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RESUMO

A nata de coco, alimento glicidico obtido por fermentacdo em
superficie promovida por Acetobacter xylinum, é bastante difundida
em alguns paises asiaticos, principalmente nas Filipinas. Como meio
de cultivo sao utilizadas a agua ou o leite de coco, produtos de
baixo valor econémico e residuos de processamento da fruta; ha
indicativos na literatura, entretanto, de que outros residuos agro-
industriais como soro de leite ou mesmo suco de frutas podem ser
utilizados. A fim de avaliar a producao de nata para posteriores
estudos visando o uso de meios alternativos, foi utilizado um meio
de composicdo definida com o qual foi possivel definir as condicGes
de pH, de indculo e de incubagdo, assim como observar a influéncia
de acglcares e de acidos no processo. Foram delineados
experimentos usando-se acido acético e glucose como variaveis de
entrada visando a otimizagdao do processo. As condigdes de
fermentacdo incluiram correcdo do pH para 4, adicdo de 10% (v/v)
de in6culo ao meio e incubagdo a 28°C por 10 dias. As condigdes
encontradas como 6timas em relacdo as concentragdes iniciais dos
nutrientes considerados foram 0,65 moles/| de acido acético e

67,4 g/l de glucose, com o que se produz 7,107 g de nata por 250
ml de meio .

Palavras chaves: Nata, fermentacdo em superficie, otimizacao,
Acetobacter xylinum.

SUMMARY

OPTIMIZATION OF "NATA" [BACTERIAL CELLULOSE] PRODUCTION
BY SURFACE FERMENTATION. "Nata", a glycidic food obtained by
surface fermentation with Acetobacter xylinum, is well-known in
some Asiatic countries, mainly the Philippines. Coconut milk or
water, low economical value by-products of coconut processing, are
employed as culture media; the literature on the subject indicates
that other agricultural residues such as milk whey and even fruit
juices may also be used. To evaluate the production of "nata"
aiming further studies concerning alternative culture media, a
synthetic medium was employed, what enabled the determination
of the conditions concerning pH, inoculum and incubation, as well
as the observation of the influence of the presence of sucrose and
acids on the process. To optimize the process, it was designed a set
of experiments with acetic acid and glucose as variables. The
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defined conditions were pH correction to 4, the addition of 10%
(v/v) of inoculum to the medium and incubation at 28°C for 10
days. The optimum initial concentrations of the considered nutrients
were 0,65 moles/| of acetic acid and 67,4 g/l of glucose in which
were produced 7,107 g of "nata"/250 ml of medium.

Key words: "Nata", surface fermentation, optimization,
Acetobacter xylinum.

1 - INTRODUCAO

A sabedoria popular promoveu, nas Filipinas, o desenvolvimento de
tecnologia de aproveitamento do residuo agro-industrial agua de
coco para a obtencdo de um produto alimentar considerado como
fina iguaria de mesa, a nata de coco. Este alimento nativo, ja
produzido em larga escala, vem sendo apresentado ao mercado
consumidor ocidental em exposicdes de produtos alimenticios como
o Saldo Internacional de Alimentos - SIAL em Paris, em 1995 (20),
a Exposicdo de Alimentos na Reunido Anual do Instituto de
Tecnologistas de Alimentos em Atlanta, 1996 (11), assim como ao
meio cientifico em eventos como a Semana Internacional de Sucos
de Frutas em Karlsruhe, em 1996 (19). O Estado da Arte desta
atividade agro-industrial, compreendendo aspectos da cultura do
coco, dos residuos gerados, dos procedimentos habituais da
producdo caseira da nata e sua qualidade, e das perspectivas de
comercializacdo, foi publicado recentemente (22).

Nata de coco é uma sobremesa gelatinosa e delicada, que é
conservada em calda e freqlientemente servida com frutas,
bebidas, cremes ou sorvetes (13,14). Este produto, de natureza
celulésica, é sintetizado por bactérias da flora da agua de coco, em
especial o Acetobacter xylinum (5). O termo nata é de origem latina
(natare significando flotar), e se refere a massa sobrenadante
formada na superficie da agua de coco ou de outros meios de
cultura como sucos de frutas; produtos similares obtidos a partir de
abacaxi, soro de leite e outros tém ensejado o aparecimento de
termos como nata de pinha ou de abacaxi e nata de soro, por
exemplo (7,10).

O processo de produgdo de nata é rudimentar. Para a producdo
doméstica, a dgua de coco é filtrada, aquecida a ebulicdo, resfriada
até a temperatura ambiente, e a 12 copos desta matéria-prima
adicionam-se 2 copos do licor-mae (liquido fermentado em
processo anterior), 1/4 de copo de acido acético glacial e 1 copo de
aclcar comum, misturando-se muito bem todos estes ingredientes
até a formagdo de uma suspensdao homogénea. Os recipientes,
contendo o meio de cultura assim preparado, sdao deixados em
repouso a temperatura ambiente ou o mais préoximo possivel de
28°C a fim de que ocorra fermentacdo. A camada polissacaridica
formada em torno de 14 dias, de aproximadamente 25 mm de
espessura, é retirada e constitui a nata bruta, pronta para ser
beneficiada e o meio de cultura residual constitui-se no licor-mae,



apto para ser usado como inoculante de proximas produgoes
(21,22).

O beneficiamento da nata compreende o corte, em tamanhos
apropriados com facas ou moldadores especificos, contemplando o
uso previsto, o tratamento térmico até a ebuligdo visando a
estabilizacdo do produto, a lavagem ou rinsagem com agua
corrente para eliminagao total do sabor acido e a drenagem. Para
cada parte de nata acrescenta-se uma parte de aglcar e
opcionalmente, corantes, podendo ser adicionados sabores e
aromas adequados. Em seqliéncia, os cubos de nata de coco sdo
acondicionados com xarope de sacarose ou glucose em frascos ou
latas e, apos fechamento hermético, esterilizados.

Para a utilizacdo de outros meios de cultura para a producao de
nata, tais como residuos agro-industriais ou mesmo sucos de frutas
conforme preconiza a literatura especializada, sdo necessarias
investigacbes mais detalhadas sobre o processo de producao,
verificando-se a influéncia de nutrientes como aglcares e acidos,
tanto do ponto de vista quantitativo quanto qualitativo. No presente
trabalho procurou-se estabelecer as melhores condigdes de
producdo de nata em meio de composicao definida visando-se
otimizar o processo de fermentacdo em superficie para obtencdo de
celulose bacteriana para fins alimentares, favorecendo estudos
posteriores de aproveitamento de novos meios de cultura.

2 - MATERIAL E METODOS

Material

A cultura de microrganismos produtores de nata de coco, oriunda
de um produto ndo pasteurizado proveniente das Filipinas contendo
Acetobacter aceti variedade xylinum e utilizada nos experimentos,
foi doada pelo Prof. Armim Feiden, do Departamento de Zootecnia e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Os produtos quimicos utilizados na elaboracdo de reagentes e de
meios de cultura foram de qualidade P.A.

Métodos

Nos experimentos de producdo de nata foi utilizado o meio de
composicao definida recomendado por ALABAN (1), contendo 100
g/l de sacarose, 5 g/l de fosfato acido de potassio, 2,5 g/l de
extrato de levedura, 0,6 g/| de sulfato de amoénio e 0,2 g/l de
sulfato de magnésio heptahidratado, preparado por dissolucdo dos
componentes em agua deionizada e que, apds tratamento térmico
de 20 minutos a 121°C, teve seu pH corrigido para 4 com acido
acético glacial diluido 1:2 (v/v), sob condicdes assépticas. O meio
de cultura estéril, num volume de 250 ml, foi distribuido em Becker
de 500 ml, previamente aquecidos a 121°C durante 20 minutos e
cobertos com tampao de algoddo, que corresponde a altura média
de 6 cm do liquido a ser fermentado e a razdo superficie/volume de
0,07 aproximadamente. A inoculacdo dos meios foi feita com a fase
liguida de uma cultura de microrganismo a uma proporgao de 10%
(v/v), e a incubacdo, em repouso a 30°C em estufa por um periodo
de 10 a 14 dias (1,17,18,21). Apds o periodo determinado pelo



experimento, a nata é recuperada para desidratacdo ou
beneficiamento enquanto que o meio liquido é reservado para
analises ou inoculagdes posteriores. A cultura de microrganismo foi
mantida por repicagem, de forma semelhante, semanalmente.

No caso dos estudos cinéticos, amostras do meio de cultura foram
coletadas de 2 em 2 dias, e nos demais experimentos os meios de
cultura foram analisados ao final do processo, apos 10 ou 14 dias
de fermentacdo. As anadlises efetuadas com o meio de cultura foram
a determinagdo do pH com um pHmetro, de acidez total por
titulometria (9), e de teores de aclcares residuais pelos métodos
de fenol-sulftrico, Somogyi-Nelson e Fehling (4,9). A nata
produzida foi quantificada tanto por medidas de espessura com
paquimetro quanto de peso seco apds desidratacdao em estufa a
40°C, até peso constante (1).

O efeito do pH no processo fermentativo foi verificado na faixa de 3
a 5, com variacoes de 0,25 unidades, em tampao acetato,
buscando-se determinar o pH étimo. A influéncia da quantidade de
indculo foi verificada utilizando-se volumes que variaram de 10 a
25% do volume total do meio de cultivo. O efeito da presenca ou
auséncia de sacarose foi observado comparando-se 0s processos
conduzidos simultaneamente em dois frascos, um deles sem
sacarose. A influéncia dos teores de acido acético foi avaliada
adicionando-se ao meio 1, 3 e 5 g/100 ml de acetato de sédio,
corrigindo-se para pH 4, e conduzindo-se 0 processo na presenga
de sacarose. Experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio
contendo 15 ml de meio, para verificar a influéncia da presenca de
outros acidos organicos, como citrico, malico, lactico e tartarico,
sendo mantido acido acético como referencial, e o processo de
fermentacdo foi desenvolvido tanto na presenga quanto na auséncia
de sacarose, com o pH corrigido para 4. Estes ensaios foram feitos
em triplicata.

Para serem determinadas as melhores condigdes de producdo de
nata foi investigada a influéncia dos teores de acido acético e
glucose através de um delineamento experimental de segunda
ordem, denominado delineamento composto central rotacional com
precisao uniforme, conforme descrito por COCHRAN & COX (3).
Este delineamento subdivide-se em trés parcelas: a primeira, de
quatro pontos (-1; -1), (1; -1), (-1; 1) e (1;1), constitui um fatorial
2?, a segunda, de quatro pontos axiais (-2; 0), (2; 0), (0; -2) e
(0;2), constitui os pontos adicionais incluidos para formar o
delineamento composto central, e a ultima, de cinco pontos,
corresponde a repeticdo dos experimentos no ponto central a fim
de estabelecer a precisao para a estimativa de resposta (2,15,16).

Com base neste delineamento, foram feitas combinagdes
apropriadas de duas variaveis ou fatores independentes (X; = acido
acético, em moles/I e X, = glucose, em g/100 ml), em cinco
diferentes niveis de variacdo. Os resultados foram analisados por
regressdo de superficie de resposta, cujo modelo matematico é:

y = bo + bixi + baxz + b1iX1? + baaxa? + biaxixz + |

onde Y é uma variavel aleatoria, (bo), (b:i; bs) e (bi1; baz; biz) sdo
os coeficientes de ordem zero, um e dois, respectivamente, e x; (=
X: - valor do nivel 0 / distancia entre o nivel 0 e 1) e x, (= Xz -
valor do nivel 0 / distédncia entre o nivel 0 e 1) sdo as variaveis



codificadas, e | é o erro experimental, suposto normalmente
distribuido com média zero e variancia 0. Como os parametros
deste polindmio quadratico devem ser estimados, a equacgédo da
superficie de resposta a ajustar é da forma:

y = bo + bixi + bxx + b11X12 + bszz2 + biaXiXa

A seguir, sdao apresentados os dados relativos ao planejamento
experimental utilizado para os experimentos elaborados. No
primeiro conjunto sdo apresentados a codificacdo das varidveis
independentes e seus niveis de variacdo, e no segundo, a
composicao dos ensaios do experimento.

Varidaveis independentes e niveis de variagio

‘Ll"ﬂl'lé'n"ﬂls ) Mivais

independentas Codigo -0z 1.0 4] +1.,0
m;ﬂﬂmm X1 0012 0025 005 0,075 0,097
Glicose .
(/100 mi) Xz 1485 2500 2,50 7,500 8,535
E’*h‘;;dﬂﬂcﬂm X1 0150 0250 050 0750 0,850
Glucose
(/100 mi)) ¥z 3,000 5000 00 1500 1700

Composigao dos ensaios do experimento

Varldveis Varidveis originais
Ensaio codificadas Plangjamento 1 Planejamento 2
x1 w7 X1 Kz 1 Xz

iy -1 —1 0,025 2500 {25 50
2 +1 =1 0075 2,50 0,75 5.0
03 -1 +1 0,025 7500 0,25 15,0
04 +1 +1 0075 7.500 0,75 15,0
05 -0z 0 0012 5000 0,15 10.0

06 0 0,087 5,000 0,85 10,0
o7 i} -0z 0,058 1.465 0,580 a0
08 ¥] 0,055 B8535 0,50 17.0
19 1] 0 0,055  5.000 0,50 10,0
10 i} 1] 0,055 5.000 0,50 10,0
11 0 0 0,055 5,000 0,50 10,0
12 ¥} 0 0055 5.000 0,50 10,0
13 4] 0 0,055 5.000 0, 540 10,0

As variaveis de saida (Yi) utilizadas para o acompanhamento do
processo de producdo nestes experimentos foram Y; = pH, Y, =
acidez em acido acético (g/100ml), Ys = aglcar consumido (g) e Ya
= peso da nata seca (g), todas medidas no inicio e ao final dos



ensaios, sendo entdo calculada a variagdo ocorrida no periodo de
fermentacdo. Os dados obtidos foram analisados por regressdao em
superficie de resposta (RSREG -Response Surface Regression) no
sistema de analise estatistica (SAS -Statistical Analysis System),
obtendo-se as equacdes preditivas, cuja validade foi avaliada.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas do processo de producdo de nata por
fermentacdo em superficie estdo apresentadas na Tabela 1,
compreendendo os valores de pH, da espessura da nata formada e
do teor do acucar residual observados durante 14 dias. O valor
meédio de pH foi 4,13, com desvio padrdo de 0,28 e coeficiente de
variagao da ordem de 6%, indicando a estabilidade deste
parametro no periodo de experimentacdo. A espessura da nata
apresentou valor médio de 4,74 mm com desvio padrdo de 1,48 e
coeficiente de variacao da ordem de 30% indicando a formacao da
pelicula, gradativa e estavel a partir do 6° dia. O teor médio do
aclcar remanescente foi 12,96 g/100 ml com coeficiente de
variacao da ordem de 15%, sugerindo pequeno consumo.

TABELA 1. Caracteristicas do processo de produgio de
nata por fermentagdo em superficie.

Tempo Espessura  Aglcar residual
(dias) pH () (/100 mi)
0 4,00 0,H) 14,01
2 3,85 1,50 13,66
L 3,86 4,1 13,30
£ 3,84 5,80 13,82
8 4,04 5,80 12,76
10 4,18 6,04 13,22
12 445 5,H 1512
14 4,55 5,0 8,80
Media 413 4,74 12,96
Dasvio 1,25 148 1,98
CN.% 0, 06 0.3 0,15

A Figura 1 ilustra as alteracbes dos parametros investigados no
periodo de 14 dias de fermentagao.
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FIGURA 1. Caracleristicas do processo de produgao de
nata por fermentagao em superficie

Os resultados evidenciam que houve pequeno aumento do pH,
sugerindo baixa alteragdo dos teores de acido, franco aumento da
espessura da pelicula com estabilizagao entre 5-6 mm apds 7 dias,
e pequeno consumo de aglcar, apos 2 semanas de fermentagdo.

A influéncia do pH no processo fermentativo foi estudada na faixa
de 3 a 5, em experimentos que apresentaram resultados médios,
com coeficientes de variacdo da ordem de 10%, aceitaveis em
termos praticos. Os resultados, expressos na Tabela 2, mostram
producao da pelicula em todos os ensaios, embora tenha ocorrido
uma producgdo pequena nos pH 3 e 3,5, assim como em pH 5,0, e
um pico de producgdo nos pH 4,25 e 4,75, indicando a existéncia de
uma faixa de pH mais adequada a producdo de nata.

TABELA 2. Influéncia do pH na produgao de nata.

Espessura da nata Coeficiente de

pH (mim) Cresvio-padrao variacao
3,00 1.577 1,141 0,109
3,25 1.639 0109 0,066
3,50 1.666 0,174 0,104
3,75 2470 0,067 0,027
4,00 2718 0.560 1,134
4,25 4,382 0.838 019
4,50 5068 0.293 0,057
4,75 4,191 0.254 0,080
500 2.260 0.018 0,008

O grafico apresentado na Figura 2 ilustra a influéncia deste
parametro na produgdo de nata.
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FIGURA 2. Influgncia do pH na produgdo de nata.

Os resultados indicam uma faixa de pH étimo entre 4 e 5, com
maior valor de produgdo em pH 4,5 o que estd em concordancia
com os valores encontrados na literatura que, entretanto,
recomenda o pH 4,0 para o processo rudimentar (1,6,17,21) Para
concordancia com a literatura, os ensaios subseqlientes foram
feitos com este valor.

Os resultados do experimento realizado para investigar o efeito da
quantidade de inéculo no processo de obtencao da nata, efetuado
com porcentagens de indculo que variaram de 10 a 25% do meio
de fermentacdo (v/v), apresentaram valores médios que variaram
de 2,5 g a 3,7 g/100 ml para quantidades crescentes de indculo,
sendo que os coeficientes de variacao dos ensaios foram da ordem
de 5%, indicando a sua repetibilidade.

Estes resultados, expressos na Tabela 3, embora sugiram que
exista uma proporcionalidade entre o volume do indculo e a
producdo de nata, ndo sdo suficiente para determinar qual é o
melhor valor para a quantidade de indculo. Aparentemente, o
melhor valor seria 20%, entretanto, se for considerada a producao
relativa ao volume do indculo, podem ser observados valores
decrescentes, que vdo de 0,246 a 0,130, e que indicam a influéncia
negativa do aumento do volume do indculo na producdo de nata,
demonstrando que neste experimento o melhor resultado ocorreu
com o indculo de 10%.

TABELA 3. Influéncia da quantidade de indculo na
produgao de nata,

Indcule Mata seca Desvio-  Coeficenta  Produgio
(b 100 mii  fa 100 mi) padrio  dewvaracio  relativa

10 2,483 0,060 0.0243 246
15 3ar 0,194 00624 0207
20 3,7 0158 .0420 0183
25 3,249 1,148 [1,0455 1,130

Observe-se que o aumento da proporcdo do indculo acarreta o
aumento do volume de um meio exaurido e diminui a quantidade
do meio rico de fermentagado, condigdo que passa a promover
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resultados de producdo inferior de nata no periodo estipulado. Por
outro lado, volumes menores de indculo, embora signifiquem maior
volume relativo de meio rico em nutrientes, contém menor
quantidade de microrganismos.

Desta forma pode ser concluido que o mais adequado volume de
indculo, neste experimento, foi de 10% e por isto os experimentos
subseqiientes foram feitos com esta proporgcao em relagao ao meio
de fermentacao, compatibilizando os resultados com aqueles
encontrados na literatura (1,21).

Com o objetivo de verificar o consumo de sacarose pelo
microrganismo no processo de produgdo de nata, sugerido
anteriormente, foi elaborado um experimento com o meio de
composicao definida adicionado de 10% de sacarose (p/v), e outro,
controle, sem adicdo de aglcar, analisado ao longo de 14 dias,
ambos a pH 4 e com 10% de indculo. Os resultados obtidos,
expressos na Tabela 4, mostraram que a espessura da nata
produzida variou de valores préximos a 1,00 mm, tanto no
experimento com quanto no sem sacarose, até valores de 10,40
mm no final do periodo. As analises demonstraram também que
ndo ocorreram quedas nos teores de aglcar, que apresentaram
valores médios de 11 g/100ml; o pH e a acidez, também
determinados, apresentaram variagdes - o pH aumentou para 5,5 e
a acidez, inicialmente de 1,3 g/100 ml, chegou a atingir 0,65 g/100
mil.

TABELA 4. Influéncia da presenca da sacarose nas
caracteristicas do processo.

Espessira Acidaz H Aciicar
Tigf;‘gf (mm) (g/100 mi) P (g %)
I

Clsac  sisac  cfsac  sfsac  ofsac  slsac  cfsac

i} 0 0 141 111 400 400 10,00
2 1,00 100 132 105 388 401 1114
4 400 3851 192 08 388 411 1040
G 580 500 196 074 384 422 1105
a 670 680 104 087 404 423 100
10 B850 B30 085 080 418 447 1186
12 500 960 08% 053 445 532 1130
14 1060 1030 083 048 485 633 1112
Madia 571 55 110 =076 411 460 1085
Desvi0 326 338 021 023 026 082 071
CN.% 057 060 020 030 006 018 006

Estes resultados foram confirmados pelos valores médios de
espessura da nata, de 5,71 mm com sacarose € 5,56 mm sem
sacarose, ambos com desvios padrdes de 3,30 e coeficientes de
variagcao da ordem de 50%. Isto indica que ndo ocorreram
diferencas significativas na producdo de nata, considerando a
adicdao ou ndo de sacarose, embora tenha ocorrido aumento
gradativo da espessura no decorrer do experimento. Os desvios
padrao da acidez de 0,21 e 0,23 e os coeficientes de variacao de
0,20 e 0,30 com e sem sacarose, respectivamente, mostram a
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variagao ocorrida; quanto ao pH, os coeficientes de variacao, da
ordem de 10%, sugerem variagdes mais discretas. Com relagdo ao
agucar, o coeficiente de variagao foi da ordem de 5%, comprovando
o baixo consumo deste componente. Foi possivel observar que, se
nao houve diferenca na producao de nata nas duas condicoes
testadas, houve diferenga em termos de acidez e de pH; os teores
de sacarose foram constantes indicando que, se houve, consumo de
acucar, este foi muito baixo.

Estes dados mostram que o microrganismo utiliza pequenas
quantidades de aglcar para producao da pelicula, sugerindo que o
remanescente no liquido utilizado como inéculo pode ser suficiente
para o processo. Como a literatura, entretanto, recomenda a adigao
de acucar e corregdo do pH, julgou-se necessario averiguar mais a
fundo esta questdo, com experimentos especificos.

A influéncia do acido acético utilizado para a correcdo do pH sobre o
processo foi investigada e os resultados alcancados estdo expressos
na Tabela 5. Em termos de espessura da pelicula produzida ao
longo de 10 dias, foram observados valores, apds 2 dias de
fermentacdo, de 3,79 mm para 1 g de acetato de sddio adicionado,
e chegaram a atingir, ao final do experimento, 12,17 mm para5g
de acetato de sédio adicionado. Foi observado que a diferenga de
pH no decorrer do experimento foi pequena, mantendo-se proximo
ao valor inicial, os coeficientes de variacdo da ordem de 5% e os
desvios padrdo também pequenos confirmam este fato. A acidez
tituldvel apresentou quedas gradativas em todos os casos,
resultado também confirmado pelos coeficientes de variacdo da
ordem de 20%. Foi possivel constatar a influéncia do teor do
acetato na formacdo de peliculas, que se apresentaram mais
espessas na presenca de concentragdes mais elevadas.

TABELA 5. Produgdo de nata com diferentes
concentragdes de acelato de sddio.
Tempo pH Espessura (mm] Acidez (/100 mi)
[diasy g% 3% g% gk g% g gk gk g
2 472 401 415 379 486 g0B 222 170 1,50
4 448 412 407 414 588 8B 220 150 140
& 488 482 444 450 BEE 1042 200 100 140
B 484 428 414 484 BAD 1147 180 140 1,00
10 4567 483 434 618 DA 1247 120 100 1,00
Média 485 437 423 487 BO0 OBE 1BE 132 126
Desvio 0,14 034 015 091 172 240 042 031 024
CM.% 003 007 003 020 024 024 022 023 020

* 0z ndmeros 1, 3 e & referem-se ds concentragdes de acetato de addio, am
al 100 ml,

Enfim, como foi evidente a influéncia do acetato no processo
fermentativo, fica confirmada a necessidade da adicdo de acido nos
meios de fermentagdo.

Constatada a influéncia positiva do acido acético na produgdo de
nata, foi avaliado o efeito de outros acidos organicos, devido ao
fato da literatura relatar a possibilidade de utilizagdo de suco de
frutas como meio de cultura para o microrganismo (10). Com este
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objetivo, o0 meio de composicao definida, sem adicao ou adicionado
de 10% de sacarose, teve seu pH corrigido para 4 com os acidos
acético, citrico, malico, tartarico e lactico, em tubos de ensaio. Ao
final de 10 dias de fermentagao, foram obtidos os resultados, em
peso de nata seca, expressos na Tabela 6, os quais indicam que
com o acido citrico ocorreu a producdo de 0,147 g em meio sem
sacarose e um aumento para 0,577 g em meio com sacarose. Com
o acido lactico o aumento foi de 0,180 g para 0,405 g, com o
malico o aumento foi mais discreto, de 0,111 g para 0,150 g, com o
tartarico foi de 0,067 g para 0,158 g, e para o acético, de 0,155 g
para 0,235 g. Os resultados obtidos neste experimento confirmam
a influéncia dos acidos organicos no processo fermentativo e
sugerem a viabilidade de utilizacdo de diferentes meios de cultura
para a produgao de nata, como, por exemplo, suco de frutas e soro
de leite, considerando os resultados apresentados com os acidos
normalmente encontrados em frutas e no soro de leite,
respectivamente. Como foram alcangados maiores rendimentos em
termos de peso de nata seca com a utilizagdo de acido citrico, é
pertinente a possibilidade do uso de suco de frutas citricas como a
laranja para producdo de nata; da mesma forma, como os
resultados com acido lactico encontram-se em uma faixa aceitavel,
o uso de residuos de laticinios, como o soro de leite, passa a ser
uma hipdtese atraente.

TABELA 6. Influgncia de &cidos na producdo de nata.
cifrico lactico malice  tartaricy  acetico
Ausenta 0,147 0,180 0,111 0,067 0,155
Prasante 0,877 0,405 0,150 0,158 0,235

Para todos os ensaios a produgao de nata foi maior com a adicao de
sacarose, e entre os acidos, o melhor desempenho foi com acido
citrico.

Definidas as condicdes de pH e de indculo, tempo e temperatura de
incubacdo de acordo com a literatura (1,21), e observada a
influéncia de aglcares e acidos na produgado de nata, foram
delineados experimentos usando diferentes concentragdes de acido
acético e glucose, visando a otimizacdo do processo. O acido
acético foi escolhido tendo em vista a sua utilizagdo no processo
agro-industrial (1,21) enquanto que a glucose, por apresentar
melhores resultados do que a sacarose na producgdo de celulose
bacteriana (5). Os experimentos conduzidos com a intengdo de
verificar a influéncia das concentragdes de acido acético e de
glucose nas caracteristicas do processo fermentativo foram Uteis na
obtencao de dados a respeito das alteragdes ocorridas nos valores
de pH e de acidez total titulavel, de concentracdo de aglcar e de
producao de nata. O dominio do primeiro experimento,
exploratorio, assim como os resultados em termos de variaveis de
saida estdo expressos na Tabela 7, a seguir.
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TABELA 7. Planejamento experimental 1.

Ensaio WVaridvais da entrada Waridveis da saida
X1 w2 L] Y2 b ¥4
i }] 0,025 2 500 099 300 1,55 060G

02 0075 2500 087 148 1,16 1385
03 0025 7500 097 491 1,39 1,985
04 0075 7500 085 137 156 3302
05 0012 2000 104 685 201 1187
06 0,097 5,000 084  24% 140 1666
a7 0,055 1.465 0Fe 033 042 0565
05 0.055 8535 088 13 060 2081
09 0.055 50040 095 288 287 1267
10 0055 5000 098 289 304 1785
11 0,055 5,000 o8 285 304 111
12 0,055 5,000 083  2a7 085 0845
13 0,055 5,000 1,01 102 102 1660

A avaliagdo dos resultados com relacdo a alteracdo dos valores do
pH do meio de fermentacdo, entretanto, levou a observacdo de que
esta alteragao foi pequena, tendo sido mantido o pH em torno do
valor 4,0, ja estabelecido como adequado ao processo
fermentativo. Assim, conquanto a equacao estabelecida em fungao
das varidveis de entrada tenha sido de alguma significancia, capaz
de explicar acima de 86% da variancia, esta variavel de saida foi
desconsiderada. De semelhante forma, foram avaliados os
resultados encontrados com relagdo a alteracdo da acidez titulavel
do meio, e desconsideradas as equagdes que a relacionavam aos
teores iniciais de acido acético e de glucose. Neste caso, o modelo
guadratico chegou a justificar 99,45% da variancia explicavel, que
era de 99,57%, ou seja, trata-se de um modelo bom em termos
estatisticos mas sem aplicagdo pratica. Com relacdo a modificagao
dos teores de aglcar, com indicacdo do seu consumo, uma variavel
de maior interesse, os resultados encontrados ndao foram efetivos
em demonstrar um modelo capaz de explicar as variagcdes, com
uma regressao tanto linear quanto quadratica ndo significativas e
com clara falta de ajuste. Assim, houve um consumo, porém sem a
constatacdo de um padrdo de aproveitamento do aglcar e esta
variavel de saida, visto ndo contribuir para o entendimento do
processo fermentativo, foi desconsiderada no contexto deste
trabalho.

Os resultados observados com relacdo a producdo de nata
demonstraram equacdes capazes de explicar 74% (linear) e 77%
(quadrdtica) da variacdo observada no sistema, o maximo de
explicacdo da variancia sendo de 90% em ambos os casos. A
observacdo da equacgdo linear permite inferir que a variavel acido
acético é menos importante do que a variavel glucose, e que ambas
influem diretamente na produgao de nata. A observacgao da
equacgao quadratica, por outro lado, permite concluir que os efeitos
guadraticos e de interacdao sao igualmente pouco importantes para
contribuir com a melhoria do modelo. A seguir, as equacdes obtidas
(Equacdo [1], linear e Equacgdo [2], quadratica) e as respectivas
analises de variancia (Tabela 8, Tabela 9).

¥ = 14983+ 03463 x, + 06797 x,
w082 D15 #0115

(1)
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TABELA 8. Analise de variancia = Planejamento 1= Linear.

Fonte de Soma GL Media
varacdo  gquadratica quadratica

Regressdo 46546 2 23273

Residuos 11,7043 10 01704 13685 0704 ns
F . Ajuste 1,1005 £ 01835

Ermopurc 06035 = 015049 1,216 0268 ns
Total f,3589 1z

Testa F  FolFt

Varlfnoa explicada 73,19% Varidncla explicdvel $0,51%
Y =1339 + 0,3463 x, + 06797 x, +0,1549 %, +01031x,7+01531x,x, (2)
=0 164 0 150 0 1350 0 140 0 140 =0 180

TABELA 9. Andlise de varidncia — Plangjamento 1 —

Quadratico.

\atscio _quariica OU_quacrdiica ToS9F FOF
Regressao 4.9433 5] 0,0a8r 4,889 1,001 ns
Residuos 14156 7 0,2022

F.Ajuste 0,812 3 02707 1,786 0307 ns
Erropurg 06035 4 0,1504

Total 6,3589 12
Warthnoa explicada 77,73% Varifincla explichvel 30,51%

Em atencdo ao fato de que ambos os modelos ndo sao adequados
estatisticamente e, como o modelo linear apresenta mais facilidade
de manipulagdo e entendimento, foi utilizado para a analise grafica
e algébrica da tendéncia a fim de delimitar nova area de
experimentacdo, uma vez que na area estudada ndo foi verificada a
existéncia de um ponto estacionario maximo, conforme o esperado.

Ao se considerar os coeficientes da variavel acido acético e da
variavel glucose, é possivel fazer uma projecao, ao longo dos dois
eixos, com relacdo a producdo de nata, embora sem muita
acuracidade; foi utilizada a equacao linear e a variacao da
concentracdo de glucose foi considerada como unitaria até um nivel
cinco vezes superior ao do planejamento experimental exploratério.
Os valores podem ser observados na Tabela 10.
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TABELA10. Previsao da produgio segundo modelo linear.
Acido acético (M) Glucose (g 0ml)  Produgdo de nata ig)

0 a 1,498
(5049 1 2,350
1,015 2 3,210
1,527 3 4,066
2038 4 4.4922
2,545 5 5778

Os resultados indicam que uma area de experimentacdo
compreendendo um centro com valores das varidveis de entrada x;
duas vezes superiores e X, CinCo vezes superiores, aparentemente,
devera indicar melhores resultados na otimizagdo do sistema.
Como, todavia, estes valores conduzirdo a uma area de
experimentacdo de dificil acesso pratico, pelo excessivo teor de
acucar, optou-se por uma area mais abrangente em termos de
acido acético e menos abrangente em termos de glucose.

Os resultados do experimento conduzido nesta nova area de
experimentagdo foram pesquisados em termos das mesmas
variaveis de saida anteriormente registradas; o dominio do
experimento e os resultados estdo expressos na Tabela 11.

TABELA 11. Flanejamento experimental 2 -

 Mariavais da entrada Variaveis de saida
E nsaio
X1 X2 Y1 V2 3 Y4
01 0,25 5.0 1.1 0,08 1,10 4,07
2 0,70 5.0 0.54 0,11 1,50 T.84
03 0,25 15,0 0.36 0,11 0,80 1,30
04 0nrs 15,0 037 002 100 011
& 015 10,0 0,62 0,12 0,80 314
& 0,85 10,0 057 0,09 1,15 4,89
o7 0.50 3.0 1.09 0,13 3,53 436

& 050 17.a 035 003 022 128
19 050 10,0 0.61 oo 008 600
10 050 10,0 0.61 011 0,25 523
11 050 10,0 063 006 0089 656
12 050 10,0 0E2 002 040 615
13 0.50 10,0 058 012 041 5.94

Os resultados observados com relacdo as alteragées do pH do meio
foram ainda mais significativos, mas, uma vez que o sistema
encontrava-se mais fortemente tamponado, a variagao foi ainda
menor, tornando esta variavel de saida ainda menos interessante
enquanto parametro de controle.

As variagoes foram igualmente pequenas no que diz respeito a
acidez total titulavel, o modelo ndo apresentou significancia e nem
ajuste em nivel de 95% de probabilidade, justificando a
manutengao de seu descarte. No ambiente com maior teor de
glucose, o consumo de aglcar foi ainda menor do que o
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anteriormente observado, e os resultados das analises de variancia
do modelo foram insatisfatorios.

Embora a equacdo quadratica apresentasse melhor explicacdo da
variancia (77,57%) do que a linear (37,1258%), ambas
apresentaram falta de ajuste. Assim, desconsideraram-se
novamente estas varidveis de saida como eventuais parametros de
controle do processo.

Os resultados do experimento no que se relaciona a producdo de
nata, entretanto, foram bem mais consistentes e levaram a
obtencao de um modelo estatisticamente mais significativo. Apesar
da equacao linear ser insuficiente para explicar mais do que
47,4595% da variancia explicavel (98,566%), seus coeficientes
indicam a influéncia preponderante da variavel glucose sobre a
variavel acido acético. A equagado quadratica, por seu lado, eleva o
grau de explicacdo da variancia para 91,2685% e exclarece a
importancia dos coeficientes quadraticos e de interacdo, todos
maiores do que o da variavel acido acético porém de sinal
contrario.

As equacles [3] linear e [4] quadratica e suas analises de variancia
sao apresentadas a seguir, na Tabela 12 para o modelo linear, e na
Tabela 13 para o modelo quadratico.

Y = 4,3746 + 06319 x, - 18572 x,
=0.512 ) G4l +H) G40

TABELA12. Analise de variancia - Plangjamento 2 - Linear.

Fomea da Soma 6L Média
vanagao  quadratica guadratica

Regressdo 307825 2 153812
Residuos 340780 10 34078 4517 0,233 ns
F.Ajuste 33,1483 ] 56247
Erro puro 00,9297 4 0,2324 2377 5247 s

Tatal 54 BB0S 12
\farifncia explicada 47 4595% Varincia explicével 98, 5666%

TestaF FolFt

¥ = 59760 + 06319 x, — 18572 x, — 10025 x,* — 16002 x,° — 12400 x,x,

0,400 +1,318 +1,318 +H{}, 340 +, 30 0 449

(3)

(4)
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TABELA 13. Analise de variancia - Planejamento 2

-Cluadratico,
Soma Madia
Fonte de o L
variagio qual:ral:u: GL qua;lratv; Tesia F FefFt
Regressse 58,1972 11,8384
Residuos 58633 7 0, A0E0 14 63 2 958 s
F Ajuste 4,7338 3 1.5779
Erra pura 09297 4 0,2324 5,79 0744  ns
Taotal B4 BEOS 12

Com os dados satisfatdrios de significadncia da regresséo e de
ajuste, o modelo quadratico pode ser empregado para explicar o
processo fermentativo de producdo de nata nesta area de
experimentacgdo, e os resultados da modelagem sdo mostrados na
Tabela 14, com o respectivo grafico na Figura 6.

TABELA 14. Resultados da modelagem para produgao de
nata do Planejamento 2.

Ensaio Rgzt[;gzta R;;E;? Residun
1 4,070 33588 0,71139
2 T840 71024 073757
3 1,300 21243 —0.82427
4 0,110 0,9081 =, 79809
3 0,140 3,078 0,06185
i 4,530 48652 0,02485
T 4,360 54027 =1.04267
B 1,280 00,1508 112040
49 6,000 59760 0,02394
10 5230 59760 —0, 74601
11 560 5,89760 0,58399
12 6,150 5,89760 0,17399
13 5,940 59760 =0,03601
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FIGURA 3. Influéncia da quantidade de indculo na produgan
de nata.
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FIGURA 5. Influéncia da concentrago de acido acético e glucose
na produgdc de nata evidenciada pelas equagoes preditivas.
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FIGURA 6. Distribuigdo dos residuns nos ensaios.

A observacao do grafico de dispersdo dos erros ao longo das
respostas da variavel de saida permite inferir que ndo existe
propriamente uma tendéncia relativa aos erros, os quais podem,
portanto, ser atribuidos inteiramente ao acaso.

O modelo, tal como se apresenta, permite agora a definicdo dos
perfis topograficos da producdo de nata na faixa de concentragcdes
de acido acético e de glucose pesquisadas, que sdo apresentados
na Figura 7, indicando a existéncia de um ponto estacionario de
coordenadas definidas.
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FIGURA 7. Influéncia da concentragao de acido acético & glucose na
producdo de nata de acordo com as equagdes preditivas.

A analise candnica permite identificar o ponto estacionario como um
ponto de maximo, de coordenadas [0,627; -0,651], que
correspondem a 0,6568 moles/| de acido acético e 6,745 g/100 ml
de glucose; nestas condicdes, a producdo previsivel maxima de
nata é de 7,107 g em 250 ml de meio.

4 - CONCLUSOES



A faixa 6tima de pH para o processo fermentativo é de 4 a 5, com
valor maximo em pH 5,0 e a melhor porcentagem de inéculo a ser
utilizada no meio de fermentacdo € 10%. O microrganismo utiliza
pequena quantidade do aglcar adicionado ao meio para producao
de nata e a presenca de acido neste meio influencia de forma
positiva o processo. A producao de nata com sacarose e adigcao de
acido citrico ao meio de composicao definida fio maior do que com
adicdo dos acidos malico, tartarico, lactico e acético. Através dos
experimentos com o meio de composicao definida contendo acidos
acético e glucose em diferentes concentracoes, foram definidas as
condicbes otimas para producdo de nata, que sdo 0,6568 moles/I
de acido acético e 6,745 g/100 ml de glucose.
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