de queijo foi 0 meio de cultivo escolhido para ser
empregado na producdo do biopolimero visto apresentar alta producdo de goma gelana em
experimentos em agitador rotacional (etapa anterior), e especialmente, por ser um meio de
cultivo alternativo e menos oneroso para a conducao deste bioprocesso. O pré-inoculo foi
feito adicionando-se uma algada da bactéria em um frasco de 250 mL contendo 50 mL de
meio YPL. O frasco foi incubado em agitador rotacional a 250 rpm, 30°C por 12 h. Em
seguida, a concentracdo celular foi padronizada para densidade dptica igual a 1 (DOsgso = 1).
As células foram centrifugadas e ressuspendidasem meio soro de queijo em um volume
correspondente a 10% do volume total do biorreator de bancada. O meio de cultivo utilizado
foi 0 soro de queijo 50 g L™*(lactose, 40 g L™, proteinas, 6 g L™ e sais minerais, 4 g L™). O
cultivo ocorreu a uma temperatura de 30 °C, a uma velocidade de agitacdo de 400 rpm, e

aeracdo de 2 vvm.Este experimento foi realizado em duplicata.

4.6. Recuperacdo e quantificacdo da goma

Para recuperacdo da goma gelana o meio de cultivo foi submetido a centrifugacdo a
15.000xg por 15 min a 4°C, para a separacdo das células. Em seguida, foi acrescentado ao
sobrenadante, trés partes de etanol 92 % para a precipitacdo. Apos 30 minutos de repouso, 0
material foi novamente centrifugado (15.000 xg, 15 min, 4 °C) para a recuperacdo do
biopolimero precipitado. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado de goma gelana seco
em estufa a 50° C por 24 h até peso constante. O peso-seco da goma foi obtido através da
relagdo entre a diferenca de peso do frasco vazio previamente seco com o peso do frasco seco

acrescido da goma dessecada.
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4.7. Métodos analiticos

A concentracdo dos acUcares lactose, glicose e galactose foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando detector de indice de refracdo (IR)
e coluna Bio-RadAminex HPX 87H, a 45 °C, &cido sulfdrico (H,SO4) 5 mM como fase
mével, fluxo de 0,6 mL min™ ¢ 20 pL de volume de amostra. A concentragdo dos aglicares
totais presentes em meio soro acido de soja foi realizada por método Dubois, utilizando
glicose como padrdo (DUBOIS et al., 1956).A concentracdo celular foi determinada através
da medicdo da absorbancia em 640nm e correlacionada a curva de calibracdo densidade dptica

VErsus peso Seco.

4.8. Analise da viscosidade

A analise da viscosidade da goma produzida foi realizada para 0s meios em que se
obteve as maiores producdes do biopolimero. Para tanto, as gomas produzidas através de soro
de queijo e meio sintético de lactose em agitador rotacional foram avaliadas. Para fins de
comparagdo, a goma produzida por soro de queijo em biorreator também foi analisada.
Amostras de 50mL de cada meio foram precipitadas, secas em estufas a 30 °C e diluidas em
4gua, em soluces de 30 g L™ . As amostras foram analisadas em viscosimetro de Ostwald a
uma temperatura de 30 °C, realizando seis repeticdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Morfologia das coldnias de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899

Sphingomonas paucimobilis ¢ uma bactéria gram-negativa em forma de bacilo. As
colbnias desse microrganismo apresentam uma cor amarela pigmentada e uma textura
pegajosa, devido aos glicoesfingolipideos (GSL) presentes na membrana externa, diferente
das demais bactérias gram-negativas. Os GSL parecem ter muitas das mesmas funcdes dos
LPS presentes na maioria das membranas de bactérias gram-negativas, tal como uma barreira
de substéncias bactericida(BALKWILL et al,1999).

A glicose é utilizada preferencialmente para o crescimento, mas uma grande variedade de
outros agUcares tais como arabinose, futose, galactose, lactose, manose, melibiose, sacarose,
trealose e xilose também sdo frequentemente assimilados. Outro aspecto interessante € que,
além de monossacarideos e dissacarideos, Sphigomonas paucimobilis também pode assimilar
polissacarideos como o amido (BALKWILL et al,1999).

A Figura 4 ilustra a semelhanca de crescimento da bactéria Sphingomonas paucimobilis
CCT 1899 em placas contendo meios YPG e YPL. Nota-se que as caracteristicas
morfoldgicas das colbnias sdo condizentes com o descrito na literatura (BALKWILL et al.,
2006).

Figura 4. Colbnias de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 crescidas a 30°C por 24 h em meios YPG (A) e
YPL (B).
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5.2. Cinética da producéo de goma gelana por Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em
agitador rotacional

A producdo de goma gelana em agitador rotacional foi realizada com o objetivo de
avaliar a influéncia de diferentes substratos sobre a cinética de producdo do biopolimero, e,
posteriormente utilizar o meio de cultivo que conferiu a maior producdo da goma para testes
em biorreator. Para esta etapa experimental, a abordagem da discusséo sera baseada nas duas
grandes classes de meio de cultivo empregadas neste trabalho: os subprodutos industriais e 0s
meios semi-sintéticos, sendo que na classe dos subprodutos industriais, encontram-se ainda o0s

subprodutos hidrolisados.
5.2.1. Subprodutos industriais

A produgéo de goma utilizando subprodutos industriais tem como objetivo aproveitar
o grande potencial nutricional que estes apresentam como substrato alternativo para este
bioprocesso, auxiliando na reducdo de custos associados a producdo do biopolimero. Neste
trabalho foram utilizados trés subprodutos industriais como substrato: soro de queijo,
permeado de soro de queijo enriquecido com peptona e soro acido de soja. Os resultados
obtidos para a producdo de goma gelana nos distintos meios podem ser observados na Figura

5, e detalhadamente na Tabela 1 do Anexo deste trabalho.
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Figura 5. Cinética da produgdo de goma gelana em cultivos em agitador rotacional. (A) soro de queijo, (B)

permeado de soro de queijo enriquecido com peptona e (C) soro &cido de soja. (m) lactose, (®) biomassa, (<)

goma gelana.
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O soro de queijo é um subproduto rico em nutrientes, com quantidades interessantes
de carbono, nitrogénio e sais minerais para a utilizacdo em bioprocessos (RICHARDS, 2002;
DOMINGUES, et al., 2010; GABARDO et al., 2012). A disponibilidade dessas fontes de
nutrientes proporciona um ambiente favoravel ao crescimento bacteriano e a producdo de
compostos microbioldgicos. No presente trabalho o soro de queijo apresentou grande
potencial como substrato. Comparativamente, durante as 96 h de cultivo, foi o subproduto
com maior produco, chegando a um méximo de 8,46 g L™ em 72 h, e uma produtividade
volumetrica (Qp) de 0,12 g L™ h™conforme mostra a Figura 5A e a Tabela 4. Esse resultado
foi semelhante ao encontrado em literatura para producdo de goma gelana em soro de queijo
30 g L™ em agitador rotacional 250 rpm a 30°C, que foi de 7,9 g L™ (FIALHO et al., 1999).

Além da maior producdo de goma, esse bioprocesso obteve grande formacdo de
biomassa, sendo a maior entre os subprodutos, de 8,42 g L™ em 48 h. A quantidade de lactose
inicial foi de 30,43 g L™, porém, durante o cultivo essa concentragéo foi diminuindo conforme
aumentava biomassa e a producdo de goma gelana, o que significa que o microrganismo
estava consumindo ativamente o acucar, chegando a um minimo de lactose residual de 6,67 g
L™ em 96 h.

Tabela 4. Produgdo de goma gelana e produtividade volumétrica (Qp) por Sphingomonas paucimobilis CCT

1899 crescida em diferentes meios de cultivo, em agitador rotacional, a 30 °C, 250 rpm.

Meios de cultivo Goma gelana(g L™) Qo(gL*h™
Soro de queijo 8,46° 0,12
Permeado suplementado 0,99" 0,01
Soro &cido de soja 1,44° 0,03
Soro de queijo hidrolisado 8,192 0,11
Permeado hidrolisado 1,15° 0,02
Sintético lactose 9,872 0,10
YPL 0,04 0,01
YPG 1,46° 0,01

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05)

O permeado de soro de queijo pode ser uma alternativa para utilizagdo nesse
bioprocesso, contudo, como contém pouca quantidade de proteina e nitrogénio, pode existir a

necessidade de suplementacdo do mesmo. Tendo em vista essa baixa concentracdo de
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nutrientes essenciais para 0 crescimento microbiano e a producgdo de goma, o permeado foi
enriquecido com peptona, servindo como fonte para tal. Analisando a Figura 5B, nota-se que
apesar do pico de biomassa ser de 8,61 g L™ em 48 h, o pico de producdo de goma foi de
apenas 0,99 g L™ em 72 h, com produtividade volumétrica de 0,01g L™ h™* (Tabela 4). Uma
explicagdo para isso é a influéncia da falta de precursores essenciais para a sintese de enzimas
necessarias para a producdo de goma gelana, como o fosforo utilizado na sintese da enzima
UDPG (uridine-5-diphosphate-D-glucose), que induz a sintese de glicose e acido glucurénico,
dois dos principais componentes da estrutura da goma gelana (MARTINS et al., 1993). Muito
embora 0 meio permeado de soro de queijo tenha sido suplementado com fonte de nitrogénio,
a metabolizacdo do acgucar foi de apenas 55 %, havendo grande formacdo de biomassa. Este
fato sugere o acucar foi metabolizado apenas para a formacdo da biomassa, e ndo para a
geracdo de goma gelana. Uma hipdtese para isso é que a diferenca entre as proteinas presentes
no soro de queijo e as sintéticas adicionadas no permeado podem estar influenciando
diretamente na bioconversdo para goma gelana, e, por isso, uma baixa quantidade de goma foi
obtida a partir deste meio. Maiores estudos para avaliar a influéncia de diferentes fontes de

nitrogénio se fazem necessarias para esclarecer este comportamento.

A goma gelana produzida pelo soro &cido de soja apresentou um aspecto visual
diferenciado. A mudanca na estrutura da goma pode ser devido aos componentes do
subproduto, ja que, as mesmas condicdes de cultivo foram reproduzidas para os diferentes
meios. E visto em literatura que meios com baixa quantidade de nitrogénio geram gomas com
baixa consisténcia e altas taxas de cisalhamento (DREVETON et al., 1994), o que pode ser
uma explicacao para este caso. Os principais acucares que constituem o soro acido de soja sao
a sacarose, a rafinose e a estaquise. Microrganismos que tém a capacidade de assimilar esses
acucares contam com a presenca de duas enzimas, o-galactosidase e invertase, capazes de
fazer a hidrdlise das ligacbes dos oligossacarideos, transformando-os em monossacarideos ou
dissacarideos (ADEMARK et al., 2001). O microrganismo Sphingomonas paucimobilis CCT
1899, é provido de apenas uma dessas enzimas, a a-galactosidase, 0 que demonstra sua
eficacia na quebra de estaquiose e rafinose, porém o microrganismo consegue assimilar a

sacarose, mesmo nao sintetizando a enzima invertase.

Como pode ser visto na Figura 5C e Tabela 4, a utilizacdo desse subproduto resultou
em um pico méximo de apenas 1,44 g L™ de goma gelana no tempo de 72 h, com uma

produtividade de 0,03 g L™ h™®. A biomassa acumulada teve um pico em 72 h, com 3,5 g L™,
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aproximadamente a metade da biomassa produzida através do meio soro de queijo. Em
literatura, quando utilizado bagaco de soja como substrato, se obteve uma quantidade de 7,5 g
L™ de goma gelana, através do microrganismo Sphingomonas paucimobilis NK2000, mutante
de Sphingomonas paucimobilis ATCC 31461, em agitador rotacional a 200 rpm e 30 °C, por
48 horas (JIN et al., 2003). Essa diferenca na quantidade produzida em literatura através do
bagaco de soja, com a quantidade de goma produzida neste trabalho com o soro acido de soja,
pode ser devido, principalmente, a composicdo do meio, j& que ambos sdo subprodutos com

propriedades nutricionais diferentes.

5.2.2. Subprodutos hidrolisados

Levando em consideracdo a preferéncia constatada em literatura do microrganismo
Sphingomonas paucimobilis por meios contendo glicose ou sacarose como fonte de carbono
(SUTHERLAND, 2002), os subprodutos industriais soro de queijo e permeado de soro de
queijo suplementado com peptona foram hidrolisados através da enzima B-galactosidase. A
enzima cliva os dimeros de lactose em glicose e galactose (MATTHEWS, 2005). Os dados

obtidos no experimento podem ser analisados na Figura 6.
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Figura 6. Cinética da produgdo de goma gelana em cultivos em agitador rotacional em soro de queijo hidrolisado
(A), permeado de soro de queijo hidrolisado enriquecido com peptona (B). (m) lactose, (A) galactose, (V)

glicose, (@) biomassa, (¢) goma gelana.

O soro de queijo hidrolisado teve uma composicéo de agtcares inicial de 0,75 g L™ de
lactose, 17,39 g L™ de glicose e 19,36 g L™ de galactose, como pode ser visto na Figura 6A. A
producdo de biomassa foi ligeiramente menor quando comparada ao soro de queijo, sendo
produzido um méximo de 8,19 g L™ em 72 h, enquanto que no soro de queijo sem hidrdlise
foi de 8,46 g L™ em 72 h. Conforme verificado na Figura 6A, a bactéria consumiu mais
rapidamente a glicose do que a galactose. Muito embora ambos os aglcares tenham sido
metabolizados simultaneamente, o fato sugere a preferéncia pela glicose como anteriormente
demonstrado em literatura(SUTHERLAND, 2002). Esse consumo mais lento de galactose
pode ser devido a sua entrada na via de metabolizacdo de galactose, Via Leloir, antes da
entrada na via glicolitica (KEGG, 2014). Além do mais, uma alta produtividade volumétrica
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foi obtida em meio soro de queijo hidrolisado, chegando a um maximo de 0,11 g L™* h*
(Tabela 4). Dessa forma, fica evidenciado que o soro de queijo apresenta potencial para a
utilizacdo neste bioprocesso, ndo necessitando da etapa prévia de hidrolise, o que acarreta em

menos custos associados ao processo.

A producdo de goma gelana através do permeado de soro de queijo hidrolisado e
suplementado com peptona ndo obteve resultados significativos que justificassem seu
potencial de utilizacdo nesse bioprocesso, conforme pode ser observado na Figura 6B. Uma
explicagdo para a pouca quantidade de goma gelana produzida neste meio remete-se aquela
anteriormente discutida em relacdo ao permeado de soro suplementado, em que a influéncia
de diferentes fontes de nitrogénio, podem estar associados a diferencas na metabolizagéo e
producdo do biopolimero. Em relagdo a producdo de biomassa, esta foi inferior quando
comparada a producdo em permeado ndo hidrolisado, contudo a quantidade de agUcares
consumidos foi similar ao do permeado néo hidrolisado (60 %). Uma explicacédo para este fato
pode ser devido a um maior consumo dos acgucares para a manutencdo celular, e ndo para a
geracdo de biomassa, visto que este meio é constituido por duas fontes de acucares diferentes
daquela em permeado nao hidrolisado, onde as exigéncias dos transportadores de agucares
(permeases) e do microrganismo podem ser diferentes (CORREIA et al., 2002).

5.2.3. Meios semi-sintéticos

Para comparacao dos dados obtidos através do processo de produgdo de goma gelana em
subprodutos industriais, foram realizados testes com meios sintéticos. O conjunto de dados
gerados testando os trés meios sintéticos, sintético lactose, YPL contendo lactose como fonte
de carbono e YPG contendo glicose como fonte de carbono estdo apresentados na Figura 7 e

detalhadamente no Anexo deste trabalho.
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Figura 7. Cinética da producdo de goma gelana em meios semi-sintético lactose (A), YPL (B), YPG (C).

(m) lactose, (V) glicose, (®) biomassa, (©) goma gelana.

O meio semi-sintético lactose contém todos os sais necessarios para o crescimento do

microrganismo Sphingomonas paucimobilis (WANG, 2006). Por esse motivo, aliada a uma
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fonte de nitrogénio e a uma fonte de carbono, no caso a lactose, 0 microrganismo formou uma
biomassa méxima de 8,03 g L™, no tempo de 72 h. A producéo de goma gelana em meio
semi-sintético lactose ndo obteve diferenca estatistica quando comparada a producao em soro
de queijo e soro de queijo hidrolisado, chegando a um méaximo de 9,87 g L™ em 96 h, com
produtividade volumétrica (Q,) de 0,10 g L™*h™, o que é proximo do valor encontrado em
literatura, de 10,2 g L™, para cultivo em agitador rotacional utilizando lactose 30 g L™ como
fonte de carbono, a 250 rpm e 30 °C (FIALHO et al., 1999). Autores demonstram que,
utilizando o0 mesmo meio sintético lactose presente neste trabalho, e otimizando um tempo de
descanso e um tamanho para o indculo, é possivel chegar a uma producéo de 20,0 g L™ de
goma gelana, através da utilizacdo de agitador rotacional a 180 rpm e 30 °C (NAMPOOTHIRI
et al, 2003).

Um ponto interessante a observar € a questdo da produtividade (Qp), apesar do meio
sintético lactose apresentar uma producdo de goma estatisticamente igual & producdo do soro
de queijo, a produtividade foi menor. O meio sintético obteve uma produtividade de 0,08 g L™
h™*, enquanto que o soro de queijo obteve uma produtividade de 0,19 g L™ h™em 24 h(Anexo
1). Uma explicacdo para essa diferenca de produtividade é em relacdo aos compostos do
meio. Como o soro de queijo € derivado do leite, ele possui proteinas como a a-lactalbumina e
a P-lactoglobulina (RICHARDS, 2002), enquanto o meio sintético apenas possui
componentes sintéticos. As fontes de, por exemplo, aminoacidos, sdo diferentes entre os dois
meios, fazendo com que o soro de queijo ofereca um conjunto de nutrientes que aumente a

produtividade em relacdo ao meio sintético.

Ambos os meio YPL e YPG ndo apresentaram producdo significativa de goma.
Conforme a Figura 7B e 7C, houve crescimento celular, porém, a producdo de goma nao
acompanhou este aumento de biomassa. Como estes sdo meios utilizados em literatura para
crescimento celular (WANG et al., 2006; BAJAJ et al., 2006), um hipéGtese € a de que
nutrientes essenciais para a producdo de goma gelana, como, por exemplo, o fésforo, ndo
estejam presentes, ou em quantidades insuficientes, prejudicando as taxas metabodlicas de
producdo. Na literatura, a producdo de goma gelana pelo mesmo microrganismo em meio
simplificado, contendo glicose como fonte de carbono e em agitador rotacional a 200 rpm e
30 °C, foi de até 13,67 g L™". A producéo foi maior no meio simplificado porque, apesar do
meio ser menos complexo do que o0 0s meios comumente utilizados, apresenta adi¢do de sais
que contém os elementos necessarios para a producdo da goma gelana em quantidades

sufucientes, como nitrogénio e fosforo (WANG et al., 2006).



40

5.3. Cinética da producdo de goma gelana por Sphingomonas paucimobilis CCT 1899
em biorreator

O substrato utilizado como meio de cultivo para o bioprocesso em biorreator foi definido
como o soro de queijo devido a este apresentar alta producdo de goma gelana em agitador
rotacional, e principalmente, por ser um meio de cultivo alternativo e menos oneroso para a
conducdo deste bioprocesso. A Figura 8 apresenta o aspecto do meio soro de queijo, apés a
formacdo de goma gelana. Conforme se verifica, 0 meio de cultivo passou a ter a coloragédo
caracteristica do microrganismo Sphingomonas paucimobilis, assim como uma maior

resisténcia a agitacdo foi observada, devido a formacéo do gel.

Figura 8. Aspecto do meio soro de queijo ap6s a produgdo de goma gelana, em 72 h.

A Figura 9 juntamente com a Tabela 5 apresenta os resultados obtidos através do
cultivo em biorreator utilizando Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 para producdo de
goma gelana. A cinética de consumo de acucar (lactose) em biorreator foi mais rapida quando
comparada com os testes em agitador rotacional, restando apenas 3,82 g L™ em 72 h, enquanto
que em agitador rotacional, no mesmo perfodo, foi de 11,70 g L™. Muito embora o perfil de
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producdo de goma gelana em biorreator tenha sido similar ao teste em agitador rotacional nas
primeiras 24 h, alcancando uma producdo de 4,65 g L™ e uma produtividade volumétrica de
0,19 g L*, se verificou que a producdo de goma gelana em biorreator ndo aumentou
consideravelmente até 72 h, ao passo que em agitador rotacional, um aumento gradual e
significativo foi observado. Neste caso, a aeracdo e a agitacdo contribuiam para a formacao de
biomassa, mas ndo significativamente para a producdo de goma gelana. Além disso, uma
hipdtese é a de que a alta agitacdo pode estar contribuindo para a degradacao do biopolimero,
ja que a producdo em biorreator foi menor, quando comparada a producdo em agitador

rotacional, com 0 mesmo substrato.
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Figura 9. Cinética da producdo de goma gelana em soro de queijo através de biorreator. (m) lactose, (®)

biomassa, (¢) goma gelana.

Apesar de aparentemente a goma produzida estar em grande quantidade apds o
processo de precipitacdo, essa observacdo foi refutada. Com a mudanca das condicdes, a
estrutura da goma gelana hipoteticamente pode ter sido alterada. Apesar disso, uma evidéncia
de que, otimizando as condic¢des de cultivo o biorreator seja uma opcao interessante, é devido
ao microrganismo ser aerobio, ja que em condi¢cdes aumentadas de aeracdo e agitacao

ocorrem diferengas na producado e aspecto da goma gelana (GIAVASIS et al., 2006).



42

Tabela 5. Consumo de lactose, concentracdo de biomassa, producdo de goma gelana e produtividade volumétrica

em biorreator operado a 30 °C, 400 rpm, 2 vvm.

Tempo Lactose Biomassa Gomagelana  Q,
(h) LY L™ QL™
0 35,19 0,13
24 32,71 3,78 4,65 0,19
48 8,65 4,73 4,37 0,09
72 3,82 8,01 4,87 0,06

5.4. Aspecto e viscosidade da goma gelana produzida por Sphingomonas paucimobilis
CCT 1899

Apos os testes de quantificacdo da producdo de goma gelana, os substratos com
melhor produtividade, soro de queijo e sintético lactose, em agitador rotacional, e soro de
queijo, em biorreator, tiveram a goma analisada por viscosimetro. Como a estrutura de EPS
tende a mudar conforme os componentes do meio e as condi¢Ges de cultivo em que o
microrganismo € submetido (MARGARITIS et al., 1985; DREVETON et al., 1994), as
diferencas quanto ao aspecto visual das gomas produzidas pode ser observadas na Figura 10.
A composicdo do soro de queijo ¢é diferenciada do meio sintético, ja que o soro apresenta
nutrientes advindos do leite, enquanto o meio sintético apresenta proteinas presentes no
extrato de levedura e na peptona. Essas diferencas envolvendo composicéo e condi¢des do
meio de cultivo podem ter provocado mudangas na estrutura da goma gelana. A goma
produzida por meio sintético lactose é representada pela Figura 10A. Com a analise visual se
verificou que se trata de uma goma fibrosa e firme, diferente das demais. A Figura 10B
demonstra a goma gelana produzida por soro de queijo em agitador rotacional, que apresenta
uma coloracdo mais clara, quando comparada a goma do meio sintético. J& a goma produzida

por soro de queijo em biorreator, Figura 9C, aparentemente foi menos densa que as demais.

A analise da viscosidade demonstrou uma maior viscosidade da goma gelana
produzida por soro de queijo em agitador rotacional, similar & viscosidade do meio sintéetico
lactose. Em literatura sabe-se que a goma produzida por meio soro de queijo em agitador
rotacional nas condic¢des de 250 rpm e 30 °C é mais viscosa, quando comparada & produzida
através de meios sintéticos contendo fonte de carbono lactose ou glicose (FIALHO et al.,

1999). A goma produzida através de soro de queijo em biorreator, como observado
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visualmente, obteve menores valores de viscosidade. VValores medidos nos diferentes meios

podem ser observados na Tabela 6.

Figura 10. Aspecto da goma gelana produzida através de (A) meio sintético lactose, (B) soro de queijo em

agitador rotacional, (C) soro de queijo em biorreator.

Tabela 6. Viscosidades nos diferentes meios de cultivo: Sintético lactose (SL), soro de queijo em agitador

rotacional (SQ) e soro de queijo em biorreator (SQB).

Meio de cultivo Concentracéao Tempo Viscosidade
(gL (s) especifica
(Pa.s)
SL 30 30,24 2,60
SQ 30 31,32 2,69
SQB 30 20,46 1,76

Uma explicacdo para a menor viscosidade da goma a partir de soro de queijo em
biorreator é em questdo da maior aeracdo e agitacdo mecénica a que o bioprocesso foi
submetido. Sabe-se que através de cultivos em biorreator altas taxas de aeracdo combinada
com agitacdo vigorosa aumentam o crescimento de Sphingomonas paucimobilis (GIAVASIS
et al., 2006), porém, pode-se constatar que ndo necessariamente esse aumento de biomassa
leva a um aumento da producdo de goma, e, também, que essa goma pode ndo ser tdo viscosa
quanto a produzida em agitador rotacional. Para que se chegue a um bioprocessos com alta
produtividade, e, ao mesmo tempo, alta qualidade da goma gerada, sdo necessarios estudos

visando a otimizacéo do processo.
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6. CONCLUSOES
O presente trabalho resultou nas seguintes conclusdes:

Os substratos utilizados no processo e a fonte de acucar influenciaram a producéo da goma.
Entre os subprodutos, o substrato que conferiu maior produtividade foi o soro de queijo,

enquanto que nos meios semi-sintéticos foi o semi-sintético lactose.

Os subprodutos hidrolisados ndo mostraram diferenca estatistica em relagdo a producgdo de
goma dos subprodutos néo hidrolisados, o que demonstra que a etapa de hidrélise pode ser

dispensada, diminuindo os custos do processo.

O soro de queijo mostrou-se um potencial substrato alternativo para utilizacdo neste

bioprocesso.

As condigdes de cultivo, como a aeracdo e a agitacdo, e a composi¢do do meio influenciam

tanto na producdo quanto nas propriedades da goma gelana.

A goma gelana produzida a partir de soro de queijo em biorreator apresentou menor
viscosidade quando comparada a goma gerada a partir do meio semi-sintético lactose e do

soro de queijo em agitador rotacional.
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ANEXO

Tabela 1. Consumo de aguUcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade volumétrica
(Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em soro de queijo, em agitador rotacional
a 30 °C, 250 rpm.

Tempo Actcar (g L™ Biomassa Goma gelana Qp
(h) LY QLY @L™h?
Lactose

0 30,43 1,29
5 31,67 2,43
10 30,41 3,10
24 26,76 6,79 4,62 0,19
48 17,66 8,42 5,89 0,12
72 11,70 7,72 8,46 0,12
96 6,67 7,17 7,97 0,08

Tabela 2. Consumo de agUcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade
volumétrica (Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em permeado de soro
de queijo suplementado com peptona, em agitador rotacional a 30 °C, 250 rpm.

Tempo (h) Acucar Biomassa Goma gelana Qp
L™ L™ L™ (@L*h™h
Lactose

0 38,97 0,39
5 37,34 0,57
10 37,86 0,70
24 38,70 7,41 0,62 0,03
48 29,85 8,61 0,77 0,02
72 27,68 3,26 0,99 0,01

96 21,60 3,29 0,92 0,01
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Tabela 3. Consumo de aglcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade
volumétrica (Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em soro acido de

soja, em agitador rotacional a 30 °C, 250 rpm.

Tempo (h) Actcar (g L™ Biomassa Goma gelana Qp
@L? @L? @L*h?

0 36,74 0,12
5 36,49 0,38
10 27,83 0,69
24 20,57 2,54 1,12 0,05
48 12,61 3,35 1,43 0,03
72 8,30 3,59 1,24 0,02
96 6,95 3,09 0,86 0,01

Tabela 4. Consumo de acUcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade
volumétrica (Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em soro de queijo
hidrolisado, em agitador rotacional a 30 °C, 250 rpm.

Tempo Acucar Biomassa Goma Qp
(h) QL™ L™ gelana (gL h?)
QL™
Lactose Glicose  Galactose

0 0,75 17,39 19,36 0,77
5 0,61 14,80 17,59 1,73
10 0,60 10,62 16,29 2,18
24 0,82 10,70 15,85 5,65 2,43 0,10
48 0,70 8,01 15,44 6,34 4,89 0,10
72 0,55 7,56 15,69 7,15 8,19 0,11

96 0,64 3,18 15,26 6,71 7,49 0,08
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Tabela 5. Consumo de agUcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade
volumétrica (Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em permeado de soro

de queijo hidrolisado, em agitador rotacional a 30 °C, 250 rpm.

Tempo Acucar Biomassa Goma Qp
(h) L™ L™ gelana  (gL*h™)
@L?
Lactose Glicose  Galactose

0 3,49 22,08 28,23 0,20
5 4,32 20,16 23,39 0,36
10 4,04 20,93 18,75 0,53
24 3,76 17,44 17,68 4,26 0,95 0,04
48 3,33 15,88 16,19 5,16 1,14 0,02
72 2,79 15,08 14,68 4,43 0,77 0,01
96 1,94 10,36 10,34 3,51 0,85 0,01

Tabela 6. Consumo de acUcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade
volumeétrica (Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em meio sintético

lactose, em agitador rotacional a 30 °C, 250 rpm.

Tempo (h) Actcar (g L™) Biomassa Goma gelana Qp
L™ gL™ @L*h?
Lactose

0 49,38 0,05
5 44,07 0,12
10 42,54 0,68
24 33,74 3,67 2,01 0,08
48 28,96 7,45 3,05 0,06
72 15,16 8,03 5,99 0,08

96 4,92 7,31 9,87 0,10
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Tabela 7. Consumo de agUcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade
volumétrica (Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em YPL, em

agitador rotacional a 30 °C, 250 rpm.

Tempo (h) Actcar (g L™ Biomassa Goma gelana Qp
@L? @L? @L*h?
Lactose
0 49,62 0,03
5 47,71 0,30
10 40,55 0,62
24 42,01 8,83 0,00 0,0000
48 31,54 7,53 0,02 0,0008
72 21,50 6,78 0,02 0,0004
96 9,08 6,78 0,03 0,0004

Tabela 8. Consumo de acUcar, producdo de biomassa e de goma gelana e produtividade
volumétrica (Qp) para cultivo de Sphingomonas paucimobilis CCT 1899 em YPG, em

agitador rotacional a 30 °C, 250 rpm.

Tempo (h) Acucar (g L™ Biomassa Goma gelana Qp
L™ L™ @L™*h™)
Glicose
0 51,71 0,03
5 50,13 0,04
10 49,64 0,07
24 47,90 3,61 1,18 0,05
48 42,07 4,11 1,40 0,03
72 40,41 4,84 1,32 0,02

96 31,16 4,28 1,45 0,01




