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RESUMO GERAL

O presente estudo teve como objetivo fazer uma selegéo de linhagens de X.
campestris para a produgcao de goma xantana e verificar o efeito do processo de
“stress” alcalino em diferentes condicées de producao deste biopolimero, através da
avaliacdo da produgdo de goma e da viscosidade aparente, que € um fator de
elevada relevancia para designar em quais processos € setores da industria a goma
xantana sera aplicada. A pesquisa também teve como objetivo investigar as
mudangas na estrutura da goma xantana causadas pelo “stress” alcalino, e as
mudancas na ultraestrutura das células, assim como a disposicdo da goma em
diferentes etapas da sua producao e em diferentes tempos de “stress” alcalino, a fim
de contribuir com uma maior compreensdo desse complexo processo. Foi
selecionada a linhagem X. campestris pv. manihotis 280-95, como a de melhor
desempenho em produgédo e qualidade, com uma producdo de goma xantana de
10,8 g/L. A partir destes estudos, X. campestris pv. manihotis 280-95 passou a ser a
bactéria utilizada para os estudos posteriores. O maior valor de produgédo de goma
xantana foi atingido em “stress” alcalino com pH 12 (EA12), seguido do “stress”
alcalino em pH 11 (EA11) e “stress” alcalino em pH 8 (EA08). Porém a qualidade da
goma obtida apés o processo de EA12 é menor se comparada a obtida sem o
processo de “stress” alcalino. O hidroxido de sédio (NaOH) foi o alcali que
apresentou melhor desempenho para o processo de “stress” alcalino. A producgao de
goma xantana (g.L") e as viscosidades aparentes das gomas nao foram afetadas
nos diferentes tempos de “stress” alcalino (EA12) testados nesse estudo (1h, 2h, 3h
e 4h), na faixa de taxa de deformacdo testada (0 — 60 s™). A produgdo de goma
xantana obtida da fermentagdo realizada em bioreator de 2 L utilizando X.
campestris pv. manihotis 280-95 foi maior apds o processo de “stress” alcalino por
24 horas (EA24h). Ao final de 72 horas de fermentacdo 9,43 g.L"' de goma xantana
foram obtidos e apds 24 horas de “stress” alcalino, a producao foi 74,8% maior
(16,48 g.L"). No estudo das ultraestruturas (capitulo V) foi possivel visualizar cada
passo dos processos e verificar que, mesmo no indculo puro, observa-se também
uma pequena producao de goma xantana préximo a algumas células. No final da

fermentagéo (FF), observou-se o inicio de mudangas estruturais nas bactérias, como
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a vacuolizacao citoplasmatica e a descontinuidade da membrana, podendo sugerir
um inicio no processo de lise bacteriana. Apos o “stress” alcalino (EA12-1h), foram
observadas acentuadas diferencas estruturais nas células bacterianas. O contetudo
citoplasmatico das bactérias tornou-se mais vacuolizado e verificou-se
descontinuidade nas membranas das células bacterianas, indicando processo de
lise bacteriana. A goma xantana que se apresentou agrupada em grumos, adquiriu
uma conformacdo organizada em circulos concéntricos. Finalmente, pode ser
mencionado que novos estudos com diferentes linhagens e condicbes de processo
devem ser realizados procurando-se sempre melhores resultados de producéo e
qualidade desse biopolimero.
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ABSTRACT

The present study had as objective to make a selection of strains of X. campestris for
the production of xanthan gum and to verify the effect of the process of alkaline "stress"
at different conditions of production of this biopolymer, through the evaluation of the gum
production and of the apparent viscosity, which is a factor of high relevance, in order to
allocate which processes and sections of the industry the xanthan gum will be applied in.
The research also aimed to investigate changes in the structure of the xanthan gum
caused by the alkaline "stress", changes in the ultrastructure of the cells, as well as the
disposition of the gum at different stages of its production and at different times of
alkaline "stress", so as to contribute with a better understanding of such compound
process. The strain was selected X. campestris pv. manihotis 280-95, as better acting in
production and quality, with a production of xanthan gum of 10,8 g.L™' starting from
these studies, X. campestris pv. manihotis 280-95 started to be the bacterium used for
the subsequent studies. The largest value of production of gum xantana was reached in
alkaline "stress" with pH 12 (EA12), followiedby the alkaline "stress" in pH 11 (EA11)
and alkaline "stress" in pH 8 (EA08). However, the quality of the gum obtained after the
process of EA12 is worse compared to what was obtained without the process of
alkaline "stress." The hydroxide of sodium (NaOH) was the alkali that presented better
results in obtaining the process of alkaline "stress." The production of xanthan gum (g.L-
1) and the apparent viscosities of the gums were not affected in the different times of
alkaline "stress" (EA12) tested in that study (1:00, 2:00, 3:00 and 4:00), at the shear rate
range tested (0 - 60 s-1). The production of xanthan gum obtained from the fermentation
accomplished in bioreactor of 2 L using X. campestris pv. manihotis 280-95 was larger
after the process of alkaline "stress" within 24 hours (EA24h). At the end of 72 hours of
fermentation 9,43 g.L”' of xanthan gum were obtained and after 24 hours of alkaline
"stress", the production was 74,8% larger (16,48 g.L-1). In the study of the
ultrastructures (chapter 1V) it was possible to observe each step of the processes and to

verify that, even in the pure inoculum, it is also observed a small production of gum
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close to some cells. Atthe end of the fermentation (FF), the beginning of structural
changes was observed in the bacteria, as the vacuum cytoplasm and the discontinuity of
the membrane, could suggest a beginning in the process of bacterial lise. After the
alkaline "stress" (EA12-1h), accentuated structural differences were observed in the
bacterial cells. The content cytoplasm of the bacteria became more vacuuming and
discontinuity was verified in the membranes of the bacterial cells, indicating process of
bacterial lysis. The resulting xanthan gum presented in clots, acquired an organized
conformationin concentric circles. Finally, it can be mentioned that new studies with
different strains and process conditions should be accomplished being always sought
better production results and quality of that biopolymer.



SUMARIO

SUMARIO

XV

RESUMO GERAL 6
ABSTRACT 8
SUMARIO 15
LISTA DE TABELAS 21
LISTA DE FIGURAS 22
INTRODUCAO GERAL 26
OBJETIVOS ESPECIFICOS 29
CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA 33
1.1 O GENERO XANTHOMONAS 33
1.1.1 XATHOMONAS CAMPESTRIS 35
1.2 A GOMA XANTANA 35
1.2.1 APLICACOES DA GOMA XANTANA 38
1.2.1.1 Aplicacdo da goma xantana na industria de petréleo 39
1.2.2 ESTRUTURA QUIMICA DA GOMA XANTANA 40
1.2.3 BIOSSINTESE DA GOMA XANTANA 42
1.2.4 PROCESSO FERMENTATIVO PARA OBTENCAO DA GOMA XANTANA 45
1.2.4.1 In6culo 46
1.2.4.2 Meio nutriente para a producao da goma xantana 47
1.2.4.3 Condicbes operacionais de processamento 49



SUMARIO Xvi

1.2.4.3.1 Efeito da temperatura no crescimento celular e na producéo de xantana
50

1.2.4.3.2 Efeito do pH no crescimento celular e na producao de xantana 51

1.2.4.3.3 Efeito da taxa de transferéncia de oxigénio no crescimento celular e na

producédo de xantana 52
1.2.4.3.4 Detergentes 54

1.2.5 RENDIMENTO E PRODUTIVIDADE NA OBTENGAO DE GOMA XANTANA 54
1.2.4.4 Recuperacao da goma 57
1.2.6 PROPRIEDADES REOLOGICAS DA GOMA XANTANA 59
1.2.6.1 Viscosidade e pseudoplasticidade 60
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 61

2 CAPITULO Il - SELECAO DE LINHAGENS DE XANTHOMONAS CAMPESTRIS

PARA A PRODUCAO DE GOMA XANTANA 72
RESUMO 72
ABSTRACT 72
1 INTRODUCAO 73
2 MATERIAL E METODOS 74
2.1 MICRORGANISMOS 74
2.2 MEIOS DE CULTURA 74
2.3 PROCEDIMENTO DE RE-HIDRATAGAO DAS CULTURAS LIOFILIZADAS 74
2.4 PRESERVAGCAO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS 75
2.5 PRODUGAO DO BIOPOLIMERO 75

2.5.1 PREPARAGAO DO PRE-INOCULO E CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS 75

2.5.2 INOCULO 76

2.5.3 FERMENTAGCAO 76



SUMARIO Xvii

2.5.4 “STRESS” ALCALINO 76
2.5.5 SEPARACAO DO BIOPOLIMERO 77
2.6 METODOS ANALITICOS 77
2.6.1 QUANTIDADE DE GOMA XANTANA PRODUZIDA 77
2.6.2 QUALIDADE DA GOMA ATRAVES DE VISCOSIDADE APARENTE 77
2.6.3 COMPOSICAO QUIMICA 77
3 RESULTADOS E DISCUSSAO 78
3.1 NUMERO DE CELULAS NO INOCULO 78
3.2 PRODUGAO DE GOMA XANTANA 79
3.3 EFEITO DO “STRESS” ALCALINO NA PRODUGAO DE GOMA XANTANA 81
3.4 VISCOSIDADE APARENTE DAS GOMAS PRODUZIDAS 82
3.5 ANALISE DE COMPOSICAO QUIMICA 86
4 CONCLUSAO 88
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 88

3 CAPITULO Il - EFEITO DO “STRESS” ALCALINO NA PRODUCAO DE GOMA

XANTANA POR XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV. MANIHOTIS 280-95 95
RESUMO 95
ABSTRACT 95
1 INTRODUCAO 96
2 MATERIAL E METODOS 97
2.1 MICRORGANISMOS 97
2.2 MEIOS DE CULTURA 97

2.3 PROCEDIMENTO DE RE-HIDRATAGAO DAS CULTURAS LIOFILIZADAS 98



SUMARIO Xviii

2.4 PRESERVAGAO E MANUTENGCAO DOS MICRORGANISMOS 98
2.5 PRODUGAO DO BIOPOLIMERO 98
2.5.1 PREPARACAO E CONTAGEM DAS CELULAS VIAVEIS DO PRE-INOCULO 98
2.5.2 INOcULO 99
2.5.3 FERMENTACAO 99
2.5.4 “STRESS” ALCALINO 99
2.5.5 SEPARACAO DO BIOPOLIMERO 100
2.6 AVALIACAO DO PH, DO TIPO DE ALCALI E DO TEMPO DE “STRESS” ALCALINO (EA) 100
2.7 METODOS ANALITICOS 100
2.7.1 QUANTIDADE DE GOMA XANTANA PRODUZIDA 100
2.7.2 QUALIDADE DA GOMA ATRAVES DE VISCOSIDADE APARENTE 100
3 RESULTADOS E DISCUSSAQO 101
3.1 ANALISE DAS COLONIAS DE X. CAMPESTRIS PV. MANIHOTIS 280-95 101

3.2 AVALIAGAO DO PH, DO TIPO DE ALCALI E DO TEMPO DE “STRESS” ALCALINO NA PRODUGAO

E QUALIDADE DA GOMA 102
4 CONCLUSAO 109
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 109

CAPITULO IV - ESTUDO DA ESTRUTURA DA GOMA XANTANA ATRAVES DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E DAS ULTRAESTRUTURAS
CELULARES EM DIFERENTES ETAPAS DA PRODUCAO DA GOMA E EM
DIFERENTES TEMPOS DE “STRESS” ALCALINO ATRAVES DE MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO 114

RESUMO 114

ABSTRACT 115




SUMARIO Xix

1 INTRODUCAO 116
2 MATERIAL E METODOS 117
2.1 MICRORGANISMOS 117
2.2 MEIOS DE CULTURA 117
2.3 PROCEDIMENTO DE RE-HIDRATAGAO DAS CULTURAS LIOFILIZADAS 118
2.4 PRESERVAGCAO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS 118
2.5INOcuLO 119
2.5.1 CONTAGEM DAS CELULAS VIAVEIS DO INOCULO 119
2.6 PRODUCAO DO BIOPOLIMERO 119
2.7 “STRESS” ALCALINO 120
2.8 AMOSTRAGEM 120
2.9 SEPARACAO DO BIOPOLIMERO 120
2.10 METODOS ANALITICOS 121
2.10.1 QUANTIDADE DE GOMA XANTANA PRODUZIDA 121
2.10.2 DETERMINACAO DO CRESCIMENTO CELULAR - METODO INDIRETO 121
2.10.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE AGCUCARES REDUTORES TOTAIS 121
2.10.4 QUALIDADE DA GOMA - VISCOSIDADE APARENTE 122
2.10.5 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA CLAE 122
2.10.5.1 Purificagédo dos biopolimeros 122
2.10.5.2 Hidrdlise dos biopolimeros 123
2.10.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE 123

2.10.6 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA 123
2.10.7 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO 124

3 RESULTADOS E DISCUSSAO 125
3.1 PROCESSO FERMENTATIVO E DE “STRESS” ALCALINO 125
3.2 COMPOSIGCAO DE ACIDOS 134
3.3 ANALISE DA ESTRUTURA DAS GOMAS COM E SEM “STRESS ALCALINO” 137

3.4 ANALISE DAS ULTRAESTRUTURAS 138



SUMARIO

XX

3.4.1 RESULTADO DO INOCULO PURO (IP) 139
3.4.2 RESULTADO DO INiCIO DA FERMENTAGAO (IF) 141
3.4.3 RESULTADO DO FINAL DA FERMENTAGAO (FF) 142
3.4.5 RESULTADO DO “STRESS” ALCALINO APOS 24H (EA24H) 147
3.4.6 RESULTADO DO “STRESS” ALCALINO APOS 48H (EA48H) 148
4 CONCLUSAO 150
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 152
ANEXO 1 159
ANEXO 2 160




LISTA DE TABELAS XX1

LISTA DE TABELAS

1 CAPITULO |
Tabela 1-1: Condigdes operacionais usadas para a produgcido de goma xantana em diferentes

bioreatores 56

Tabela 2-l: Maxima concentracdo e rendimentos de xantana usando diferentes bioreatores e

condig¢des de operacao 57

2 CAPITULO Il

Tabela 1-1l: Concentracao do in6culo para cada um dos patovares testados 79



LISTA DE FIGURAS XXi1

LISTA DE FIGURAS

1 CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1-I: Estrutura quimica da goma xantana 41
Figura 2-I: Biossintese do exopolissacarideo goma xantana 43
2 CAPITULOII

Figura 1-II: Produg&o de goma xantana para as linhagens utilizadas na

selecao 80

Figura 2-1l: Producdo de goma xantana para a linhagem 280-95 sem o processo de
“stress” alcalino e com o processo de “stress” alcalino em pH 11 por 1 hora utilizando o
NaOH 82

Figura 3-llI: Viscosidade aparente vs Taxa de deformagdo, a 25°C das solucdes de

goma xantana (1,0 % p/v), produzidas pelas diferentes linhagens 83

Figura 4-ll: Viscosidade aparente vs Taxa de deformagdo, a 25°C das solucdes de
goma xantana (1,0 % p/v), amostras: 280-95 e 280-95 EA11 84

Figura 5-1: Cromatografia de camada delgada comparativa. Padrées: (P;) Acido
Glucurénico (AG, Rf 0,30), Manose (M, Rf 0,56) e Ramnose (R, Rf 0,70); (P2) Glicose
(G, Rf 0,54) e Fucose (F, Rf 0,65). Eluido com cloroférmio-Metanol-Acido Acético-Agua
(40:40:10:10 v/viviv) 87



LISTA DE FIGURAS Xxiil

3 CAPITULO lll
Figura 1-lll: Aspecto das col6nias, crescidas em agar YM, 28C+2T, 48 horas, de X.
campestris pv. manihotis 280-95 102

Figura 2-Ill: Producédo de goma xantana para trés fermentacdes nas mesmas condi¢coes
de processo utiizando o X. campestris pv. manihotis 280-95 pelo processo
convencional (controle-s/EA) e com “stress” alcalino em diferentes pH 103

Figura 3-lll: Viscosidade aparente vs Taxa de deformacado, a 25°C das solucdes de
goma xantana (1,0 % p/v), obtidas pela linhagem 280-95, em diferentes pH de “stress”
alcalino 104

Figura 4-lll: Viscosidade aparente vs Taxa de deformacado, a 25°C das solugbes de
goma xantana (1,0 % p/v), obtidas pela linhagem 280-95 com EA12 utilizando KOH 2 N
e utilizando NaOH 2N 106

Figura 5-lll: Produgdo de goma xantana para a avaliagao do tipo de alcali utilizado no
“stress” Alcalino. 107

Figura 6-1ll: Producao de goma xantana para a avaliagdo do tempo de “stress”
Alcalino 107

Figura 7-lIll: Viscosidade aparente vs Taxa de deformacado, a 25°C das solucdes de
goma xantana (1,0 % p/v), obtidas pela linhagem 280-95 submetida a diferentes tempos
de “stress” alcalino 108



LISTA DE FIGURAS XX1V

4 CAPITULO IV
Figura 1-1V: Efeito do tempo de fermentagado e do tempo de “stress” alcalino utilizando o

X. campestris pv. manihotis 280-95 na producao de goma xantana 126

Figura 2-1V: Efeito do tempo de fermentac&o e do tempo de “stress” alcalino utilizando o
X. campestris pv. manihotis 280-95 na producdo de goma xantana, no pH e na

concentracao de sacarose 128

Figura 3-1V: Efeito do tempo de fermentacao e do tempo de “stress” alcalino utilizando
X. campestris pv. manihotis 280-95 na contagem de células viaveis e no crescimento

celular utilizando densidade 6tica 131

Figura 4-1V: Viscosidade aparente vs Taxa de deformacdo, a 25°C das solucbes de
goma xantana (1,0 % p/v),
Amostras: sem EA12, com EA12por1 h,24 he48h 133

Figura 5-1V: Cromatograma da analise de composicao de acidos da goma xantana
obtida através da fermentacdo com X. campestris pv. manihotis 280-95 sem “stress”
alcalino 135

Figura 6-1V: Cromatograma da andlise de composicao de acidos da goma xantana
obtida através da fermentacdo com X. campestris pv. manihotis 280-95 com “stress”
alcalino 135

Figura 7-1V: Microscopia eletrénica de varredura da goma xantana obtida através da

fermentagdo com X. campestris pv. manihotis 280-95 sem “stress” alcalino 137

Figura 8-1V: Microscopia eletrénica de varredura da goma xantana obtida através da
fermentacao com X. campestris pv. manihotis 280-95 com 1 hora de “stress”

alcalino 138



LISTA DE FIGURAS XXV

Figura 9-1V: Microscopia eletrénica de transmissao do in6culo puro com magnificacéo
de 12930 140

Figura 10-1V: Microscopia eletrénica de transmissdo do inicio da fermentagdo com
magnificacdo de 6000 e de 12930 141

Figura 11-1V: Microscopia eletrdnica de transmissdo do final da fermentacdo com
magnificacdo de 7750 e de 16700 143

Figura 12-1V: Microscopia eletrdnica de transmisséo do “stress” alcalino com duragéo de
1 hora com magnificacao de 12930 e de 27800 144

Figura 13-1V: Microscopia eletrdnica de transmisséo do “stress” alcalino com duragéo de
1 hora com magnificacao de 6000 145

Figura 14-1V: Microscopia eletrdnica de transmisséo do “stress” alcalino com duragéo de
1 hora com magnificacao de 12930 146

Figura 15-1V: Microscopia eletrénica de transmissao do “stress” alcalino com duracéo de
24 hora com magnificacao de 4646 e de 10000 147

Figura 16-1V: Microscopia eletrénica de transmissao do “stress” alcalino com duracéo de
24 hora com magnificacdo de 2156 e de 7750 149



INTRODUGAO GERAL 26

INTRODUCAO GERAL

Na década de 50, uma nova geracdo de produtos surgiu no mercado
internacional: os polissacarideos de origem microbiana. Até entdo, os polissacarideos
utilizados eram os originados de plantas marinhas e terrestres.

A producdao desses polimeros, em condicdes controladas de fermentacao,
garante um material de qualidade e fornecimento constante nao influenciada por
variagdes climaticas. A grande diversidade de estruturas quimicas capaz de ser
elaborada pelos microrganismos possibilita a obtencao de polimeros hidrossoluveis com
diferentes propriedades. A esse grupo de polissacarideos soluveis em agua, de origem

vegetal, animal ou microbiol6gica, foi dada a designacdo de gomas industriais.

O polissacarideo que para uma bactéria é usado como protecdo contra a
dessecacdo, o ataque de amebas, fagocitos e bacteriéfagos, é para né6s um produto
capaz de formar solugdes viscosas em meio aquoso, mesmo em baixas concentracdes
(SOUZA e VENDRUSCULO, 1999).

A goma xantana é um polissacarideo sintetizado por uma bactéria
fitopatogénica do género Xanthomonas, tem extrema importancia comercial. Esse
polimero tem sido o mais utilizado em alimentos, no Brasil e no mundo. Foi aprovado
pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1969, sendo aplicado a inumeros
produtos em diferentes segmentos industriais, entre eles, alimentos, farmacos,
cosmeéticos, quimico e petroquimico, o que se deve principalmente a suas propriedades
reolégicas, que permitem a formacdo de solucbes viscosas a baixas concentracoes
(0,05-1,0%), e estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura (FONTANIELLA et al.,
2002; NAVARRETE et al., 2001; SCAMPARINI et al., 2000; GARCIA-OCHOA et al.,
2000; SUTHERLAND e KENNEDY, 1996; MEYER et al., 1993).
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O processo de producdo da goma consiste nas etapas de obtencdo do pré-
indculo, in6culo, fermentacdo, pasteurizagdo, remocado das células, precipitagao,
separacao e secagem da goma. O crescimento dos microrganismos e a producao da
goma xantana sédo influenciados por fatores tais como o tipo de reator, 0 modo de
operagao (batelada ou continuo), composicdo do meio, e as condicdes da cultura
(temperatura, pH e concentracdo de oxigénio dissolvido) (GARCIA-OCHOA et al.,
2000). Para a produgéao da goma utiliza-se, no meio de fermentagcdo, como fontes de
carbono, os substratos glicose ou sacarose (YOO e HARCUM, 1999).

Devido a grande aplicagdo da goma xantana e ao seu amplo mercado mundial,
varias pesquisas vém sendo feitas para otimizar a producédo através da selecao de
novas linhagens, da adequacdo das condicdes O6timas de crescimento celular,
producao, recuperacao e purificacdo desse polissacarideo (ROTTAVA, 2005; BOZA,
2002; FUNAHASHI et al. ,1987; KENNEDY et al., 1982).

A maioria dos estudos informa uma dependéncia clara entre a linhagem usada,
a producdo e as propriedades da goma xantana. Assim, a selecdo das melhores
linhagens deveria ser o primeiro passo quando se tenta um processo especifico de
producdo (ROTTAVA, 2005; BORGES, 2003; LOPEZ et al., 2001; HASSLER e
DOHERTY, 1990).

Uma aplicacdo muito importante da goma xantana é na area de petréleo, visto
que a exploragcao de bacias de petroleo e de gas é de vital importancia para o Pais. A
maioria de nossos reservatérios desativados nao foram completamente explorados,
possuindo ainda Oleo a ser recuperado. Para manter a capacidade de producao de
petréleo em uma bacia sedimentar madura, como a do Rec6ncavo Baiano (que se
encontra em adiantado estagio de exploracdo — primario e secundario), € necessario
utilizar técnicas especiais de recuperacao, como injecao de CO. e adicdo de polimeros
e surfactantes, sendo a goma xantana um polimero extremamente usado em processos
de EOR (Processos de recuperacao terciaria de petréleo) (NAVARRETE et al., 2001).

O Brasil tem um elevado potencial econdmico e cientifico para a implantacao da
industria de producdo de goma xantana, pois possui matéria-prima basica para a
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producdo e recuperacao da goma tal como: agucar, extrato de levedura e alcool do
provenientes do setor sucro-alcooleiro, 0 que ndo acontece em outros paises, onde o
custo do meio de fermentacao representa um fator critico sob o aspecto comercial na
producdo do polissacarideo (PADILHA, 2003). Isso coloca o Brasil numa posicao
favoravel e competitiva frente a paises que dominam esta tecnologia, como o Japao,

E.U.A., Franca e Austria.

A industrializacdo e a comercializagdo extensiva da xantana tiveram inicio a
partir de 1964. Hoje em dia, os maiores produtores de goma sao Merck, CPKelco e
Pfizer nos Estados Unidos, Rhéne-Poulenc, Mero-Rousselot-Satia e Sanofi-Elf, na
Franca e Jungbunzlauer na Austria (LIMA et al., 2001; GARCIA-OCHOA, 2000).
Atualmente toda a xantana consumida no pais, principalmente pelas industrias de
petréleo e de alimentos, é produzida pelos Estados Unidos e Franca.

Inverter essa situacdo é fundamental para a autonomia e o desenvolvimento
econémico do pais, tornando-o independente e competitivo internacionalmente na
producdo de goma xantana e consequentemente na utilizacdo de tecnologias especiais

para extracao de petréleo.

O presente estudo teve por objetivo geral otimizar o processo de producéo de
goma xantana e contribuir para o estudo microscépico (estrutura e ultraestrutura) dos

processos fermentativo e de “stress” alcalino.

O desenvolvimento e os resultados dessa pesquisa sdo apresentados em trés

artigos; os objetivos especificos de cada artigo estao logo a seguir.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO Il - Selecdo entre linhagens de Xanthomonas campestris para a

producao de goma xantana

O capitulo Il teve como objetivos selecionar linhagens de X. campestris em
processo de fermentacao normal, e testar o efeito do processo de “stress” alcalino ao
final do processo fermentativo, avaliando producdo e qualidade dos biopolimeros
obtidos.

CAPITULO Ill - Efeito do “stress” alcalino na producdo de goma xantana por

Xanthomonas campestris pv. manihotis 280-95

O capitulo Il teve como objetivos testar diferentes condicées para o “stress”
alcalino ao final do processo fermentativo de producdo de goma xantana por X.
campestris pv. manihotis 280-95. Para isso foram testados diferentes tipos de alcalis,
diferentes pHs e diferentes tempos de “stress” alcalino, avaliando a producédo e a

qualidade do biopolimeros obtidos.

CAPITULO IV - Estudo da estrutura da goma xantana através de microscopia
eletronica de varredura e estudo das ultraestruturas celulares em diferentes
etapas da producao da goma e em diferentes tempos de “stress” alcalino através

de microscopia eletrénica de transmissao

O capitulo IV teve como objetivos avaliar os efeitos do “stress” alcalino ao final
do processo fermentativo de producdo de goma xantana por X. campestris pv.
manihotis 280-95, em bioreator de 2 L. Foram analisadas a concentracdo de acgucar
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residual, o crescimento celular, o rendimento de producao do biopolimero e a qualidade
do biopolimero no processo de fermentacdo normal. Foram também investigadas as
mudancgas na estrutura da goma xantana e na ultraestrutura das células, assim como a
disposicdo da goma em diferentes etapas da producdo de goma xantana e em

diferentes tempos de “stress” alcalino.
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CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O género Xanthomonas

Xanthomonas é um género da familia da Pseudomonaceae. Todos o0s
microrganismos desse género sao fitopatogénicos, com excecdo do Xanthomonas
maltophilia (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND, 1993; SWINGS et al., 1993).
A Xanthomonas infecta uma extensa variedade de plantas, incluindo alguns de
interesse para a agricultura, como a alcachofra, o algoddo, a ameixa, a berinjela, o
brécolis, a couve, a couve-flor, a couve de Bruxelas, o maracuja, a mostarda, a
nectarina, a pimenta, o pimentao, o rabanete, o repolho, o tomate, a alfafa, o péssego e
outras (NCPPB, 2006).

Uma das mais sérias bacterioses de cultivos vegetais é a Podriddo Negra,
causada pelo X. campestris pv. campestris. Essa doenca pode ser observada em
qualquer estagio de desenvolvimento da planta e caracteriza-se por veias nas folhas
que se tornam amarelas e negras, deixando uma lesédo no formato de um “V” ao longo
de suas margens. E de desenvolvimento rapido, propagando-se em poucas semanas,
levando a planta a morte e, conseqlientemente, a grandes perdas econémicas
(AZEVEDO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2000;).

O que para uma bactéria é usado como protegcao contra a dessecacao, contra o
ataque de amebas, de fagécitos e de bacteriéfagos, é para nés um produto capaz de
formar solugdes viscosas em meio aquoso, mesmo em baixas concentragdes (SOUZA
e VENDRUSCULO, 1999).

Ramirez et al. (1988) sugerem que o grau de viruléncia deve ser usado como
um critério para selecionar e isolar bactérias que produzirdo uma goma xantana com

alta qualidade.
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As células do Xanthomonas, morfologicamente, apresentam-se como
bastonetes retos e isolados, com 0,4 — 0,7 um de largura e 0,7 — 1,8 de comprimento,
sao Gram negativas e movimentam-se por um flagelo polar simples (1,7 — 3,0 um de
comprimento). As colbénias sdo normalmente amarelas, planas e viscosas. Os
pigmentos amarelos estdo presentes em todas as espécies de Xanthomonas, porém
esses pigmentos (xantomonadinas) podem estar ausentes quando ocorre mutacado ou
degradacao da cepa. Este microorganismo € quimiorganotréfico, tem capacidade de
utilizar uma variedade de carboidratos e sais de &cidos organicos como fonte de
carbono. Seu metabolismo requer oxigénio como aceptor de elétrons terminal
(BRADBURY, 1984).

A ocorréncia de mutacdo espontanea resulta de mudancas na informacao
genética armazenada na célula. Tais mudancas podem afetar os mecanismos de
regulacdo da atividade de enzimas envolvidas em todo e qualquer processo celular,
inclusive o de biossintese de polissacarideos. Um exemplo de mutacao indesejada é a
degeneragao de uma espécie com alto rendimento em um produtor do polimero menos
eficiente (KENNEDY e BRADSHAW, 1984).

Sabendo-se que o numero de mutacdes espontaneas € proporcional ao nimero
de geragdes, deve-se ter o cuidado para minimizar o nimero de reprodugdes, usando
um método apropriado de preservacao, que mantenha o microorganismo viavel mas
biologicamente inativo. Para preservacao de células microbiais por longos periodos, 0s
principais métodos empregados sdo: a liofilizacdo, o congelamento e a “secagem-L”
(secagem do estado liquido), sendo a ultima técnica a mais favoravel (KENNEDY e
BRADSHAW, 1984).

Métodos de armazenagem em curto prazo mantém a célula microbiana em uma
forma acessivel, da qual uma alta recuperacado de células viaveis pode ser obtida, as
quais crescem com uma minima fase de isolamento térmico. A armazenagem em
lugares inclinados €& o procedimento mais popular por curto prazo (KENNEDY e
BRADSHAW, 1984).
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Em particular, problemas com o desenvolvimento de espécies variantes durante
a armazenagem por curto prazo em agar inclinado tém sido observados com X.
campestris, resultando em mudangas no rendimento da xantana produzida e na
viscosidade da goma. Também foi sugerido o uso de cultura liofilizada fresca, a cada
trés meses, para iniciar uma nova série de culturas de agar inclinado (KENNEDY e
BRADSHAW, 1984).

1.1.1 Xathomonas campestris

Entre cepas da mesma subespécie, diferencas na demanda nutricional, no
rendimento e composicao quimica do biopolimeros, podem ocorrer (MOREIRA, 2001).
ANTUNES et al. (2000) e NITSCHKE e TOMAS (1995) detectaram diferengas no
rendimento e na viscosidade quando estudaram os biopolimeros produzidos por
algumas cepas de X. campestris pv. campestris e X. campestris pv. pruni.

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas podem produzir goma
xantana, mas algumas espécies sao mais eficientes, tal como Xathomonas campestris
(KENNEDY e BRADSHAW, 1984). Xathomonas campestris pv. campestris CA110
corresponde a linhagem NRRL B-1459 tem sido extensamente usado para a producao
industrial de xantana (SUTHERLAND, 1993; JEANES, 1974) muito estudada e utilizada
por diferentes pesquisadores (HSU e LO, 2003; ESGALHADO et al., 2002;
ESGALHADO et al., 2001; KATZEN et al., 1996; SOUW e DEMAIN, 1979; MORAINE e
ROGOVIN, 1973).

1.2 A goma xantana

X. campestris € uma bactéria fitopatogénica que infecta diversas espécies de
cruciferas, causando a morte destas plantas. Quando esta bactéria infecta a planta, ela
produz um polissacarideo de alto peso molecular, conhecido como goma xantana, que
esta relacionado aos fatores de viruléncia (FONTANIELLA et al., 2002).
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Atualmente a goma xantana € o Unico polissacarideo microbiano que vem
sendo comercializado em grande escala (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND
e KENNEDY, 1996; MEYER et al., 1993). No ano de 2002 o Brasil importou um milh&o
e setecentos mil quilos de goma xantana na forma primaria (SECEX, 2002).

A goma xantana é um polissacarideo de elevado interesse industrial,
principalmente para as industrias de alimentos, farmacéuticas e de petréleo. O interesse
deve-se as suas propriedades fisico-quimicas, que superam todas as dos outros
polissacarideos disponiveis no mercado. Dentre estas propriedades destacam-se a sua
elevada viscosidade em baixas concentragées, bem como sua estabilidade em ampla
faixa de temperatura e de pH, mesmo na presenca de sais (GARCIA-OCHOA et al.,
2000; SUTHERLAND e KENNEDY, 1996; MEYER et al., 1993).

A goma xantana é altamente estavel em ampla faixa de pH, sendo afetada
apenas com valores de pH >11 e < 2.5. Essa estabilidade depende da concentragao:
guanto maior a concentracdao, maior a estabilidade da solugéo (PETTITT, 1982).

A goma xantana é também estavel em ampla faixa de temperatura; entre as
temperaturas de 10°C e 90°C, e a viscosidade é pouco afetada na presencga de sais.
Apbs a esterilizacdo (120°C/30 min) de produtos alimenticios contendo diferentes
gomas, apenas 10% da viscosidade é perdida em produtos que contém a xantana,
reducao inferior a observada nos produtos que contém outros hidrocoléides, como a
goma guar, alginato e carboximetilcelulose (URLACHER e DALBE, 1992).

Uma importante propriedade da solucido de xantana é a interagdo com
galactomananas, tais como gomas locusta e guar. A adicdo de alguma dessas
galactomananas numa solucdo de xantana a temperatura ambiente causa sinergismo,
aumentando a viscosidade (CASAS e GARCIA-OCHOA, 1999 apud GARCIA-OCHOA
et al., 2000; KANG e PETTITT, 1993; MAIER et al., 1993; DEA et al., 1986; TAKO et al.,
1984; KOVACS, 1973).

Dentre os biopolimeros utilizados em Recuperacao Terciaria de Petrdleo (EOR),

a xantana é o mais utilizada, ndo tendo até o momento nenhum outro substituto em
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escala comercial que supere suas qualidades. A goma xantana tem sido usada junto
com hidréxido de sodio e surfactantes na técnica conhecida como APS (&lcali-polimero-

surfactante).

Em nosso pais encontramos diversificada microflora bacteriana do género
Xanthomonas, além de substratos provenientes de residuos industriais, que podem ser
empregados como insumos. No entanto, atualmente toda a goma xantana consumida

no Brasil provém de importacoes.

A industria de petroleo nos EUA nado utiliza grandes quantidades deste
polimero, e sim associagdes de goma xantana com outros polimeros, devido ao custo
elevado de producédo da goma xantana que utiliza glicose ou sacarose como fonte de
carbono (STREDANSKY et al., 1999; YOO e HARCUM, 1999).

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acucar do planeta, com os menores
custos de producao, e também o maior exportador do produto. Em média, 55% da cana
brasileira é transformada em alcool, e 45% em acucar (SEAG, 2005). De acordo com o
Grupo de Coordenacao de Estatisticas Agropecuarias do IBGE em 2005, o Brasil
produziu 425.534.061 ton de cana de agucar.

A sacarose e o alcool etilico sdo importantes como insumos para a producao da
goma xantana, como substrato da fermentacdo e para a separagcdao da goma,
respectivamente. O custo do meio de fermentacao no Brasil € baixo; entretanto, em
outros paises, este representa um fator critico sob 0 aspecto comercial na produgao do
polissacarideo, o que coloca o Brasil numa posicao favoravel e competitiva frente a
paises que dominam esta tecnologia.

A xantana é um dos polissacarideos mais estudados no que se refere a
seguranca. Testes de alimentacdo intensa em curto prazo em ratos e cdes no
Laboratério de Farmacologia do Setor de Pesquisa Regional do Oeste do USDA (United
States Department of Agriculture) indicaram que a xantana nao causa intoxicagao
aguda ou atividade inibidora do crescimento. Os estudos de alimentagdo em longo

prazo (dois anos de estudos em ratos e caes e um estudo de reproducdo de trés
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geragcbes de ratos) nado revelaram efeitos significativos na taxa de crescimento,
sobrevivéncia, valores hematolégicos ou peso dos 6rgdos; e tumores nao foram
detectados (KANG e PETTITT, 1993).

A goma xantana foi liberada pela FDA (Administracdo Americana de
Alimentacdo e Medicamentos) em 1969, permitindo o uso da goma xantana na
producao de alimentos.

O Comité da Junta de Peritos das Organizagbes de Alimentacao e Agricultura /
Organizacdo da Saude Mundial das Nagbes Unidas (FAO/WHO) declarou a
aceitabilidade de ingestdo diaria da xantana (ADI). Além disso, muitos outros paises

tém aprovado a xantana para diversos usos alimentares.

1.2.1 Aplicacoes da goma xantana

A aplicacdo da goma xantana na industria de alimentos, farmacéutica e
petroquimica estad relacionada principalmente a sua capacidade de formar solucdes
viscosas e @éis hidrossoluveis que |he fornece propriedades reoldgicas Unicas.
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND e KENNEDY, 1996; MEYER et al.,
1993).

A goma xantana tem sido usada em uma extensa variedade de alimentos, por
apresentar importantes propriedades, como: espessante de solu¢cbes aquosas, agente
dispersante, estabilizadora de emulsdes e suspensdes, estabilizadora da temperatura
do meio, propriedades reoldgicas e pseudoplasticas e compatibilidade com ingredientes
alimenticios (KIOSSEOGLOU et al.,, 2003; KATZBAUER, 1998; WHISTLER e
BEMILLER, 1993). Quando utilizada em baixas concentracdes, gera estabilidade na
estocagem, capacidade de resisténcia a agua e apelo estético (NUSSINOVITCH, 1997;
URLACHER e DALBE, 1992).

A goma xantana € altamente estavel em ampla faixa de pH e de temperatura,
mesmo na presenca de sais, o que a torna um excelente estabilizante para alimentos,

como cremes, sucos artificiais, molhos para saladas, carne, frango ou peixe, assim
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como para xaropes e coberturas para sorvetes e sobremesas. Ainda apresenta
compatibilidade com a maioria dos coldides usados em alimentos, incluindo o amido.
Fato que a torna ideal para a preparagao de paes e outros produtos para panificacao
(SCAMPARINI et al., 2000; NUSSINOVITCH, 1997).

O estudo realizado por Vélez et al. (2003) sobre o papel dos hidrocoléides na
cremosidade de emulsdes éleo em agua mostra que a presenca de goma xantana em

concentracdes muito baixas (< 0,075%) aumenta a cremosidade desse tipo de emulséo.

A xantana é usada na agricultura em suspensdes, como agente estabilizante
para herbicidas, pesticidas, fertilizantes e fungicidas (NUSSINOVITCH, 1997).

A alta viscosidade das solugdes e a solubilidade em agua do biopolimero tém
asegurado importantes aplicagcdes para a xantana na industria de petréleo, onde é
habitualmente usada em processo de perfuracdes para recuperacdo de Oleo
(NAVARRETE et al., 2001a; NAVARRETE, 2001b; NAVARRETE et al., 2000; GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

A goma xantana €, assim como muitas gomas (exceto o amido), nao digestivel
em humanos, e serve para baixar o conteludo cal6rico de alimentos e melhorar sua
passagem através do trato gastrintestinal. O valor calérico da goma xantana é
aproximadamente 0,6 kcal/g (KATZBAUER, 1998).

1.2.1.1 Aplicacao da goma xantana na industria de petréleo

O uso da xantana na composi¢cao da lama, utilizada como fluido de perfuracao,
€ resultado de estudos que buscam atingir a maior eficiéncia com o menor custo para o

processo.

Os fluidos de perfuracdo sdao de uma maneira geral sistemas multifasicos, que
podem conter agua, material organico, sais dissolvidos e so6lidos em suspensao nas
mais diversas proporgdes. Esses fluidos sdo indispensaveis durante as atividades de

perfuragdo de um pogo, pois desempenham uma série de fungdes essenciais, tais
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como: resfriar e lubrificar a broca e o tubo de perfuracao, exercer pressao nas paredes
do poco para estabilizd-lo, auxiliar a suspensdo de cascalho gerado durante a
perfuragdo e formar uma torta de filtracdo que sele poros e outras aberturas nas
formagcbes penetradas pela lama. Para satisfazer essas exigéncias, o fluido de
perfuracao deve possuir propriedades fisico-quimicas que possam ser cuidadosamente
controladas (SERRA, 2003).

1.2.2 Estrutura quimica da goma xantana

A goma xantana é um heteropolissacarideo com uma estrutura primaria
consistindo de unidades repetidas de pentassacarideo formados por unidades de
glicose, de manose e de acido glucurbnico, na proporcao molar de 2,8:2,0:2,0 (Figura 1-
), de extrema importancia no aspecto comercial (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
NUSSINOVITCH, 1997; WHISTLER e BeMILLER, 1993; KENNEDY e BRADSHAW,
1984). A cadeia principal consiste de unidades de (-D-glicose ligadas nas posi¢oes 1 e
4. A estrutura quimica da cadeia principal € idéntica a da celulose. A cadeia contém
uma unidade de &cido D-glucurdnico entre duas unidades de D-manose ligadas na
posicao O-3 de cada residuo de glicose na cadeia principal. Aproximadamente metade
da D-manose terminal contém um residuo de acido piruvico ligado via grupo keto. Para
as posicoes 4 e 6, possui distribuicdo desconhecida. A unidade de D-manose ligada na
cadeia principal contém um grupo acetil em posicdo O-6. A presenca de acidos acético
e pirdvico produzem um tipo de polissacarideo aniénico (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
NUSSINOVITCH, 1997; WHISTLER e BeMILLER, 1993; KENNEDY e BRADSHAW,
1984; SANDFORD e BAIRD, 1983).
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Figura 1-I: Estrutura quimica da goma xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A conformac&o molecular da xantana, conforme determinado por estudos de
difracdo de Raio X, consiste de uma espiral (NUSSINOVITCH, 1997) com um campo de
4,7 nm e estabilizada via pontes de hidrogénio. Foi proposto que as macromoléculas de
xantana em solucdo devessem ser consideradas como espirais rigidos Unicos, sem
rejeitar a existéncia de espirais duplos e triplos. Sob influéncia da temperatura, a
xantana passa de um estado rigido ordenado a um estado mais flexivel e desordenado
(NUSSINOVITCH, 1997).

A xantana pode estar em uma ou duas conformagdes ordenadas sob as formas
nativa e/ou renaturada. A segunda é mais viscosa na mesma concentragdo, mesmo
assim seu peso molecular € o mesmo. A transicdo do estado nativo para o desnaturado
€ irreversivel, ao passo que a transicao do desnaturado para o renaturado € reversivel.
A temperatura de transicdo depende da concentracdo da goma, da forga i6nica e dos
acidos pirivico e acético que estdao presentes na xantana. A transicdo pode ser
monitorada por rotacdo Otica, calorimetria, dicroismo ou viscosimetria
(NUSSINOVITCH, 1997; URLACHER e DALBE, 1992).
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O peso molecular das moléculas de xantana estd distribuido entre 2.106 e
20.106 Da. Este peso molecular depende da associacdo entre as cadeias, formando
agregados de diferentes cadeias individuais. As variagbes das condicbes de
fermentagdo usadas na producao sao fatores que podem influenciar no peso molecular
da xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Segundo Morris (1984), variacdo na estrutura quimica da xantana tende a
ocorrer, principalmente, devido a mudancgas nos niveis de piruvato e acetato; porém,

também podem ocorrer variacdes na composicao de carboidratos.

O peso molecular e o volume dos substituintes acido piravico e acetila na
xantana dependem da cepa de Xanthomonas (SOUW e DEMAIN, 1979; KENNEDY et
al., 1982; CADMUS et al., 1978), da composicao do meio e das condicdes operacionais
usadas na producao (CADMUS et al., 1978;).

Nas xantanas comerciais, o nivel de substituicdo € de 30-40% por piruvato, e
60-70% por acetato, embora existam variagGes substanciais nesta proporgcédo. A
estrutura covalente da goma xantana estd relacionada a sua fungdo de agente
gelatinoso, que engrossa ou suspende (SYMES, 1980 apud NUSSINOVITCH, 1997).

1.2.3 Biossintese da goma xantana

Inimeros estudos vém sendo realizados para caracterizar a via de biossintese
deste polimero; estudos correlacionam a sintese de goma xantana com a viruléncia da
bactéria quando esta infecta plantas (RUDOLPH, 1993; RAMIREZ et al., 1988).

Estudos in vitro tém indicado que a biossintese da goma ocorre no minimo em
dois estagios: primeiramente, a unidade repetitiva pentassacaridica é sequiencialmente
montada, ligando-se ao poliprenol através de uma ligacdo difosfato; num segundo
estagio, as unidades repetitivas sdo polimerizadas e o polimero liberado para o meio de
crescimento (IELPI et al., 1993; VOJNOV et al., 1998) (Figura 2-1).
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Figura 2-I: Biossintese do exopolissacarideo goma xantana (SUTHERLAND e
TAIT,1992).

Os polissacarideos extracelulares podem ser classificados em dois tipos,
dependendo de sua organizacdo com relagao a célula microbiana: (i) polimeros que sédo
fisicamente anexos a célula microbiana em forma de capsulas; e (ii) polimeros
excretados pelas células microbianas dispersas no meio. A xantana é do segundo tipo
de polissacarideo extracelular (KENNEDY e BRADSHAW, 1984).

A funcao natural da xantana e de outros polissacarideos microbiais ainda nédo
foi totalmente esclarecida, mas varias hipoteses tém sido levantadas para explicar sua
existéncia. Uma delas é que a camada de polissacarideo ao redor da célula microbiana
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a protege. Em particular, a capacidade dos polissacarideos de reter a agua oferece ao
microorganismo uma camada protetora sob condicbes ambientais secas, provendo
assim um grau de resisténcia a dissecacao. Além disso, a camada de polissacarideos
pode agir como uma barreira contra o ataque de bacteriofagias. Uma outra funcao mais
especifica tem sido sugerida para a xantana, que seria a de reconhecer os lugares
apropriados na planta hospedeira para que a colonizacdo da bactéria aconteca
(KENNEDY e BRADSHAW, 1984).

Segundo Rudolph (1993), as bactérias colonizam a superficie dos vegetais pela
adesao a certas estruturas; o exopolissacarideo parece regular esse processo. Apoés
invadirem os espagos intercelulares, desenvolvem microcol6nias rodeadas de material
fibrilar, provavelmente o exopolissacarideo xantana. Apds 24 horas, encontram-se
abundantemente rodeadas por exopolissacarideos. O muco secretado pela colénia
bacteriana apresenta alta capacidade de retencdo de agua, os espacos tornam-se
obstruidos. Causando continua desintegracao tecidual. Fato que consiste no primeiro

sintoma da infeccao e pré-requisito para a efetiva colonizacao bacteriana.

A maioria dos relatos sobre a sintese da xantana por X. campestris tem se
preocupado com a otimizacao das condicdes de fermentacdo para a producgao industrial
do polimero. E certo que a biossintese de um heteropolissacarideo microbial como a

xantana € um processo complicado, envolvendo um sistema de multienzimas.

O primeiro passo na biossintese de um polissacarideo microbial € uma rapida
conversao do substrato geralmente carboidrato); o substrato que entra na célula é
fosforilado, quer durante o processo de transporte ativo, quer via enzimatica. Apds a
fosforilacdo, o substrato estd sujeito ou a um processo catabdlico para geracdo de
energia celular ou a um processo anabdlico que conduz a formacao de polimeros
(exopolissacarideos, lipopolissacarideos, polissacarideos de parede celular) (LETISSE
et al., 2002, BECKER et al., 1998).

O passo subseqliente do prodesso anabdlico envolve a conversao do substrato
fosforilado em varios nucleotideos de acucar (geralmente nucleotideos
monossacarideos), necessarios para o agrupamento da unidade repetitiva do polimero
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através da acdo de enzimas. Estudos da biossintese da xantana por X. campestris “in
vitro” tém demonstrado que a Glicose UDP, a manose GDP e o acido glucurénico UDP
sSao0 necessarios para a sintese do polimero com a correta unidade repetitiva. Apenas
pequenas quantidades do polimero foram produzidas quando qualquer um destes
nucleotideos monossacarideos estavam ausentes (LETISSE et al., 2002; BECKER et
al., 1998).

1.2.4 Processo fermentativo para obtencao da goma xantana

Em 1961 surgiu a primeira importante pesquisa publicada sobre a producao de
goma xantana. Os laboratérios de pesquisa do Departamento de Agricultura dos EUA
descobrem que a bactéria X. campestris encontrada em repolho roxo produz um
polissacarideo extracelular com excepcionais propriedades reoldgicas (KATZBAUER,
1998).

A produgéo de goma xantana usando X. campestris tem melhorado nas ultimas
décadas em funcao da selecao genética que vem sendo realizada e por melhoramentos
no processo experimental (LETISSE et al., 2002).

No processo de producao da goma xantana, primeiramente, a cepa microbiana
selecionada é preservada para possivel estocagem por longo prazo através de métodos
gue mantenham as propriedades desejadas. Para produzir a goma xantana, culturas de
X. campestris puras sdo cultivadas usando fermentacao aerdbica submersa. O meio
esterilizado composto de carboidratos, uma fonte de nitrogénio e sais minerais é
inoculado com cultura selecionada, na escala piloto de fermentacédo, € seguido por
incubacdo a 30°C por trés dias em uma escala industrial de fermentacao, e por um
tratamento térmico para eliminar microrganismos viaveis. A goma é precipitada em
solvente, (isopropanol, etanol ou acetona), separada, seca, moida, peneirada, e entao
embalada. O crescimento dos microrganismos e a produgcdo de xantana sao
influenciados por fatores tais como o tipo de bioreator usado, o0 modo de operacéao

(batelada ou continuo), a composicao do meio, as condicbes da cultura (temperatura,
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pH, concentracdo de oxigénio dissolvido) (CHI e ZHAO, 2003; GARCIA-OCHOA, 2000;
NUSSINOVITCH, 1997).

1.2.4.1 In6culo

Em fung&o da goma xantana constituir uma espécie de capsula bacteriana, sua
producdo esta associada ao crescimento celular. Durante o periodo de inoculagao,
ocorre um aumento da concentragao celular, mas diminui a produgdo de goma xantana,
porque a goma ao redor da célula impede o transporte de nutrientes e estende a fase
lag de crescimento (PONS et al., 1990; PONS et al., 1989; DE VUYST et al., 1987;
CADMUS et al., 1978).

Os microrganismos sao transferidos de um meio de cultura sélido complexo
(normalmente meio YM agar) para um volume pequeno (5 a 7 mL) de um meio de
cultura liquido complexo (normalmente meio YM). A cultura é transferida para 40 - 100
mL de meio contendo sais inorganicos; fase na qual células vao se adaptar a uma nova
condicao que deverao encontrar na fase de producdo. O volume de inéculo para a
produgdo de xantana no fermentador deve ser 5% - 10% do volume total de caldo
fermentado (SANTOS, 1993 apud GARCIA-OCHOA et al., 2000). Segundo Gupte e
Kamat (1997), o volume ideal de inéculo para a producdo de xantana em fermentador

deve ser de 10% do volume total de caldo fermentado.

Gupte e Kamat (1997) testaram varias formulacbées de meio de crescimento,
utiizando como fonte de carbono a sacarose, a glicose, a lactose e o amido, nas
concentracées de 5, 10, 20 e 50 g.L', e para a sacarose ainda foi testada a
concentracdo de 60 g.L ™. Quando 50 g.L™" de sacarose foram utilizadas como fonte de
carbono, foi observada maior sintese de polissacarideo exocelular, comparada a
mesma condicao de glicose, lactose e amido. Como fonte de nitrogénio foram testados
extrato de levedura, peptona, uréia, glicose de milho, (NH4)2SO4, NH4Cl, NaNO3 e uma
composicdo de extrato de levedura + peptona, nas concentracdes de 0,5, 1,3 e 5g.L™.

As maiores sinteses de polissacarideo exocelular obtidas foram com a composicao
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extrato de levedura (3 g.L™") + peptona (5 g.L"), com de peptona (5 g.L'") e com extrato
de levedura (3 g.L') com producdes de xantana de 7,2, 50 e 4,9 gL,

respectivamente.

1.2.4.2 Meio nutriente para a producao da goma xantana

Para produzir a goma xantana, a bactéria X. campestris precisa de varios
nutrientes, macronutrientes, tais como carbono e nitrogénio e micronutrientes (como
potassio, ferro, e célcio). A concentracdao da fonte de carbono afeta o rendimento de
goma xantana, sendo a glicose e a sacarose as fontes de carbono mais freqlientemente

utilizadas.

O efeito da concentracdo de glicose na producdo de goma xantana por X.
campestris ATCC 13951 foi estudada por Funahashi et al. (1987). Segundo o estudo
concentracdes de glicose entre 30 g - 40 g/kg de meio consiste na melhor faixa de
concentracbes para a producdo de goma xantana. A possibilidade da adicéo
intermitente de glicose de forma a manter seu teor no meio entre 30g/kg - 40 g/kg,
preveniu a inibicdo do crescimento celular e da producdo de goma. Através dessa
alimentacdo estratégica de glicose, a concentracdo de goma xantana atingiu 43 g/kg
apds 96 horas de fermentacdo. A concentracdo étima inicial de glicose foi considerada
pelos autores como a de 40 g glicose/kg de meio.

O nitrogénio é um nutriente essencial, como componente organico ou como
molécula inorganica. A razao C/N normalmente utilizada para a producédo & menor que
aquela usada durante o crescimento (GARCIA-OCHOA et al., 2000; De VUYST et al.,
1987). Geralmente, baixas concentragdes de ambos sdo Uteis para a produgdo do
polimero xantana. Resultados similares foram obtidos por Souw e Demain (1979).
Segundo autores quando o carbono e o fosforo sdo nutrientes limitantes, a produgao de
goma xantana é melhorada. Foi comprovado serem 0s agucares (sacarose ou glicose)
as melhores fontes de carbono, e o glutamato em uma concentragdo de 15 mM a

melhor fonte de nitrogénio.
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A concentracdo da fonte de carbono afeta a eficiéncia da conversdao em
polissacarideos. E relatado na literatura que concentracées de glicose entre 1 — 5% déo
o melhor rendimento, enquanto que em mais altas concentracdes de glicose, decresce
o rendimento do produto (PAPAGIANNI et al., 2001).

O estudo nutricional realizado por GARCIA-OCHOA et al. (1992) mostrou que
nitrogénio, fosforo, e magnésio influenciam o crescimento da bactéria, enquanto
nitrogénio, fosforo e enxofre influenciam a producdo da goma xantana. No estudo de
Garcia-Ochoa et al. (1992), a melhor producao foi obtida com a seguinte composicao do
meio: sacarose (40 g.L'™"), acido citrico (2,1 g.L"), NH4sNO3 (1,144 g.L'™"), KHoPO4 (2,866
g.L"), MgCl, (0,507 g.L™"), Na2SO, (0,089 g.L'™"), HsBO; (0,006 g.L"), ZnO (0,006 g.L™),
FeCl; . 6H20 (0,020 g.L"), CaCOs (0,020 g.L") e HCI (0,13 mL/L), e o pH foi ajustado
para 7,0 por adicao de NaOH.

Jana e Ghosh (1997) verificaram que a biossintese de xantana por X.
campestris, sob condi¢des limitadas de oxigénio; a adicdo acima de 2,6 g de acido
citrico por litro melhora a viabilidade celular, assim como aumenta o rendimento da
xantana. Porém, quando nao ha limitagdo de oxigénio, a adicdo de acido citrico nao
melhora a producao de xantana.

Borowski et al. (2006) utilizaram diferentes meios fermentativos para a
producdo de goma xantana com e sem acido citrico, utilizando X. campestris pv. pruni
em condicdes limitadas de oxigénio. Os resultados obtidos mostraram que a influéncia
do acido citrico na producdo da goma depende da cepa, porém a presenca do acido
afetou negativamente os resultados de viscosidade.

No meio para a producdo de goma xantana, o acido citrico € usado como um
agente sequlestrante para prevenir a precipitacdo de sais durante a esterilizacao
(PETER et al., 1993).

Letisse et al. (2003) desenvolveram um modelo cinético ndo estruturado para a
producdo de xantana. O modelo proposto € habil para descrever o consumo de

nitrogénio, o consumo de fosfato inorganico e de carbono e a evolugcdo da biomassa
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(considerando os varios estados fisiol6gicos das células). Segundo o modelo proposto
para produgdo de goma xantana a concentragdo inicial de fosfato inorgéanico

demonstrou o efeito positivo da limitacdo de fosfato no rendimento de xantana.

Estudos preliminares tém indicado que fermentacées com X. campestris em
escala industrial utilizando o melago ou soro de leite bovino como caldo fermentativo
podem resultar em goma xantana com peso molecular médio, que pode ser usada para
certas aplicacées (KIOSSEOGLOU et al., 2003).

Vendruscolo et al. (2002) utilizaram residuo industrial fiboroso da proteina de
soja como fonte de carbono na producdo de goma xantana. Em fermentacées com X.
campestris pv. campestris NRR-B-1459, a fibra influenciou positivamente, elevando a
producdo do polimero, porém influenciou negativamente sobre a qualidade da goma
obtida.

1.2.4.3 Condicoes operacionais de processamento

Segundo Casas et al. (2000) as variaveis, temperatura, velocidade de agitacao
e concentracao inicial de nitrogénio afetam a taxa e o rendimento da producdo de
xantana. Mudancas nessas condicbes operacionais também influenciam a estrutura

molecular consequentemente influenciando as propriedades da xantana.

Existem diversos trabalhos sobre a influéncia das condi¢cdes operacionais na
estrutura e peso molecular médio da goma xantana, mas cada autor estuda somente
uma variavel e assim nao existe concordancia nas conclusdes obtidas. As variaveis
estudadas no trabalho de Casas et al. (2000) sdo principalmente aquelas que mostram
influéncia no conteudo de acido piravico. A influéncia da temperatura tem sido estudada
somente para o grau de piruvagao, e todos os autores acreditam que o conteudo de
piruvato maximo é obtido em 27°C (PETERS et al., 1993; SHU e YANG, 1990; TAKO e
NAKAMURA, 1984; CADMUS et al., 1978).
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1.2.4.3.1 Efeito da temperatura no crescimento celular e na producao de xantana

Em geral, o processo de fermentagdo da goma xantana em batelada exibe uma
cinética de fermentacdo metabdlica secundaria. Durante a fermentacdo em batelada de
glicose por X. campestris, duas fases podem ser distinguidas: a tropofase, em que ha
um rapido crescimento, mas pequena producdo de xantana, e a idiofase, em que nao
ocorre crescimento celular, mas onde uma grande quantidade de xantana é produzida.
As condicdes 6timas para o crescimento celular e a producao de xantana podem nao
ser as mesmas. A quantidade e a qualidade de xantana produzida em uma cultura de
batelada variam com a composi¢cdo do meio e os parametros do meio, e com as
condicoes de fermentagcdo (GARCIA-OCHOA et al.,, 2000; SHU e YANG, 1990;
KENNEDY et al., 1982).

Segundo Casas et al. (2000) o crescimento da biomassa e a producao de
xantana aumentam com a temperatura, rendendo um maximo em 28°C. Como a
xantana é parcialmente associada ao aparecimento metabdlitos, a produgdo de goma
xantana é baixa quando o crescimento e a concentragdo de biomassa também estédo

baixos.

O estudo de Shu e Yang (1990) concluiu que maiores rendimentos de xantana
podem ser obtidos com fermentacdes realizadas em temperaturas mais altas. O estudo
verificou também que o conteldo de piruvato na goma xantana varia com a temperatura
da fermentacdo. O conteudo de piruvato na goma variou de 1,9% a 4,5%, ocorrendo
com temperaturas entre 27°C e 30°C. O mecanismo que explica esse comportamento

ainda nao foi esclarecido.

Segundo Gupte e Kamat (1997) com X. campestris 1Ca-125, as maiores
concentracdes de exopolissacarideo extracelular verificaram-se na temperatura de
32°C, porém nesse estudo foram testadas apenas as temperaturas de 25°C, 32°C,
35°C e 38°C, obtendo-se 4,2, 9,0, 8,7 € 3,6 g.L, respectivamente.
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Os experimentos computacionais de Cacik et al. (2001) mostram que o tempo
6timo de fermentacdo para produzir 15 g.L™' de goma é 16,3% mais baixo quando a

temperatura usual é de 28°C.

1.2.4.3.2 Efeito do pH no crescimento celular e na producao de xantana

Tanto o pH como a temperatura sdo importantes fatores ambientais para a

concentracao celular, e de xantana, bem como para o indice de consisténcia.

Muitos autores concordam que o pH neutro é o melhor para o crescimento do X.
campestris. Durante a producdo da goma xantana, o pH decresce de neutro para
valores préximos a 5,0 por causa da formacao de grupos acidos presentes na xantana.
Alguns autores sugerem que nao seja necessario fazer o controle do pH durante o
processo, mas outros recomendam manter o pH neutro utilizando para isso KOH, NaOH
e NH,OH. O estudo do efeito do pH mostra que o controle do pH acentua o crescimento
das células, porém nao influencia a producdo da goma xantana. Quando o pH é
controlado, a producao da goma cessa uma vez que a fase de crescimento estacionaria
seja atingida, e este efeito independe do alcali usado para controlar o pH. Quando o pH
nao € controlado, a producdo da goma continua durante a fase estacionaria de
crescimento (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

O efeito da interacao entre o pH e a temperatura € de pouca importancia para o
crescimento celular e parece ter uma influéncia negativa tanto na producdo dos

polissacarideos quanto na viscosidade do caldo.

O estudo de Esgalhado et al. (1995) mostrou que os melhores valores de pH e
temperatura para o crescimento celular e a producdo da xantana sdo um tanto
diferentes; entretanto, dentro dos melhores valores para a producdo da xantana, a
qualidade do polissacarideo permaneceu inalterada. Assim, segundo os resultados
discutidos anteriormente, para o crescimento do Xanthomonas campestris, os melhores
intervalos de pH e temperatura séo: entre 6,0 a 7,5 e de 25°C a 27°C respectivamente e
para a producdo da xantana e qualidade do polimero os melhores intervalos de pH e
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temperatura sdo: entre 7,0 — 8,0 e de 25°C - 30°C. Esta diferengca de valores mais
adequados de pH e temperatura para o crescimento celular e para a producdo da
xantana pode ser uma informacao util a ser incluida em uma estratégia de fermentacao
em duas etapas e na elaboracdo de novos ambientes microbianos. Este ponto é
particularmente importante no processo de otimizagdo quando é desejavel maximizar

um dos fatores, mas nao o outro.

Vendruscolo et al. (2004) mostraram que o controle de pH nos valores 5,5 e 7,0
durante a fermentacdo produz polimeros de aparéncia diferente (cor) e viscosidade,
embora a quantidade produzida seja a mesma: 11,4 g.L" e 11,6 g.L ™, respectivamente.
Entretanto a viscosidade das solu¢des aquosas do biopolimero produzido em pH 7,0 foi
superior ao produzido em pH 5,5.

1.2.4.3.3 Efeito da taxa de transferéncia de oxigénio no crescimento celular e na
producao de xantana

Limitacao de oxigénio foi observada no estudo de Peters et al. (1989), quando
utilizaram baixas velocidades de agitacdo para uma fermentacdo de xantana em
batelada. Isto resultou em uma taxa de produgdo especifica de xantana
significativamente menor do que ao obtido em altas velocidades.

Casas et al. (2000) observaram dois efeitos com o aumento da velocidade de
agitacao: aumento na taxa de transferéncia de massa de oxigénio e também um dano
nas células. Em velocidades mais altas (800 rev./min) o crescimento celular e a
producdo de xantana sdo mais baixos, provavelmente devido ao dano celular por
“stress” hidrodindmico; e em velocidades muito baixas (100 rev./min) também se
observou mais baixo crescimento de biomassa e producdo de xantana, devido a
limitacdo na transferéncia de oxigénio. Para esse estudo foi utilizado um bioreator com
volume de trabalho de 1,5 L, e ambos, o crescimento de biomassa e producao de
xantana, alcancaram um maximo quando a velocidade de agitacao foi fixada em 500

rev./min. Em velocidades de agitacado mais baixas ocorre limitagdo de oxigénio, e em
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velocidades de agitacdo mais altas ocorre “stress” hidrodinamico, resultando em um
decréscimo do peso molecular médio, e também em um decréscimo nos parametros

reoldgicos.

Papagianni et al. (2001) observaram que o aumento do nivel de agitacao,
resulta em niveis de producdo de goma xantana mais altos. No estudo em questao, a
producédo de xantana quase dobrou quando a velocidade de agitacao foi aumentada de

100 para 600 rpm, e similar foi o efeito no crescimento celular.

A viscosidade da goma xantana é afetada por fatores tais como o peso
molecular da cadeia e o conteudo de piruvato. O uso de goma xantana com peso
molecular médio, como a obtida em laboratério, resulta em géis mais aceitos
comparados aqueles preparados com a xantana comercial. Estes géis serdo como
aqueles preparados com xantana de alto peso molecular, porém de baixa elasticidade,
coesividade e mastigabilidade e por esse motivo sdo mais aceitos pelo consumidor
(KIOSSEOGLOU et al., 2003).

Pode existir uma dependéncia do grau de piruvacao da xantana com a
velocidade de agitacao (1,54% em 100 rpm e 3,49% em 600 rpm) (PAPAGIANNI et al.,
2001).

O grau de piruvacao pode ter uma importante influéncia na efetividade de certas
aplicagbes. A aplicacdo da xantana para melhorar a recuperagdo de Oleo pode
depender principalmente do grau de piruvacao, devido a precipitagdo da xantana ou
adsorcao no solo (BRANDFORD e BAIRD, 1983).

Peter et al. (1989) demonstram que existe uma forte relacdo entre a demanda
microbiolégica de oxigénio e o grau de piruvagdo. A limitacdo de oxigénio, nesse
estudo, utilizando um sistema em batelada ou continuo, leva a uma concentragao de
piruvato mais baixa. A dependéncia da piruvacdo com relacdo ao fornecimento de
oxigénio ndo € inesperada. Por ser um componente altamente oxidado do polimero,

aumentando o nivel de oxigénio dissolvido em mais altas velocidades de agitacao, pode
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explicar o aumento da quantidade de piruvato obtido no estudo de PAPAGIANNI et al.
(2001).

O peso molecular foi pouco influenciado pela velocidade de agitacédo (100 — 600
rom); de acordo com os resultados de HPLC, ficaram em redor de 500 kDa
(PAPAGIANNI et al., 2001). O peso molecular da xantana é critico para a viscosidade
intrinseca e para as propriedades espessantes do polimero.

1.2.4.3.4 Detergentes

O estudo de Galindo e Salcedo (1996) mostra que o uso de detergentes
melhora o rendimento e a qualidade dos polimeros obtidos de culturas de X.
campestris. Em fermentacdes realizadas em frasco e em bioreator, o Triton X-100
produziram respectivamente 1,5 vezes e 1,24 vezes mais goma xantana do que no
experimento controle. Em testes realizados em reator de 2 L foram utilizados 0,1 g.L™
de detergente Triton X-100. Com relagdo a biomassa, ndo houve diferenca entre o

controle sem detergente e o com detergente.

Os estudos sobre a tendéncia do pH ao longo da fermentagcdo de xantana por
X. campestris sao contraditérios. Estudos revelam que o pH pode aumentar,ou diminuir
durante a fermentacdo, dependendo da cepa e da composicdo do meio utilizados
(LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES et al., 1997).

1.2.5 Rendimento e Produtividade na obtencao de goma xantana

Galindo et al. (1994), no estudo das cepas E2 (variante espontanea da k-NRRL-
1459) e B-1459 de X. campestris pv. campestris, obtiveram como resultados de
producdo de xantana 11,2 g.L" e 9,3 g.L", respectivamente. No trabalho de Nitschke e
Thomas (1995) com cepas selvagens de X. campestris pv. campestris, obteve-se como
menor producdo 10,6 g.L" para cepa C5 e como maior producédo 14,5 g.L" para cepa
Cv2Cs.
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Foresti (2003) determinou a producdo de xantana (6,4 g.L™') pela cepa padrdo

NRRL B-1459 de X. campestris pv. campestris.

A Tabela 2, confeccionada por Garcia-Ochoa et al. (2000), faz um apanhado
sobre o rendimento de xantana, concentracdo de xantana obtida e tempo de

fermentacao em varios tipos de bioreatores, resultado de estudo de varios autores.

Tanques agitadores (stirred-tanks) parecem ser o melhor tipo de bioreator para
a producdo de xantana, embora outros tipos de equipamentos sejam usados em
producdo de larga-escala (FLORES CANDIA e DECKWER, 1999).

No trabalho de Gupte e Kamat (1997), o maior rendimento obtido foi 21,3 g.L™,
utilizando o X. campestris 1Ca-125. Esgalhado et al. (1995) atingiram uma producao do
biopolimero de 10 a 14 g.L™.

Em estudos mais recentes utilizando o melagco como fonte de carbono em uma
fermentacdo com o X. campestris ATCC 1395, encontramos a maior concentracao
dessa goma ja relatada em meio industrial ou laboratorial. O estudo realizado por
Kalogiannis et al. (2003) relata uma producdo de goma xantana de 53 g.L". Entretanto,
Abd el Salam et al. (1994) relataram uma producao de goma xantana mais alta (70 g.L
') usando melaco de cana de aglicar com uma concentracdo inicial de aclcar

relativamente alta de 25%.
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Tabela 1-
Condigbes operacionais usadas para a produgao de goma xantana em diferentes bioreatores
Referéncia b-li-ci)Fr)Za(:g ] T (°C) pH VO(IIL_];n e l:;(:ggﬁ V:g?tcallggge
(L/L min) (rpm)
Cadmus et al. (1978) Stirred tank 20-30 6,8 ¢c 10 1,5 225-300
Rogovin et al. (1965) 28 7 227 0,5 90-290
2268 30-250
Moraine e Rogovin (1966) 28 7 - 1 1000
Moraine e Rogovin (1971) 28 7,7,1c 8 1 500-1000
Moraine e Rogovin (1973) 28 7c - - -
Souw e Demain (1980) 25 7c¢c - 0,5 500
Pinches e Pallent (1986) 30 7c 10 0,4 600
2,5 1000
De Vuyst et al. (1987 a,b) 28 6 1 250-700
Funahashi et al. (1987) 30 6 1 350-1200
Peters et al. (1989) 28 7c - 0,3 200-800
Shu e Yang (1990) 20-34 7¢ - 1,16 800
Pons et al. (1990) 29 6,9c 3,6 0,3-0,6 500-900
Kennedy et al. (1990) 30 70c 3,5 0,5 400-600
Schweikart e Quinlan (1989) 26 7c 1,2 1 300-1300
Garcia-Ochoa et al. (1997) 28 7 1,5 1 210-1200
Pons et al. (1989) bubble 29 6,9¢c 13 1,1,5ct -
column
Suh et al. (1992) Airlift 28 7¢ 50 7,7-54 ct -
Kessler et al. (1993) 27 7c 60-70 5-10 var -
Zaidi et al. (1991) Plugging jet 28 7¢ 100 0,33 ct -

Fonte: Garcia-Ochoa et al. (2000).
Nota: ¢ = controlado

ct = constante

var = (variavel)
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Tabela 2-1

Maxima concentracdo e rendimentos de xantana usando diferentes
Bioreatores e condicoes de operacao (ver Tabela 1)

Referéncia Bioreator Yr (% p/p) t (h) Cr(g.L")
Cadmus et al. (1978) stirred tank 46 72-96 14
Rogovin et al. (1965) 67 96 15
Moraine e Rogovin (1966) 70 96 15
Moraine e Rogovin (1971) 73 40 14,6
Moraine e Rogovin (1973) 75 96 29
Souw e Demain (1980) 50 60 10,5
Pinches e Pallent (1986) 76 45 17
De Vuyst et al. (1987 a, b) 75 144 27,9
Funahashi et al. (1987) 66 96 30
Peters et al. (1989) 34 90 18,5
Shu e Yang (1990) 81 52 19
Pons et al. (1990) 65 50 13
Kennedy et al. (1982) 45 69 22,5
Schweikard e Quinlan (1989) 50 96 12,5
Garcia-Ochoa et al. (1997) 75 70 30
Pons et al. (1989) bubble column 50 120 20
Zaidi et al. (1991) Plugging jet reactor <50 100 18
Suh et al. (1992) Airlift 50 80 25
Kessler et al. (1993) 45 492 25

% Uma fermentacdo com dois passos foi utilizada; o primeiro passo (12 h, tanque agitador) ndo esta
incluido neste valor.

Legenda:

Yr - rendimento de produgao sob fonte de carbono

t = tempo de fermentacéo

Cp = concentragdo de goma xantana

Fonte: Garcia-Ochoa et al. (2000).

1.2.4.4 Recuperacao da goma

A recuperagdo da goma xantana do caldo fermentativo & geralmente dificil e
cara. O caldo fermentativo contém, ao final do processo, geralmente 10 a 30 g.L™" de
goma, 1a 10 g.L" de células e 3 a 10 g.L" de nutrientes residuais e outros metabdlitos
(GARCIA-OCHOA et al., 1993). Em fungdo da alta concentracdo de goma xantana, o
caldo é altamente viscoso e dificil de manusear. A alta viscosidade complica a remocao
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da biomassa do caldo. Para o processamento, o caldo é normalmente diluido em algum
estagio do processo (KENNETY e BRADSHAW, 1984).

Os principais passos no processo de recuperacao da goma sao: desativacao e
remocao (ou lise) das células microbianas, precipitacdo do biopolimero, lavagem,
secagem, moagem e embalagem (GARCIA-OCHOA et al., 1993). Apds a moagem esse
produto pode passar por peneiras para selecionar-se uma pré-determinada
granulometria para controlar as taxas de dispersabilidade e dissolucdo do produto
(SMITH e PACE, 1982). A embalagem deve ser a prova de agua porque a xantana é
um produto higroscopico e sujeito a degradacado hidrolitica. Geralmente, o caldo
fermentado é pasteurizado ou esterilizado para matar as células bacterianas (GARCIA-
OCHOA et al., 1993); esse tratamento térmico acentua a remocédo da goma xantana
das células.

A pasteurizagdo do caldo fermentado em uma temperatura alta freqientemente
causa degradacao térmica do exopolissacarideo microbiano. Quando o caldo € tratado
sob condigdes apropriadas (80 — 130°C, 10 — 20 min, pH 6,3 — 6,9), a dissolugdo da
xantana ocorre sem degradacao térmica, e o rompimento das células é observado
(SMITH e PACE, 1982). O aumento da temperatura também diminui a viscosidade do
meio, facilitando a remocdo dos insollUveis por centrifugacdo (BOZA et al., 2004;
MOREIRA et al., 2003; GIAVASIS et al., 2000) ou filtragao (GIAVASIS et al., 2000).

A precipitacao do polimero € realizada por diminuigdo da solubilidade do coléide
dissolvido, usando-se métodos tais como adicdo de sais, de solventes misciveis em
agua e concentracao por evaporacao, além da precipitacdo com solventes organicos,
tais como o etanol e o isopropanol, o uso de misturas de alcool e sais (BOZA et al.,
2004; MOREIRA et al., 2003; GIAVASIS et al., 2000; GARCIA-OCHOA et al., 1993) e
da precipitacdo com sais trivalentes e tetravalentes (KENNEDY e BRADSHAW, 1984).
Também o uso de ultrafiltracdo tem sido relatado (LO et al., 1997). De todas essas
técnicas, a que normalmente é mais usada é a de precipitacdo com alcool,
principalmente etanol e isopropanol. O custo para a recuperacéo do alcool e as perdas

inevitaveis contribuem significativamente para o custo total de producéo.
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Os alcoois (metanol, etanol ou isopropanol), a acetona, podem ser adicionados
ao caldo fermentado ndo sé para diminuir a solubilidade do exopolissacarideo, mas
também para lavar impurezas tais como componentes coloridos, sais e células. A
quantidade necessaria de alcool depende da natureza do reagente (GARCIA-OCHOA
et al., 2000).

A adicao de sais em suficiente concentracao também causa precipitagédo devido
a ligacoes dos cations dos sais adicionados com os grupos ionizados polianiénicos. Isto
leva a uma reversao das cargas quando todos os grupos aniénicos estao ligados a um
cation. Os cations polivalentes tais como célcio, aluminio e os sais quaternarios de
amoénio sdo especialmente efetivos para a precipitacdo do polimero (PAGE e
RIGHELATO, 1981).

O polissacarideo pode ser tratado, quimica, fisica ou biologicamente durante
sua separacao visando a obter certas caracteristicas especiais no produto final. Por
exemplo, para aumentar sua dispersabilidade é tratado com dialdeidos; para aumentar
sua viscosidade faz-se reagir com formaldeido; e para torna-lo compativel com outros
polissacarideos, como a carboxi metil celulose (CMC), trata-se com celulases (LIMA et
al., 2001).

1.2.6 Propriedades reoldgicas da goma xantana

Solugdes de xantana obtidas por dissolucdo em temperatura moderada tendem
a ser altamente viscosas. A temperatura de dissolucdo afeta grandemente a
viscosidade por controlar a conformacao molecular. A molécula xantana parece ter duas
conformacgdes, helicoidal e randdmica, dependendo da temperatura de dissolucéo
(MORRIS, 1997; GARCIA-OCHOA e CASAS, 1994; HORTON et al., 1985; apud
GARCIA-OCHOA et al., 2000;).

A viscosidade da goma € uma funcdo de sua concentracdo na dispersao
(NUSSINOVITCH, 1997; PETTITT, 1982).
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1.2.6.1 Viscosidade e pseudoplasticidade

A viscosidade € a resisténcia de um liquido ao fluxo causado por atrito interno
entre as moléculas. Além de ser uma medida direta da qualidade do fluido em servico, a
viscosidade pode fornecer importantes informacdes sobre mudancas fundamentais em
sua estrutura durante determinado processo (NAVARRO, 1997). A viscosidade de fluido
Newtoniano, como, por exemplo, a agua ou o 6leo, depende somente da temperatura (e
para alguns a pressdo), enquanto fluidos n&o-Newtonianos mostram um
comportamento dependente do tempo e/ou taxa de deformacao. As solugdes de goma
xantana sdo nao-Newtonianos e altamente pseudoplasticos ou seja, a viscosidade
diminui com o aumento da taxa de deformacao do fluido. A viscosidade das solugcdes
praticamente ndo se altera com a temperatura entre 4 e 93C, com pH entre 1 e 13 e
com forcas idnicas equivalentes a concentracdes de cloreto de sdédio entre 0,05 e 1%
(MAUGERI FILHO, 2001; BUENO e GARCIA-CRUZ, 2001; KATZBAUER, 1998).

Essa pseudoplasticidade acentua as qualidades sensoriais, realgando o sabor e
diminuindo a sensacao de gomosidade percebida na boca (flavour, “mouth feel”). Além
disso, em taxas de cisalhamento entre 50 e 200s ™, taxa da mastigacdo, a xantana exibe
baixa viscosidade, fazendo com que o produto pareca menos viscoso ao paladar e o
sabor seja mais bem percebido (KATZBAUER, 1998; CHALLEN, 1994).

A sua estrutura ramificada e o alto peso molecular conferem a xantana uma alta
viscosidade, mesmo em baixas concentracées. A rede tridimensional formada por
associacdes de cadeias de goma xantana tem eficiente estabilidade para suspensoées e
emulsdes (KATZBAUER, 1998). Muitas das propriedades reolégicas da xantana
derivam de sua conformagdo dupla-hélice adotada em solugdo. A cadeia lateral
trissacaridica alinha-se com a cadeia celuldsica principal, estabilizando a conformacao
por interacdes nao-covalentes (SUTHERLAND, 1998).

As propriedades reoldgicas da solugdo de xantana mudam com a natureza do
polimero. O que se sabe é que elas sdo dependentes do: peso molecular médio e do
conteldo de acetato (TAKO e NAKAMURA, 1984) e piruvato (PETERS et al., 1993). Os
niveis de acido pirdvico e substituicoes de acetal na molécula podem variar com as
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condigdes do crescimento (CADMUS et al., 1978), as condi¢des operacionais (PETERS
et al., 1993) e também a Xanthomonas sp usada (KENNEDY e BRADSHAW, 1984).

A goma xantana é freglentemente usada em combinacdo com outros
hidrocol6ides a fim de se obter o comportamento desejado para o fluido. O sinergismo
entre hidrocoldides € de especial interesse comercial, por possibilitarem uma nova
funcionalidade, além de possibilitar reduzir as quantidades utilizadas, reduzindo custos
(KATZBAUER, 1998).
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2 CAPITULO Il - Selecéo de linhagens de Xanthomonas campestris para a
producao de goma xantana

Resumo

Pesquisas para a descoberta de novas cepas produtoras do biopolimero vém
despertando o0 interesse de inuUmeros pesquisadores, que procuram por
microrganismos com capacidade de producdo de goma e qualidade superiores as
existentes. O estudo em questao selecionou os patovares X. campestris pv. manihotis
280-95, X. campestris pv. begoniae 1138-95 e X. campestris pv. dieffenbachiae 1429-
00, como os de melhor desempenho, com uma producao de goma xantana de 10,8 g/L,
9,0 g/L e 8,5 ¢g/L respectivamente. Sendo a linhagem 280-95, a de melhor desempenho
em producao e qualidade. O “stress” alcalino aplicado no processo de producdo da
goma xantana aumentou em 40,76% a produg¢ao da goma, merecendo um estudo mais

profundo a fim de determinar as melhores condigdes para a aplicagdo desse processo.

Palavras-chave: Xanthomonas campestris, selecdo, producdo de xantana, “stress”

alcalino, otimizagao.

Selection among strains of Xanthomonas campestris for xanthan gum production

Abstract
Researches for investigation of new strains biopolymers have been raising

many researchers' interest, who seek microorganisms with capacity of gum production
and a higher quality than the existent ones. The present study selected the patovares X.
campestris pv. manihotis 280-95, X. campestris pv. begoniae 1138-95 and X.
campestris pv. dieffenbachiae 1429-00, as better acting, with a production of xanthan
gum of 10,8 g.L™", 9,0 g.L" and 8,5 g.L™! respectively. Being the strain 280-95, better
acting in production and quality. The alkaline "stress" applied in the process of
production of the xanthan gum production increased in 40,76% the production of the
gum, deserving a deeper study in order to determine the best conditions for the

application of that process.
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Keywords: Xanthomonas campestris, selection, xantana production, alkaline stress,

viscosity, optimization.

1 INTRODUCAO

Xanthomonas € um género da familia da Pseudomonaceae. Todos os
microrganismos desse género sao fitopatogénicos, com excecdo do Xanthomonas
maltophilia (SUTHERLAND, 1993; SWINGS et al., 1993). A Xanthomonas infecta uma
extensa variedade de plantas incluindo alguns de interesse comercial como a
alcachofra, o algodao, a ameixa, a berinjela, o brécolis, a couve, a couve-flor, a couve
de Bruxelas, 0 maracuja, a mostarda, a nectarina, a pimenta, o pimentao, o rabanete, o
repolho, o tomate, a alfafa, o péssego e outras (NCPPB, 2006).

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas podem produzir goma
xantana, um polissacarideo de enorme interesse para as industrias de alimentos,
farmacéuticas e de petrdleo. A goma apresenta capacidade de formar solugdes
viscosas e géis hidrossoluveis que lhe fornece propriedades reoldgicas Unicas.

A maioria dos estudos informa uma dependéncia clara entre linhagens usadas,
rendimento e propriedades da goma xantana. Assim, a sele¢do da linhagem deveria ser
o primeiro passo para um processo especifico de producdo (LOPEZ et al., 2001;
HASSLER e DOHERTY, 1990).

Atualmente toda a goma xantana consumida no Brasil, provém de importagdes,
porém o Brasil tem um grande potencial para a fabricagcdo deste polimero em escala
industrial, ja que temos matéria-prima basica para sua producgdo: acucar, extrato de
levedura e &lcool do setor sucro-alcooleiro.

Esse estudo teve como objetivos selecionar linhagens de X. campestris em
processo de fermentacdo normal, e testar o efeito do processo de “stress” alcalino ao
final do processo fermentativo, avaliando producdo e qualidade dos biopolimeros
obtidos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Foram utilizadas culturas liofilizadas das bactérias X. campestris pv. begoniae
1138-95, X. campestris pv. malvacearum 1779-02, X. campestris pv. dieffenbachiae
1429-00, X. campestris pv. campestris 729-89, X. campestris pv. vesicatoria 1460-99, X.
campestris pv. manihotis 280-95 e X. campestris pv. campestris CA110 (NRRL B-1459)
pertencentes a Colecao de Cultura da Secao de Bacteriologia Fitopatoldgica do Instituto
Biolégico de Campinas/SP-Brasil.

2.2 Meios de cultura

Foram utilizados os meios YM padrao (Yeast-Malt) sélido e liquido descritos por
HAYNES et al., 1955), o meio | segundo SOUW e DEMAIN (1979) e o meio nutriente
conforme (PELCZAR, 1981).

O meio YM padrao (Yeast-Malt) é constituido por (p/v): extrato de Levedura
0,3%, extrato de Malte 0,3%, Peptona 0,5%, Glicose 1,0% e Agar (para o meio sélido)
2,5%.

O meio de fermentacdo (Meio MP-I), previamente testado é constituido por
(p/v): MgS04.7H,0 0,02%, KH2PO4 0,5%, H3BOs; 0,0006%, (NH4)2SO4 0,2%, FeCls
0,00024%, CaClz.2H20 0,0002%, ZnSO4 0,0002%, &cido citrico 0,20% e sacarose 5%.

O pH do Meio | foi ajustado para 7,0 com HCI 0,1 N e NaOH 0,1 N.

Os meios foram esterilizados a 121°C por 20 min. A sacarose foi esterilizada
separadamente.

O meio nutriente constituido por (p/v): extrato de carne 0,3% (p/v), peptona
0,5% (p/v) e NaCl 0,8% (p/v).

2.3 Procedimento de re-hidratacao das culturas liofilizadas

As culturas estavam acondicionadas em ampolas de vidro, as quais foram
quebradas em condicoes estéreis e colocadas no interior de tubos de ensaio estéreis
com tampa rosqueéavel. Com pipeta de Pasteur foram adicionadas 6-8 gotas de meio

nutriente as ampolas. Agitadas e incubadas a 28°C por 60 min. Transcorridos 60 min,
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as suspensbes foram tranferidas para placas contendo meio YM padrao sélido e
incubadas a 28°C por 48 h (IBSBF, 2003).

As placas onde cresceram as bactérias oriundas das culturas liofilizadas foram
chamadas de placa mae. A partir desta placa foi colhido material de uma coldnia isolada
e esse material foi repassado para outra placa contendo meio YM padrao soélido. Esse
procedimento foi repetido trés vezes em duplicata (placa chamada de placa para
producdo) antes de utilizamos cada um dos microrganismos para a producdo do
biopolimero.

2.4 Preservacao e manutencao dos microrganismos

Para evitar possiveis perdas na viabilidade celular e ter maior seguranca na
manutencao das caracteristicas das bactérias, estas foram estocadas a 4°C em tubos
de ensaio contendo meio YM &gar inclinado e cobertas por 6leo mineral. Quando
necessario foram reativadas, transferidas para placas de Petri contendo meio YM e
repassadas trés vezes antes de serem utilizadas para nova producgao de polimero.

Segundo Cadmus et al. (1978) é de grande importancia o controle da formacao
de colbnias variantes, que sao pequenas e ndo gomosas e acarretam diminuicdo na

producdo de goma.

2.5 Producao do biopolimero

2.5.1 Preparacao do pré-inéculo e contagem de células viaveis

Em tubos de ensaio estéreis contendo 3 mL de meio YM padréo liquido estéril
foi inoculado 9 algcadas padrédo (alca de platina com 3,0 mm de diametro) da cultura
bacteriana, crescida em placa de Petri (placa de producao) contendo meio YM padrao
sélido, sendo o material foi agitado e foram adicionados mais 3 mL de meio YM padrao
liquido estéril. Esse procedimento foi padronizado a fim de se obter um pré-in6culo
contendo no minimo 2,6 x 10° UFC/mL (PAN et al., 2000).

As amostras de cada pré-indculo foram submetidas a diluicbes decimais em
série, transferindo-se 1uL de inéculo para 9 pL de agua sucessivamente até as

diluicdes de 108, 10° e 107'°, transferindo-se 100 pL de amostra diluida para a
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superficie de placas contendo meio YM-s6lido. As colonias foram contadas apds 48 h
de incubacdo a 28°C. Todos os testes de contagem foram feitos em duplicata. Os
resultados foram expressos em Unidade Formadoras de Col6nias por mL (UFC/mL)
(SILVA e JUNQUEIRA, 1995). Imediatamente apds o preparo do pré-inoculo foi feito o

indculo.

2.5.2 Inéculo

Foram preparados cinco erlenmeyers de 125 mL (N° 4980, stopper n° 05,
Pyrex, USA), contendo 7 mL cada de meio YM padrao onde foi colocado 1 mL do pré-
inéculo. Esse procedimento foi realizado para cada uma das culturas.

Os erlenmeyers foram colocados em um Shaker Incubador (marca New
Brunswick Scientific Co, modelo G27) e mantidos a uma temperatura de 28°C sob

agitacao de 180 rpm por 24 horas.

2.5.3 Fermentacao

Ap6s 24h esse material foi transferido sob condigcbes estéreis para um
erlenmeyer de 250 mL (N° 4980, stopper n° 06, Pyrex, USA) contendo 43 mL de meio
de fermentacao (Meio MP-I), previamente testado. Os erlemeyers foram colocados em
um Shaker Incubador e mantidos a uma temperatura de 28°C sob agitacao de 200 rpm
por 72 horas (SOUZA e VENDRUSCOLO, 1999).

2.5.4 “Stress” alcalino

Ap6s as 72 horas de fermentacdo os erlenmeyers foram levados para uma
capela de fluxo laminar da marca Tecnal, modelo 115. Adicionou-se aos erlenmeyers
hidréxido de sodio 2,0 N até atingir-se o pH 11. O controle desse pH foi realizado
através de pHmetro digital. Ap6s o ajuste do pH os frascos foram retornados ao Shaker
Incubador e foram mantidos por 1 hora. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.5.5 Separacao do biopolimero

O caldo fermentado foi centrifugado a 22.300 x g em centrifuga, a 20°C por 15
min, para a separacao da biomassa. Ao sobrenadante adicionou-se, etanol (92,8°GL)
na proporcao de 4:1, a para precipitacao dos biopolimeros. A suspensao foi agitada por
5 min, a goma recolhida com bastdo de vidro e tela metdlica. A goma obtida foi
congelada e liofilizada. O material foi triturado e pesado.

2.6 Métodos analiticos

2.6.1 Quantidade de goma xantana produzida
A goma liofilizada foi colocada em dessecador e pesada em balanca analitica. A

producdo da goma xantana foi expressa em peso de goma (g) por volume de caldo
precipitado (L).

2.6.2 Qualidade da goma através de viscosidade aparente

A qualidade da goma foi determinada através da viscosidade aparente. O
comportamento reolégico das amostras obtidas foi avaliado através de um redmetro
rotativo da marca Haaker, modelo RS 150, sendo utilizado o sensor tipo copo, modelo
DG 41. A determinacdo da viscosidade das amostras foi realizada a temperatura de
25°C. As solucoes aquosas foram preparadas na concentracao de 1,0 % (p/v) em agua
destilada, solubilizadas por agitacdo durante duas horas, seguido de aquecimento a
60°C por 20 min (DIAZ, 2002; ZHANG XUEWU et al., 1996). Os parametros das
analises reoldgicas foram: taxa de deformacdo aplicada entre 0,01 s' e 60 s, com

fenda 5100 mm e tempo de 300 seg. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.6.3 Composicao quimica
Utilizou-se o método comparativo de cromatografia de camada delgada (CCD)
desenvolvido por Moreira et al. (1998), onde as amostras foram hidrolisadas a 80°C por

16h através da adicao de HCI 2 N, na proporgao de 3:100 (p/v).
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O produto da hidrolise foi analisado por cromatografia em camada delgada e
co-cromatografia, em placas de gel de silica Fzs4 (Merck), em cuba pré-equilibrada
durante 10 minutos. Empregou-se eluente composto por cloroférmio-metanol-acido
acético-agua, na proporcao de 40:40:10:10 (v/v/v/iv) (MOREIRA et al.,, 1998). As
amostras foram aplicadas com capilares padronizados. Para a revelacdo dos
cromatogramas utilizou-se o reagente de deteccao anisaldeido-sulfdrico e aquecimento
a 100°C durante 5 min, seguindo-se visualizagdo sob luz ultravioleta a 366 nm
(WAGNER et al., 1984). A caracterizagdo dos constituintes foi feita comparando-se com

padrdes de glicose, manose, fucose, ramnose e acido glucurdnico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Numero de células no inéculo

Segundo Pan et al. (2000) o numero de células iniciais no inéculo tem influéncia
sobre a producao e a qualidade da goma produzida por X. campestris pv. pruni 06. O
estudo mostra que a producédo de goma xantana assim como a viscosidade da solucao
obtida sdo maiores nos ensaios onde o nimero inicial de células esta entre 2,6 x 10°
UFC/mL e 2,6 x 10" UFC/mL. Entretanto Pan et al. (2000) testaram concentragdes
iniciais de indculo de no maximo 2,6 x 10" UFC/mL. Nesse estudo foi verificado que os
tratamentos com menores concentragdes iniciais de células (2,6 x 10® — 1,3 x 10°%)
apresentaram menor produgcdo e viscosidade aparente para os biopolimeros obtidos,
além de grandes flutuagdes na curva de crescimento celular no intervalo de 96 horas de
fermentacdo. Segundo Pan et al. (2000) e Baiocco (1997) partindo-se de um menor
namero de células, verifica-se uma maior multiplicacdo celular, porém, uma menor
producédo de goma xantana.

Ja os tratamentos com maiores concentragdes iniciais de células (2,6 x 10° — 2,6
x 10" apresentaram maior producdo, viscosidade aparente e estabilidade celular
durante a fermentacao (ndo havendo diferenca significativa p<0,05 para os resultados
de producéo neste intervalo de concentracdes de células iniciais).
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Tabela 1-II
Concentracao do inéculo para cada um dos patovares testados
ldentificagdo da Bactéria UFC/mL no Inéculo

1429-99 1x 10" (est.)

729-00 5x 10"

1138-95 1,8 x 10°

CA110 2,5x10°

1779-02 3,3x 10"

1460-99 5,4 x 10"

280-95 4,0x 10"

Os resultados da Tabela 1-1 mostram que as concentracdes iniciais dos indculos
obtidos para os diferentes patovares estdo entre 1,8 x 10% e 3,3 x 10'" UFC/mL.

Pan et al. (2000), Antunes (2000) e Souza (1999) sugerem para 0 numero de
células iniciais no inéculo concentragdes acima de 10° UFC/mL.

3.2 Producao de goma xantana

Observou-se na Figura 1-1l que para as condi¢gdes utilizadas nesse estudo os
patovares ou subespécies que apresentaram o melhor desempenho com relacdo a
concentracdo de goma xantana obtida foram: X. campestris pv. manihotis 280-95, X.
campestris pv. begoniae 1138-95 e X. campestris pv. dieffenbachiae 1429-00, com uma
producdo de goma xantana de 10,8 g.L", 9,0 g.L™" e 8,5 g.L " respectivamente.

Apartir destes resultados escolheu-se a linhagem 280-95 para testar o efeito do

“stress” alcalino.
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goma xantana (g. L-1)

1429-99 * 729-00 1138-95 CA110 1779-02 * 1460-99 280-95*

Figura 1-11: Produgdo de goma xantana (g.L™") para as linhagens utilizadas na selec3o.
Nota: As amostras com * sdo as que apresentaram maiores valores de viscosidade
aparente.

E bastante dificil comparar os resultados de producdes de goma encontradas por
outros autores, pois os resultados variam em funcdo da bactéria utilizada, até mesmo
entre linhagens de um mesmo género, espécie e subespécie e também em funcao da
composicao dos meios utilizados, e das condicées de processo. Os autores Foresti
(2003), Borges (2003), Moreira et al. (2001), Antunes et al. (2000), Nitschke e Thomas
(1995), Galindo et al. (1994) utilizaram condigdes muito semelhantes as condi¢des
utilizadas neste estudo.

Antunes et al. (2000) apresentaram resultados de producédo de goma variando de
11,7 9.L" € 26,4 g.L", utilizando a linhagens 06 de X. campestris pv. pruni.
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O estudo realizado por Moreira et al. (2001) apresenta condi¢des muito
semelhantes as utilizadas neste trabalho com excecédo do meio de producao de goma,
onde utilizaram o meio Il. Moreira et al. (2001), realizaram uma selecdo entre 18
diferentes linhagens de X. campestris pv pruni, onde a quantidade de goma xantana
encontrada apds 72 horas de fermentacao mostrou uma grande variacao, variando de
23¢g.L"a84glL".

Galindo et al. (1994) obtiveram rendimentos de 9,3 e 11,2 g.L"'com as linhagens
B — 1459 e E2 (uma variante da 1459) de X. campestris pv. campestris
respectivamente. Nitschke e Thomas (1995), utilizando linhagens selvagens de X.
campestris pv. campestris, obtiveram producdes de 10,6 g.L" e 14,5 g.L" para as
linhagens C5 e Cv2C8 respectivamente.

Borges (2003) verificou a producao, a viscosidade e a composicao quimica das
gomas xantana obtidas de 30 diferentes linhagens de X. campestris pv pruni, utilizando
o meio |l como meio de producgdo. Observou producdes que variaram de 0 a 9,2 g.L™
para a linhagem 83.

Foresti (2003) determinou a producdo de xantana (6,4 g.L"') pela cepa padrio
NRRL B-1459 de X. campestris pv. campestris, em condicdes idénticas a Borges
(2003).

3.3 Efeito do “stress” alcalino na producao de goma xantana

As Figuras 1-1l e 3-lIl mostram que a linhagem 280-95 apresentou o melhor
desempenho em quantidade e qualidade, por esse motivo essa bactéria foi selecionada
para testar o efeito do “stress” alcalino sob a producao do biopolimero.

A concentracdo de goma xantana obtida com a utilizacdo do X. campestris pv.
manihotis 280-95 apds o processo de “stress” alcalino foi de 15,2 g.L". Esse processo
aumentou em 40,76% a producao da goma (Figura 2-11).
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Figura 2-1I: Producdo de goma xantana (g.L™') para a linhagem 280-95 sem o processo
de “stress” alcalino (4,0 x 10'® UFC/mL) e com o processo de “stress” alcalino em pH 11
(5,5 x 10" UFC/mL) por 1 hora utilizando o NaOH.

3.4 Viscosidade aparente das gomas produzidas

Estudos mostram que as solugdes de goma xantana sdo nao-Newtonianas,
apresentam um comportamento dependente do tempo e/ou da taxa de deformacgao e
sao fluidos altamente pseudoplasticos (PADILHA, 2003; CACIK et al., 2001; BUENO e
GARCIA-CRUZ, 2001; KATZBAUER, 1998). Uma pequena quantidade de xantana (<
1,0%) aumentara sua viscosidade por um fator de 100.000 em baixas taxas de
deformagédo, e para um fator de 10 em altas taxas de deformacdo. Esta notavel
pseudoplasticidade pode ser comparada a poucos biopolimeros (WHITCOMB, 1978).

Os dados obtidos nas avaliagdes de viscosidade aparente podem ser observados
nas Figuras 3-ll e 4-1l. Todas as solucbes aquosas a 1% de goma xantana obtidas de
fermentacdes com as bactérias testadas, apresentaram comportamento de fluido

pseudoplastico, como era esperado para as solugdes aquosas de goma xantana. Estes
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resultados estdo de acordo com os mostrados na literatura por Padilha (2003), Cacik et
al. (2001), Bueno e Garcia-cruz (2001), Katzbauer (1998), Nitschke et al. (1997), e
Sandford e Baird (1983).

Na Figura 3-1l observamos que a solucdo obtida a partir da goma xantana da
linhagem 280-95 apresentou maior viscosidade em taxas de deformacéo entre 0-60 s™,
com valor de viscosidade para taxa de deformacédo de 10,5 s de 510 mPa.s. Além da
goma produzida pela bactéria 280-95 as gomas produzidas pelas bactérias 1429-99,
1779-02 e 289-95 também apresentaram bom desempenho no momento de taxa de
deformagdo zero. Em taxas de deformacdo entre 0 — 60 s as amostras 280-95, 1429-
99, 1779-02 e 280-95 EA sao as de maior viscosidade (Figura 3-11).

10.00
1138-95
1429-99
1460-99
1.0 1779-02
> 280
é 280EA
= 5‘?39-95
0.10 729-00
CA110
T T s s 48 eo

Y [1/s]

Figura 3-1I: Viscosidade aparente (Pa.s) vs Taxa de deformacdo (s'), a 25°C das

solucdes de goma xantana (1,0 % p/v), produzidas pelas diferentes linhagens.
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Observamos na Figura 4-Il que a solucédo obtida a partir da goma xantana da
linhagem 280-95 sem “stress alcalino” apresentou 510 mPa.s de viscosidade aparente,
a mesma linhagem apds “stress alcalino” apresentou 400 mPa.s para uma taxa de
deformagdo de 10,5 s. O “stress” alcalino diminuiu a qualidade da goma obtida pela
linhagem 280-95, entretanto observou-se uma goma com caracteristica mais elastica do

que viscosa, sugerindo um estudo de viscoelasticidade.

10.00 280
280EA

0.01 \ \ \ \ \
0 12 24 36 48 60

9 [1/s]

Figura 4-ll: Viscosidade aparente (Pa.s) vs Taxa de deformacdo (s'), a 25°C das

solucdes de goma xantana (1,0 % p/v), amostras: 280-95 e 280-95 EA11.

No estudo realizado por Rottava (2005), o valor ve viscosidade aparente
encontrado para as gomas obtidas a partir do X. campestris pv. manihotis 1182, X.
campestris pv. campestris 607, X. campestris pv. campestris 1078, X. campestris pv.
campestris 254, X. campestris pv. arracaciae 1198 e X. campestris pv. campestris 729
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foram respectivamente 360 mPa.s, 220 mPa.s, 230 mPa.s, 66 mPa.s, 37 mPa.s e 161
mPa.s, para taxa de deformacdo de 10,5 s™'. As condigdes da andlise reolégica foram
diferentes, sendo utilizada nesse estudo uma solugcdo aquosa trés vezes mais
concentrada do que a utilizada em nosso estudo, viscosimetro Brookfield, modelo LVDV
[ll+, spindle 18 a 25<C.

Borges (2003) apresentou em seu estudo a caracterizacdo de 30 cepas de X.
campestris pv pruni, utilizando condigdes para a avaliagao da viscosidade semelhantes
as utilizadas nesse estudo, com excec¢ao da concentracao das solucdes, que foi de 3%
(p/p) e apesar de utilizar o mesmo modelo de rebmetro (HAAKE, RS150) utilizou o
sistema placa-placa com sensor PP35Ti. Encontrou para uma taxa de deformacao de
10 s valores de viscosidade entre 12.700 mPa.s e 1.370 mPa.s. Para uma amostra de
xantana comercial testada encontrou 3.400 mPa.s.

Foresti (2003) analisou a viscosidade aparente da solucao de aquosa a 3% (p/p)
da xantana sintetizada pela cepa padrao NRRL B-1459 de X. campestris pv.
campestris, atingindo 2.700 mPa.s numa taxa de deformagéo de 10s™.

Nitschke e Thomas (1995), numa taxa de deformacdo de 12,5 s™, relataram que
as solucdes aquosas a 0,5% (p/p) dos polimeros sintetizados por cepas selvagens de
X. campestris, variaram de 200 mPa.s para a cepa Cv2C8, até 641 mPa.s para a cepa
C7.

Souza e Vendruscolo (1999) ao determinar a viscosidade aparente das solucdes
aquosas a 3% de xantana produzidas por X. campestris pv. pruni cepas 24 e 58,
analisadas em redmetro HAAKE CV 20, apresentaram aproximadamente 5.000 mPa.s e
300 mPa.s respectivamente, numa taxa de deformacéo de 10 s,

A goma xantana produzida pelo X. campestris pv. manihotis 280-95 apresentou
as maiores viscosidades na faixa de taxa de deformacéo testada (0 — 60 s™), atingindo
viscosidade de 510 mPa.s para taxa de deformacdo de 10,5 s”; valor abaixo do
esperado para xantana comercial, porém devemos ressaltar que as amostras em
questao nao foram purificadas, o que prejudica seu desempenho reolégico.

Na literatura ndo foi encontrado estudo exatamente com as mesmas condicoes

de processo e de anadlise reolégica em que a goma xantana foi testada. Porém os
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relatos fornecem uma orientagdo quanto a grandeza esperada para goma xantana de
boa qualidade e um produto comercial.

Industrialmente existem muitos tipos de xantana com propriedades adequadas
para cada tipo de aplicagdo. Geralmentel a xantana tipicamente utilizada em alimentos
apresenta uma viscosidade de 1400 mPa.s (solucédo de 1%, com adicao de 1% de KCl,
60 rpm, 25<C, viscosimetro Brookfield LVF, spindle 3), ja a xantana utilizada para outros
fins industriais apresenta viscosidade de 850 mPa.s (60 rpm em 11 s™') (CPKELCO,
2001 e BRAUN e ROSEN, 2000).

3.5 Analise de composicao quimica

Os biopolimeros obtidos foram analisados por CCDC para a identificacao os seus
monossacarideos e acidos constituintes. As amostras de gomas analisadas
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes (Figura 5-11). Na sua composicao
foram identificados os acidos glucurénico com Rf de 0,30, e 0os monossacarideos
glicose, manose e ramnose com valores de Rf de 0,54, 0,56 e 0,70 respectivamente
(OLIVEIRA et al., 2000; SOUZA, 1999). Segundo Moreira (2002) o acido galacturdnico
apresenta Rf de 0,27, para a técnica cromatografica utilizada nesse estudo,
provavelmente as manchas que aparecem abaixo das manchas de acido glucurénico
seram de &cido galacturénico.

A presenca da ramnose pode ser uma caracteristica desejavel, pois em geral, os
polimeros nos quais ele esta presente possuem capacidade de formar géis verdadeiros,
quando em suspensao aquosa (KANG e MCNEELY, 1977). A xantana comercial, em
solucdo aquosa, nao tem capacidade de formagdo de gel, mesmo em altas
concentracdes. Por isso a importdncia de ramnose quando se deseja encontrar
biopolimeros que possam ser usados como estruturantes ou gelificantes. No entanto, os
biopolimeros que formam géis em altas concentragcbes mudam seu comportamento
reolégico quando em baixas concentracbes, ndao formando géis. Isso pode ser
considerado como um aspecto positivo, pois amplia a utilizacdo destes, podendo ser
utilizado como gelificante, espessante ou estabilizante (SANDERSON, 1990; SOUW e
DEMAIN, 1979).



CAPITULO Il 87

~

O = T 3

P1 P2

1429-99
1460-99
729-00
280-95
1779-02
1138-95
CA110
289-95

280-95EA

Figura 5-11: Cromatografia de camada delgada. Padrdes: (P1) Acido Glucurdnico (AG, Rf
0,30), Manose (M, Rf 0,56) e Ramnose (R, Rf 0,70); (P2) Glicose (G, Rf 0,54) e Fucose
(F, Rf 0,65). Eluido com cloroférmio-Metanol-Acido Acético-Agua (40:40:10:10 v/v/V/v).

Diferencas na estrutura dos biopolimeros tendem ser principalmente devido a
mudancas nas concentragdes de piruvato e acetato, mas variacbes na composicao de
carboidratos também podem ocorrer. Em muitos casos a propor¢cao entre
monossacarideos € mantida (1:1), mas pequenas variagcbes podem ocorrer entre
diferentes espécies (SUTHERLAND, 1981) e em mutantes. HEYRAND et al. (1998)
obtiveram um polimero de X. campestris pv. campestris 8396, desprovido de &cido
glucurénico, onde glicose e manose estdo em um razdo molar de 2:1. A presenca de

outros monossacarideos tais como galactose e ramnose também tém sido relatada.
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4 CONCLUSAO

Para as condi¢oes utilizadas nesse estudo as linhagens que apresentaram o
melhor desempenho com relacdo a producdo e qualidade de goma xantana obtida
foram: X. campestris pv. manihotis 280-95, X. campestris pv. begoniae 1138-95 e X.
campestris pv. dieffenbachiae 1429-00, com uma produg¢do de goma xantana de 10,8
g.L",9,0g.L" e 8,5 g.L" respectivamente.

A goma xantana produzida por X. campestris pv. manihotis 280-95 foi a que
apresentou maior producédo (g.L") e também a maior viscosidade na faixa de taxa de
deformagcao testada (0 — 60 s™).

O rendimento fermentativo com X. campestris pv. manihotis 280-95 apés o
processo de “stress” alcalino aumentou em 40,76%, merecendo um estudo mais
profundo sobre o efeito do “stress” alcalino sob a producdo do biopolimero e quais as
melhores condi¢cdes para esse processo.

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANTUNES, A. E. C. Producao, viscosidade e composi¢cao de xantana por Xanthomonas
campestris pv. pruni em meios convencionais e alternativos. Dissertacdo (mestrado),
Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial, UFPEL, p. 63, 2000.

ANTUNES, A. E. C.; MOREIRA, A. S.; VENDRUSCOLO, J. L. S.; VENDRUSCOLO, C.
T. Viscosidade aparente de biopolimeros produzidos por diversas cepas de
Xanthomonas campestris pv. pruni. Ciéncia e Engenharia, v. 9, n. 1, p. 83-87, 2000.

ANTUNES, A. E. C. Producao, viscosidade e composi¢ao de xantana por Xanthomonas
campestris pv. pruni em meios convencionais e alternativos. Dissertacao (mestrado),
Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial, UFPEL, p. 63, 2000.

BAIOCCO, L. M. Estudo de parametros para a producao de indculos liofilizados de X.
campestris pv. manihotis. Tese de doutorado, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
UNICAMP, p. 148, 1997.



CAPITULO Il 89

BORGES, C. D. Caracterizacao da goma xantana em funcdo das cepas de X.
campestris pv. pruni e das condi¢cdes operacionais. Dissertagdo (mestrado), Ciéncias e
Tecnologia Agroindustrial, UFPEL, p. 98, 2003.

BRAUN, D. B.; ROSEN, M. R. Rheology Modifiers Handbook Practical Use and
Application. Norwich:New York, p. 505, 2000.

BUENO, S. M.; GARCIA-CRUZ, C. H. The influence of fermentation time and the
presence of salts in the rheology of the fermentation broth of a polysaccharide-producing
bacteria free of soil. Journal of Food Engineering, v. 50, p. 41-46, 2001.

CACIK, F.; DONDO, R. G.; MARQUES, D. Optimal control of a batch bioreactor for the
production of xanthan gum. Computers and Chemical Engineering, v. 25, p. 409-418,
2001.

CADMUS, M. C.; KNUTSON, K. A.; LAGOTA, A. A.; PITTSLEY, J. E.; BURTON, K. A.
Synthetic media for production of quality xanthan gum in 20 liter fermentors.
Biotechnology Bioengineering, v. 20, p. 1003-1014, 1978.

CPKELCO Gilobal leader in hydrocolloids. Xanthan gum book, CPKelco Asp: 82 th
edition, 28 p, 2001.

DIAZ, P. S. Influéncia de parametros fisicos e quimicos e da adicdo de ions no
comportamento reolégico de gomas xantana. Dissertacdo (mestrado), Ciéncias e
Tecnologia Agroindustrial, UFPEL, p. 65, 2002.

FORESTI, A. P. Producdo e qualidade reolégica da xantana sintetizada por diferentes
cepas de Xanthomonas em meios modificados. Dissertacdo (Mestrado), Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, UFPEL, 2003.

GALINDO, E.; SALCEDO, G.; RAMIREZ, M. A. Preservation of X. campestris on agar
slopes: effects on xanthan production. Microbiology. Biotechnology, v. 40, p. 634-637,
1994.

HASSLER, R. A.; DOHERTY, D. H. Biotechnology Process, v. 6, p. 182-187, 1990.



CAPITULO Il 90

HAYNES, W. C.; WICKERHAM, L. J.; HESSELTINE, C. W. Maintenance of cultures of
industrially important microorganisms. Applied Microbiology, v. 3, n. 6, p. 361-368, 1955.

HEYRAUD, A.; SAYAH, B.; VOJNOV, A.; COLIN-MOREL, G. C.; GEREMIA, R. A;;
DANKAERT, M. A. Structure of an extracellular mannosylated cellulose produced by a
mutant strain of Xanthomonas campestris. Cellular and Molecular Biology, v. 44, n. 3, p.
447-454, 1998.

IBSBF — Colecdo de Cultura da Secao de Bacteriologia Fitopatoldégica do Instituto
Biolégico de Campinas/SP-Brasil.

KANG, K. S.; McNEELY, W. PS-7. A new bacterial heteropolysaccharide. In:
SANDFORD, P. A.; LASKIN, A. ed. Extracellular Microbial Polysaccharide. Washington,
D. C. Americam Chemical Society, p. 220-230, 1977.

KATZBAUER, B. Properties and applications of xanthan gum. Polymer Degradation and
Stability, v. 59, p. 81 — 84, 1998.

LOPEZ, M. J.; MORENO, J.; RAMOS-CORMENZANA, A. X. campestris strain selection
for xanthan production from olive mill wastewaters. Elsevier Science Ltd. Wat. Res., v.
35,n. 7, p. 1828-1830, 2001.

MOREIRA, A. S.; SOUZA, A. da S.; VENDRUSCOLO, C.T. Determinacdo da
composicdo de biopolimero por cromatografia em camada delgada: Metodologia.
Revista Brasileira de Agrociéncia, n. 4, v. 3, p. 222-224, 1998.

MOREIRA, A. S.; VENDRUSCOLO, J. L. S.; GIL-TURNES, C.; VENDRUSCOLO, C.T.
Screening among 18 novel strains of X. campestris pv. pruni. Food Hydrocolloids, v. 15,
p. 469-474, 2001.

MOREIRA, A. N. Estudo da viabilidade de producdo do biopolimero da bacteria
Beijeirinckia sp. 7070 via enzimatica. Dissertacdo (mestrado), CEBIOT, UFPEL, p. 81,
2002.

NCPPB. National Collection of Plant Pathogenic Bactéria, www.ncppb.com, 2006.



CAPITULO Il 91

NITSCHKE, M.; THOMAS, R. W. S. P. Xanthan gum production by wild-type isolates of
X. campestris. World Journal of Microbiology e Biotechnology, v. 11, p. 502-504, 1995.

NITSCHKE, M.; THOMAS, R. W. S. P. KNAUSS, C. Xanthan production by X.
campestris in a whey-based medium. Revista de Microbiologia, v. 28, p. 148-151, 1997.

OLIVEIRA, L. H. S.; DIAS, F. G.; DUARTE, I. C. S.; OLIVA-NETO, P.; CRUZ, R,;
MOREIRA, A. S.; VENDRUSCOLO, C. T. Isolamento e caracterizacdo de bactérias
produtoras de goma xantana. Revista Cientifica Plural, v. 1, p. 115-120, 2000.

PADILHA, F. F. Produgéo de biopolimeros sintetizados por microorganismos. Tese de
doutorado, Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP, p. 210, 2003.

PAN, A.; MOREIRA, A. S.; VENDRUSCOLO, C. T. Efeito da concentracao inicial do
indculo no crescimento celular e qualidade de biopolimeros de X. campestris pv. pruni
CEPA 06. Revista Brasileira de Agrociéncia, v. 6, n. 3, p. 273-277, 2000.

PELCZAR, M. J.; REID, R.; CHAN, E. C. S. Microbiologia, v. 2, Sao Paulo: Mc Graw-Hill
do Brasil, 1981, p. 1031.

ROTTAVA, |. Selecdo de linhagens de Xanthomonas sp para producdo de goma
xantana. Dissertacdo (mestrado), Departamento de Ciéncias Agrarias, URI, p. 79, 2005.

SANDERSON, G. R. Gellan gum. Applied Science, v. 479, p. 201-232, 1990.

SANDFORD, P. A.; BAIRD, J. Industrial utilization of polysaccharides. In: . S. O.
Aspinall. The polysaccharide, New York: Academic Press, p. 412-490, v. 2., 1983.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V. C. A. Contagem Total de microrganismo aerdbicos
mesofilos/psicrotréficos e de bolores leveduras em placas. In: Métodos de Andlise
Microbiolégica de Alimentos. Manual Técnico N°14. C ampinas: ed. ITAL, p. 21-29,
1995.

SOUW, P.; DEMAIN, A. L. Nutricional studies on xanthan production by X. campestris
NRRL B-1459. Applied and Environmental Microbiology, v. 37, n. 6, p. 1186-1192, 1979.



CAPITULO Il 92

SOUZA, A. S. Producdo e caracterizacdo dos biopolimeros sintetizados por X.
campestris pv. pruni cepas 24 e 58. Dissertacao (Mestrado), Ciéncias e Tecnologia
Agroindustrial, UFPEL, p. 36, 1999.

Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel. UFPEL, p. 36, 1999.

SOUZA, A S.; VENDRUSCULO, C. T. Producao e caracterizacdo dos biopolimeros
sintetizados por X. campestris pv pruni CEPAS 24 e 28. Ciéncia e Engenharia, v. 8, n.2,
p. 115-123, 1999.

SUTHERLAND, |. W. Xanthomonas polysaccharides improved methods for their
comparison. Carbohydrates and Polymer, v. 1, p. 107-115, 1981.

SUTHERLAND, I. W. Xanthan. In: SWINGS, J. G.; CIVEROLO, E. L. Xanthomonas.
London: Chapman & Hall, p. 363-388, 1993.

SWINGS, J. G.; VAUTERIN, L.; KERSTERS, K. The bacterium Xanthomonas. In:
SWINGS, J.G.; CIVEROLO, E. L. Xanthomonas. London: Chapman & Hall, p. 121-146,
1998.

WHITCOMB, P. J. Rheology of xanthan gum. Journal of Rheology, v. 22, n. 5, p. 493-
505, 1978.

WAGNER, H.; BIADT, S. ZGAINSKI, G. M. Plant drug analysis. New York: Springer-
Verlag, 1984.

ZHANG XUEWU; LIU XIN; GU DEXIANG; ZHOU WEI; XIE TONG; MO YONGHONG.
Rheological models for xanthan gum. Journal of Food Engineering, v. 27, p. 203-209,
1996.



CAPITULO Il

Efeito do “stress” alcalino na producdo de goma xantana por Xanthomonas
campestris pv. manihotis 280-95



CAPITULO Il 95

3 CAPITULO Il - Efeito do “stress” alcalino na producdo de goma xantana
por Xanthomonas campestris pv. manihotis 280-95

Resumo

O estudo em questdo utilizou X. campestris pv. manihotis 280-95 para a
producdo de goma xantana a fim de testar diferentes condi¢cbes para o “stress” alcalino
ao final do processo fermentativo, realizado em frasco. Para isso foram testados
diferentes tipos de alcalis (NaOH e KOH), diferentes pH (pH 8,0, pH 9,0, pH 10,0, pH
11,0 e pH 12,0) e diferentes tempos de “stress” alcalino (1h, 2h, 3h e 4h), avaliando a
producédo e a qualidade do biopolimero obtido. O maior valor de producao de xantana
foi atingido em “stress” alcalino com pH 12 (EA12), seguido do “stress” alcalino em pH
11 (EA11) e “stress” alcalino em pH 8 (EA08). A qualidade da goma obtida apds o
processo de EA12 é menor comparada a goma obtida sem o processo de “stress”
alcalino. O hidréxido de s6dio (NaOH) apresentou melhor desempenho para o processo
de “stress” alcalino. A producdo de goma xantana (g.L") e as viscosidades aparentes
das gomas nao foram afetadas nos diferentes tempos de “stress” alcalino (EA12)
testados nesse estudo (1h, 2h, 3h e 4h), na faixa de taxa de deformacéao testada (0 — 60

s™).

Palavras-chave: Xanthomonas campestris, producdo de xantana, “stress” alcalino,
viscosidade, otimizacéao.

Effect of the alkaline stress in the xanthan gum production by Xanthomonas

campestris pv. manihotis 280-95

Abstract
The present study used X. campestris pv. manihotis 280-95 for the xanthan gum

production, in order to test different conditions for the alkaline "stress" at the end of the
fermentative process , accomplished in flask. To do so, different types of alkalis were tested
(NaOH and KOH), at different pH (pH 8,0, pH 9,0, pH 10,0, pH 11,0 and pH 12,0) and at
different times of alkaline "stress" (1:00, 2:00, 3:00 and 4:00), evaluating the production and the
quality of the biopolymer obtained. The highest value of xantana production was reached at
alkaline "stress" with pH 12 (EA12), followed by the alkaline "stress" in pH 11 (EA11) and
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alkaline "stress" of pH 8 (EA08). the quality of the gum obtained after the process of EA12 was
smaller than that gum obtained without alkaline "stress." The hydroxide of sodium (NaOH)
presented better result for the process of alkaline "stress." The production of gum xantana (g.L™)
and apparent viscosities of the gums were not affected at the different times of alkaline "stress"
(EA12) tested in that study (1:00, 2:00, 3:00 and 4:00), at the shear rate range tested (0 - 60 s™).

keyword: Xanthomonas campestris, xantana production, alkaline stress, viscosity,

optimization.

1 INTRODUCAO

A espécie X. campestris pv. manihotis infecta a mandioca e algumas
euforbidceas botanicamente afins. Uma de suas consequéncias é a murcha bacteriana
da mandioca. Esta doenca foi descrita pela primeira vez no Brasil por Bondar (1915), no
estado do Para, e atualmente ela é encontrada em todas as regides onde a mandioca é
cultivada. Apesar dos maleficios causados a agricultura e plantas em geral, ndo existem
registros de patogenicidade ao homem ou a animais (ROMEIRO, 2000).

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas podem produzir goma
xantana, o mais importante hidrocol6ide microbiano comercializado atualmente, um
polissacarideo de enorme interesse para as industrias de alimentos, farmacéuticas e de
petréleo. O interesse se da em funcao de sua capacidade de formar solugdes viscosas

e géis hidrossoluveis.

Atualmente, toda a goma xantana consumida no Brasil provém de importacoes,
porém o Brasil tem grande potencial para a fabricacdo deste polimero em escala
industrial, ja que temos matéria-prima basica para sua produgdo: agucar, extrato de

levedura e alcool do setor sucro-alcooleiro.

Devido ao grande interesse de producao de goma xantana no Pais, viu-se o
interesse em desenvolver pesquisas que otimizem o processo de producdo, da goma

xantana, visando aumentar a sua producéao e qualidade.
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Esse estudo teve como objetivos testar diferentes condicdes para o “stress”
alcalino ao final do processo fermentativo de producdo de goma xantana por X.
campestris pv. manihotis 280-95. Para isso foram testados diferentes tipos de alcalis,
diferentes pHs e diferentes tempos de “stress” alcalino, avaliando a producédo e a
qualidade do biopolimeros obtidos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Foi utilizada a cultura liofilizada da bactéria X. campestris pv. manihotis 280-95
pertencentes a Colecao de Cultura da Secao de Bacteriologia Fitopatolégica do Instituto
Biolégico de Campinas/SP-Brasil.

2.2 Meios de cultura

Foram utilizados os meios YM padrao (Yeast-Malt) sélido e liquido descritos por
HAYNES et al., 1955), o meio | por SOUW e DEMAIN (1979) e o meio nutriente
(PELCZAR, 1981).

O meio YM padrao (Yeast-Malt) foi constituido por (p/v): extrato de Levedura
0,3%, extrato de Malte 0,3%, Peptona 0,5%, Glicose 1,0% e Agar (para o meio sélido)
2,5%.

O meio de fermentacao (Meio MP-I), previamente testado foi constituido por
(p/v): MgS04.7H,0O 0,02%, KH2PO4 0,5%, H3BO3; 0,0006%, (NH4)2SO4 0,2%, FeCls
0,00024%, CaCl,.2H>0O 0,0002%, ZnSO4 0,0002%, acido citrico 0,20% e sacarose 5%.
O pH do Meio | foi ajustado para 7,0 com HCI 0,1 N e NaOH 0,1 N. Os meios foram
esterilizados em autoclave vertical, a 121°C por 20 min. A sacarose foi esterilizada
separadamente. O meio nutriente constituido por: extrato de carne 0,3% (p/v), peptona
0,5% (p/v), e NaCl 0,8% (p/v).
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2.3 Procedimento de re-hidratacao das culturas liofilizadas

As culturas estavam acondicionadas em ampolas de vidro, as quais foram
quebradas em condicoes estéreis e colocadas no interior de tubos de ensaio estéreis
com tampa rosqueavel. Com pipeta de Pasteur foram adicionadas 6-8 gotas de meio
nutriente as ampolas. Agitadas e incubadas a 28°C por 60 min. Transcorridos 60 min,
as suspensdes foram tranferidas para placas contendo meio YM padrao sélido e
incubadas a 28°C por 48 h (IBSBF, 2003).

As placas onde cresceram as bactérias oriundas da cultura liofilizada foram
chamadas de placa mae. A partir desta placa foi colhido material de uma coldnia isolada
e esse material foi repassado para outra placa contendo meio YM padrao soélido. Esse
procedimento foi repetido trés vezes em duplicata (placa chamada de placa para
producdo) antes de utilizamos cada um dos microrganismos para a producdo do
biopolimero.

2.4 Preservacao e manutencao dos microrganismos

Para evitar possiveis perdas na viabilidade celular e ter maior seguranca na
manutencao das caracteristicas das bactérias, essas foram estocadas a 4°C em tubos
de ensaio contendo meio YM &gar inclinado e cobertas por 6leo mineral. Quando
necessario foram reativadas, transferidas para placas de Petri contendo meio YM e
repassadas 3 vezes antes de serem utilizadas para nova producdo de polimero.
Segundo Cadmus et al. (1978) é de grande importancia o controle da formacao de
colénias variantes, que sdo pequenas e nao gomosas € acarretam diminuicdo na

producéo de goma.

2.5 Producao do biopolimero

2.5.1 Preparacao e contagem das células viaveis do pré-indculo

Em tubos de ensaio estéreis contendo 3 mL de meio YM padrao liquido estéril
foram inoculados com 9 alcadas padrao (alga de platina com 3,0 mm de didmetro) da
cultura bacteriana, crescida em placa de Petri (placa de producao) contendo meio YM

padrao solido. O material foi agitado e foram adicionados mais 3 mL de meio YM
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padrao liquido estéril. Esse procedimento foi padronizado a fim de se obter um pré-
inéculo contendo no minimo 2,6 x 10° UFC/mL (PAN et al., 2000).

As amostras de cada pré-indculo foram submetidas a diluicbes decimais em
série, transferindo-se 1uL de inéculo para 9 pL de agua sucessivamente até as
diluicdes de 108, 10° e 107'°, transferindo-se 100 uL de amostra diluida para a
superficie de placas contendo meio YM-sélido. As col6nias foram contadas apés 48 h
de incubacado a 28°C. Todos os testes de contagem foram feitos em duplicata. Os
resultados foram expressos em Unidade Formadoras de Col6nias por mL (UFC/mL)
(SILVA e JUNQUEIRA, 1995). Imediatamente apds o preparo do pré-indculo foi feito o

inoculo.

2.5.2 Inoculo

Foram preparados cinco erlenmeyers de 125 mL (N° 4980, stopper n° 05,
Pyrex, USA), contendo 7 mL cada de meio YM padréo onde foi colocado 1 mL do pré-
indculo. Esse procedimento foi realizado para cada uma das culturas. Os erlenmeyers
foram colocados em um Shaker Incubador e mantidos a uma temperatura de 28°C sob

agitacao de 180 rpm por 24 horas.

2.5.3 Fermentacao

Ap6s 24h esse material foi transferido em condicoes estéreis para um
erlenmeyer de 250 mL (N° 4980, stopper n° 06, Pyrex, USA) contendo 43 mL de meio
de fermentagcdo (Meio MP-I), previamente testado. Os erlemeyers foram colocados em
um Shaker Incubador e mantidos a uma temperatura de 28°C sob agitacao de 200 rpm
por 72 horas (SOUZA e VENDRUSCOLO, 1999).

2.5.4 “Stress” alcalino

Ap6s as 72 horas de fermentacdo os erlenmeyers foram levados para uma
capela de fluxo laminar. Adicionou-se aos erlenmeyers hidréxido de sédio 2,0 N até
atingir-se o pH desejado, o controle desse ajuste foi realizado através de um pHmetro
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digital. Os frascos foram retornados ao Shaker Incubador e mantidos sob “stress”
alcalino por diferentes tempos (1h, 2h, 3h e 4h). Os experimentos foram realizados em

triplicata.

2.5.5 Separacao do biopolimero

O caldo fermentado foi centrifugado a 22.300 x g em centrifuga, a 20°C por 15
min, para a separacao da biomassa. Ao sobrenadante adicionou-se, etanol (92,8°GL)
na proporcao de 4:1, a para precipitacao dos biopolimeros. A suspensao foi agitada por
5 min, a goma recolhida com bastdo de vidro e tela metdlica. A goma obtida foi

congelada e liofilizada. O material foi triturado e pesado.

2.6 Avaliacao do pH, do tipo de alcali e do tempo de “stress” alcalino (EA)

Apo6s 72 horas de fermentacdo foi adicionado ao caldo fermentado o alcali
(NaOH 2,0 N ou KOH). A quantidade de alcali adicionado foi controlada com a ajuda de
um pHmetro a fim de obter o pH para “stress” alcalino (8,0, 9,0, 10,0, 11,0 e 12,0). No
pH de melhor desempenho em producao de goma xantana, foram testados os tempos
de “stress” alcalino de 1h, 2h, 3h e 4h. Esses testes foram realizados com cinco

erlenmeyers simultaneamente.

2.7 Métodos analiticos

2.7.1 Quantidade de goma xantana produzida

A goma liofilizada foi colocada em dessecador e pesada em balanca analitica. A
producdo da goma xantana foi expressa em peso de goma (g) por volume de caldo
precipitado (L).

2.7.2 Qualidade da goma através de viscosidade aparente

O comportamento reoldgico das amostras obtidas foi avaliado através de um

red6metro rotativo da marca Haaker, modelo RS 150, sendo utilizado o sensor tipo copo,
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modelo DG 41. A determinacdo da viscosidade das amostras foi realizada a
temperatura de 25°C. As solucdes aquosas foram preparadas na concentracao de 1,0
% (p/v) em agua destilada, solubilizadas por agitacdo durante duas horas, seguido de
aquecimento a 60°C por 20 min (DIAZ, 2002; ZHANG XUEWU et al., 1996). Os
parametros das analises reolégicas foram: taxa de deformacéo aplicada entre 0,01 s e
60 s, com fenda 5100 mm e tempo de 300 seg. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise das coldnias de X. campestris pv. manihotis 280-95

Quando cultivada em meio YM &gar, X. campestris pv. manihotis 280-95
apresentou colbnias convexas, circulares, com bordos inteiros, sem reentrancias,
possuindo superficie lisa, com aspecto mucédide e brilhante. Esta linhagem nao
apresenta pigmentagao, caracteristica esta que a diferencia da maioria das espécies
conhecidas pertencentes ao género Xanthomonas (BAIOCCO, 1997).

Segundo Garcia-Ochoa (2000) e Bradbury (1984) as col6énias de Xanthomonas
sp sdo normalmente amarelas, lisas e viscosas. Entretanto, pode-se observar que
algumas linhagens possuem pigmentacao menos intensa ou auséncia de pigmentacgao.

As colbnias do X. campestris pv. manihotis 280-95 sao visiveis apds 48 horas de
incubagao (Figura 1-1ll). No decorrer deste trabalho n&do foi observado o aparecimento
de sub-linhagens mutantes. Nenhuma variacdo das caracteristicas das colbnias
formadas foi observada.
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Figura 1-1ll: Aspecto das coldnias, crescidas em agar YM, 28C+2<C, 48 horas, de X.
campestris pv. manihotis 280-95.

Amanullah et al. (1996) relataram o problema de reprodutibilidade nas
fermentagcdes de xantana, que ocorre principalmente devido a inconsisténcia no

desenvolvimento do inéculo e da instabilidade da linhagem utilizada.

3.2 Avaliacao do pH, do tipo de alcali e do tempo de “stress” alcalino na producao
e qualidade da goma

Como podemos observar na Figura 2-111 o maior valor de produgéo de xantana foi
atingido em “stress” alcalino com pH 12 (EA12), seguido do EA 11 e EA 08. Em pH 10
encontram-se 0os menores valores.
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Figura 2-Ill: Producédo de goma xantana para trés fermentacées nas mesmas condicoes
de processo utilizando o X. campestris pv. manihotis 280-95 pelo processo
convencional (controle-s/EA) e com “stress” alcalino em diferentes pH. Cada

experimento foi realizado em triplicata.

Esse resultado é de suma importancia, pois nos remete a ndao acreditarmos que
o aumento de producdo da goma foi devido a presenca do Aalcali utilizado para
alcangcarmos o “stress” alcalino.

Estudos mostram que as solugdes de goma xantana sdo nao-Newtonianas,
apresentam comportamento dependente do tempo e/ou da taxa de deformacéo e séao
fluidos altamente pseudoplasticos (PADILHA, 2003; CACIK et al.,, 2001; BUENO e
GARCIA-CRUZ, 2001; KATZBAUER, 1998). Podemos verificar que apds o processo de

“stress” alcalino a goma obtida continua tendo comportamento pseudoplastico.
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Comparando-se os diferentes tratamentos de “stress” alcalino podemos observar
(Figura 3-lll) que EA12 apresentou a maior produ¢do de goma e menores viscosidades.
Observou-se também, no EA10 a menor producao de goma e as maiores viscosidades
para as taxas de deformacao testadas.

Para a amostra 280-95 ndo submetida ao “stress” alcalino o valor de viscosidade
encontrado para taxa de deformacdo de 10,5 s foi de 562,5 mPa.s, enquanto a
amostra com o EA12, na mesma taxa de deformacdo apresenta viscosidade de 150
mPa.s. Podemos observar que a qualidade da goma obtida apds o processo de EA12 é

menor comparada a goma obtida sem o processo de “stress” alcalino.

280-95s /EA
10.00 280-95EA08
280-95EA09
280-95EA10
280-95EA11
1.00 280-95EA12
<
[aW)
—
0.10
001 T I T T T T T T T ]
0 14 28 . 42 56 70
Y. [1/s]

Figura 3-lll: Viscosidade aparente (Pa.s) vs Taxa de deformacdo (s”'), a 25°C das
solucdes de goma xantana (1,0 % p/v), obtidas pela linhagem 280-95, em diferentes pH
de “stress” alcalino.
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No estudo realizado por Rottava (2005), o valor de viscosidade aparente
encontrado para a goma obtida a partir de X. campestris pv. manihotis 1182, foi de
proximadamente 360 mPa.s, para taxa de deformacdo de 10,5 s™. As condicdes da
analise reoldgica foram diferentes, sendo utilizada nesse estudo solugdo aquosa trés
vezes mais concentrada do que a utilizada em nosso estudo.

Borges (2003) realizou a caracterizacao de 30 cepas de X. campestris pv. pruni,
utilizando condi¢des para a avaliacao da viscosidade semelhantes as utilizadas nesse
estudo, com excecdo da concentracdo das solucdes, que foi de 3% (p/p) e apesar de
utilizar o mesmo modelo de redbmetro (HAAKE, RS150) utilizou o sistema placa-placa
com sensor PP35Ti. Encontrou para taxa de deformacdo de 10 s valores de
viscosidade entre 12.700 mPa.s e 1.370 mPa.s. Para amostra de xantana comercial
testada encontrou 3.400 mPa.s.

Foresti (2003) analisou a viscosidade aparente da solucdo aquosa a 3% (p/p) da
xantana sintetizada pela cepa padrao NRRL B-1459 de X. campestris pv. campestris,
atingindo 2.700 mPa.s numa taxa de deformagéo de 10 s™.

Nitschke e Thomas (1995), numa taxa de deformacdo de 12,5s™, relataram que
as solugdes aquosas a 0,5% (p/p) dos polimeros sintetizados por cepas selvagens de
X. campestris, variaram de 200 mPa.s para a cepa Cv2C8, até 641 mPa.s para a cepa
C7.

Souza e Vendruscolo (1999), ao determinar a viscosidade aparente das solucoes
aquosas a 3% de xantana produzidas por X. campestris pv. pruni cepas 24 e 58,
analisadas em reémetro HAAKE CV 20, obtiveram aproximadamente 5.000 mPa.s e
300 mPa.s respectivamente numa taxa de deformagédo de 10 s™.

A goma xantana produzida por X. campestris pv. manihotis 280-95 apresentou as
maiores viscosidades na faixa de taxa de deformacdo testada (0 — 60 s™), atingindo
viscosidade de 510 mPa . s para taxa de deformacédo de 10,5 s, valor que ficou abaixo
do que esperavamos para xantana comercial, porém devemos ressaltar que as
amostras em questdo nado foram purificadas, o que prejudicou seu desempenho
reolégico.

Industrialmente existem muitos tipos de xantana com propriedade proprias para
cada tipo de aplicacdo. Geralmente a xantana tipicamente utilizada em alimentos
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apresenta viscosidade de 1400 mPa.s (solucédo de 1%, com adicdo de 1% de KCI, 60
rom, 25<C, viscosimetro Brookfield LVF, spindle 3), ja a xantana utilizada para outros
fins industriais apresenta viscosidade de 850 mPa.s (60 rpm em 11 s”) (BRAUN e
ROSEN, 2000; CPKELCO, 2001).

Na avaliacdo do tipo de alcali utilizado no “stress” alcalino, podemos observar
através da Figura 4-1ll que o valor de viscosidade aparente encontrado para taxa de
deformacdo de 10,5 s foi de 250,0 mPa.s para NaOH e 220,0 mPa.s para KOH.
Apesar da producdo de goma ser ligeiramente menor (ver Figura 5-11I) comparado ao
tratamento com KOH o tratamento com NaOH origina uma goma com viscosidade um

pouco maior em baixas taxas de deformacao.

KOH
10.00 -
NaOH-
1.00
>
<
(s}
e
0.10
001 T T T T T I T T T 1
0 14 28 42 56 70
Y [1/s]

Figura 4-lll: Viscosidade aparente (Pa.s) vs Taxa de deformacdo (s”'), a 25°C das
solucbes de goma xantana (1,0 % p/v), obtidas pela linhagem 280-95 com EA12
utilizando KOH 2 N e utilizando NaOH 2N.
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Figura 5-1ll: Producdo de goma xantana (g.L'") para a avaliacdo do tipo de alcali

goma xantana (g.L-1)

utilizado no “stress” Alcalino. Nota: A amostra com * apresentou o melhor desempenho
reolégico.
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Figura 6-1ll: Producdo de goma xantana (g.L"') para a avaliacdo do tempo de “stress”
Alcalino.
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Figura 7-lll: Viscosidade aparente (Pa.s) vs Taxa de deformacdo (s”'), a 25°C das
solucbes de goma xantana (1,0 % p/v), obtidas pela linhagem 280-95 submetida a

diferentes tempos de “stress” alcalino.

Observou-se através da Figura 6-11l que a producdo de goma xantana (g.L ™) foi
praticamente a mesma para 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas de “stress” alcalino.

Avaliando o comportamento reolégico das gomas produzidas nos diferentes
tempos de EA (Figura 7-111), podemos verificar que os valores de viscosidade, para taxa
de deformacdo de 10,5 s™, foi de 500,0 mPa.s para 2h, 3h e 4 h de EA e 420 mPa.s
para 1h de EA, com diferenca muito pequena de viscosidade na faixa de taxa de

deformagcao testada (0 — 60 s™).
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4 CONCLUSAO

O “stress” alcalino aumentou em 40,76% a concentracao de xantana obtida em

relacdo ao processo convencional sem o “stress” alcalino.

O maior valor de producao de xantana foi atingido em “stress” alcalino com pH 12
(EA12), seguido do EA 11 e EA 08, utilizando NaOH.

A qualidade da goma obtida apds o processo de EA12 € menor comparada a
goma obtida sem o processo de “stress” alcalino.

Apesar da producao de goma ser ligeiramente menor utilizando NaOH esse alcali
origina uma goma de melhor qualidade do que KOH.

A producdo de goma xantana (g.L") e as viscosidades aparentes das gomas,
nao foram afetadas nos diferentes tempos de “stress” alcalino (EA12) testados nesse
estudo (1h, 2h, 3h e 4h).
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CAPITULO IV - Estudo da estrutura da goma xantana através de
microscopia eletrénica de varredura e das ultraestruturas celulares em
diferentes etapas da producao da goma e em diferentes tempos de “stress”
alcalino através de microscopia eletronica de transmissao

Resumo

A producao de goma xantana obtida da fermentacao realizada em bioreator de 2
L utilizando o Xanthomonas campestris pv. manihotis 280-95 foi maior apds 0 processo
de “stress” alcalino por 24 horas (EA24h). Obteve-se, ao final de 72 horas de
fermentacdo, 9,43 g.L"' de goma xantana, e, apés 24 horas de “stress” alcalino, a
producdo foi 74,8% maior (16,48 g.L'), porém a viscosidade aparente da amostra
submetida ao EA12, independente do tempo de “stress” alcalino utilizado, foi menor
comparada a da goma sem “stress” alcalino. No estudo das ultraestruturas foi possivel
visualizar cada passo dos processos e verificar que mesmo no indculo puro observou-
se também pequena producdo de goma xantana proximo de algumas células. No final
da fermentagao (FF), observou-se o inicio de mudangas estruturais nas bactérias, como
a vacuolizacdo citoplasmédtica e a descontinuidade da membrana, o que pode sugerir
um inicio no processo de lise bacteriana. Apbés o “stress” alcalino (EA12-1h), foram
observadas acentuadas diferencas estruturais nas células bacterianas. O conteudo
citoplasmatico das bactérias tornou-se mais vacuolizado e verificou-se descontinuidade
nas membranas das células bacterianas, indicando o processo de lise bacteriana. A
goma xantana que se apresentou agrupada em grumos adquiriu conformacao

organizada em circulos concéntricos.

Palavras-chave: Xanthomonas campestris, producdo de xantana, “stress” alcalino,

microscopia de transmiss&o, microscopia de varredura.
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Study of xanthan gum structure through scanning electron microscopy (SEM) and
ultraestructures at different stages of the production and at different times of
alkaline stress through transmission electron microscopy (TEM)

Abstract

The xanthan gum obtained xantana of the fermentation accomplished in bioreactor of 2
L using Xanthomonas campestris pv. manihotis 280-95 was higher than the process of
alkaline "stress" for 24 hours (EA24h). At the end of 72 hours of fermentation obtained
9,43 g.L" of xanthan gum, and, after 24 hours of alkaline "stress", the production was
74,8% higher (16,48 g.L"). However, the apparent viscosity of the sample submitted to
EA12, independent of the time of used alkaline "stress", was smaller than the one of the
gum without alkaline "stress." Studying the ultrastructures it was possible to observe
each step of the process and to verify that even in the pure inoculum, it also can be
observed small production of xanthan gum close to some cells. At the end of the
fermentation (FF), the beginning on structural changes was observed in the bacteria,
such as the vacuum cytoplasm and the discontinuity of the membrane, which can
suggest a beginning in the process of bacterial lysis After the alkaline "stress" (EA12-
1h), sharp (Marcia accentuated esta errado mas o que colocar?) structural differences
were observed in the bacterial cells. The content cytoplasm of the bacteria became
more vacuumingand discontinuity was verified in the membranes of the bacterial cells,
indicating the process of bacterial lysis. The xanthan gum presented in clots acquired

organized conformation in concentric circles.

keyword: Xanthomonas campestris, xantana production, alkaline stress, transmission

microscopia, sweeping microscopia.
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1 INTRODUCAO

Varios patovares de X. campestris, particularmente, e outras espécies de
Xanthomonas, produzem goma xantana. Por serem bactérias essencialmente
fitopatogénicas, a producédo de goma esta relacionada com sua sobrevivéncia enquanto
na superficie do vegetal hospedeiro, pois este € um ambiente indspito a bactéria
(RUDOLPH, 1993).

A goma xantana atualmente é o Unico polissacarideo microbiano que vem
sendo comercializado em grande escala (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND
e KENNEDY, 1996; MEYER et al., 1993).

A goma xantana é um polissacarideo de elevado interesse industrial,
principalmente para as industrias de alimentos, farmacéuticas e de petréleo. O interesse
deve-se as suas propriedades fisico-quimicas, que superam todas as dos outros
polissacarideos disponiveis no mercado. Dentre estas propriedades, destacam-se a sua
elevada viscosidade em baixas concentragées, bem como sua estabilidade em ampla
faixa de temperatura e de pH, mesmo na presenca de sais (GARCIA-OCHOA et al.,
2000; SUTHERLAND & KENNEDY, 1996; MEYER et al., 1993).

O crescimento dos microrganismos e a producdo de xantana sao influenciados
por fatores, tais como o tipo de bioreator usado, o0 modo de operacdo (batelada ou
continuo), a composicdo do meio, as condicbes da cultura (temperatura, pH,
concentracdo de oxigénio dissolvido) (CHI e ZHAO, 2003; GARCIA-OCHOA et al.,
2000; NUSSINOVITCH, 1997).

Devido a grande aplicagdo da goma xantana e ao seu amplo mercado mundial,
varias pesquisas vém sendo feitas para otimizar a producédo através da selecao de
novas linhagens, de condicdes étimas de crescimento celular, producao, recuperacao e
purificacdo desse polissacarideo (ROTTAVA, 2005; BOZA, 2004; FUNAHASHI et al.
,1987; KENNEDY et al., 1982).

Nas pesquisas relacionadas a producdo desse polissacarideo nao sao

encontrados estudos sobre as mudancas na ultraestrutura das células, assim como a
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disposicao da goma em diferentes etapas da produgdo. Estudos dessa natureza sao

relevantes e podem levar a maior compreensao desse complexo processo.

O presente estudo teve como objetivos: avaliar o “stress” alcalino ao final do
processo fermentativo de producdo de goma xantana por X. campestris pv. manihotis
280-95, em bioreator de 2 L; verificar a concentracao de acucar residual, o crescimento
celular, o rendimento de producao do biopolimero e a qualidade do biopolimero no
processo de fermentacdo normal; investigar as mudancas na estrutura da goma
xantana causadas pelo “stress” alcalino e as mudancas na ultraestrutura das células,
assim como a disposicdo da goma em diferentes etapas da producdo em diferentes
tempos de “stress” alcalino.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Foi utilizada a cultura liofilizada da bactéria X. campestris pv. manihotis 280-95
pertencentes a Colecao de Cultura da Secao de Bacteriologia Fitopatolégica do Instituto
Biolégico de Campinas/SP-Brasil.

2.2 Meios de cultura

Foram utilizados os meios YM padréao (Yeast-Malt) sélido e liquido descritos por
HAYNES et al. (1955), o meio | (SOUW e DEMAIN, 1979) e o meio nutriente
(PELCZAR, 1981).

O meio YM padréao (Yeast-Malt) foi constituido por (p/v): extrato de Levedura
0,3%, extrato de Malte 0,3%, Peptona 0,5%, Glicose 1,0% e Agar (para o meio sélido)
2,5%.

O meio de fermentacado (Meio MP-I), previamente testado, foi constituido por
(p/V)Z MgSO4.7H20 0,02%, KH2P04 0,5°/o, H3BOs 0,0006°/o, (NH4)QSO4 0,2%, FeCI3
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0,00024%, CaCl,.2H-0 0,0002%, ZnSO,4 0,0002%, acido citrico 0,20% e sacarose 5%.
O pH do Meio | foi ajustado para 7,0 com HCI 0,1 N e NaOH 0,1 N.

Os meios foram esterilizados em autoclave vertical marca Phoenix , modelo AV-

75, a 121°C por 20 min. A sacarose foi esterilizada separadamente.

O meio nutriente foi constituido por (p/v): extrato de carne 0,3%, peptona 0,5%
e NaCl 0,8%.

2.3 Procedimento de re-hidratacao das culturas liofilizadas

As culturas estavam acondicionadas em ampolas de vidro, as quais foram
quebradas em condicoes estéreis e colocadas no interior de tubos de ensaio estéreis
com tampa rosqueéavel. Com pipeta de Pasteur foram adicionadas 6-8 gotas de meio
nutriente as ampolas. Agitadas e incubadas a 28°C por 60 min. Transcorridos 60 min,
as suspensbes foram tranferidas para placas contendo meio YM padrao sélido e
incubadas a 28°C por 48 h (IBSBF, 2003).

As placas onde cresceram as bactérias oriundas da culturas liofilizada foram
chamadas de placa mae. A partir desta placa foi colhido material de uma coldnia isolada
e esse material foi repassado para outra placa contendo meio YM padrao soélido. Esse
procedimento foi repetido trés vezes em duplicata (placa chamada de placa para
producdo) antes de utilizamos cada um dos microrganismos para a producdo do
biopolimero.

2.4 Preservacao e manutencao dos microrganismos

Para evitar possiveis perdas na viabilidade celular e ter maior seguranca na
manutencdo das caracteristicas das bactérias, estas foram estocadas a 4°C em tubos
de ensaio contendo meio YM agar inclinado, e cobertas por 6leo mineral. Quando
necessario, foram reativadas, transferidas para placas de Petri contendo meio YM e
repassadas 3 vezes antes de serem utilizadas para nova producdao de polimero.
Segundo Cadmus et al. (1978), é de grande importancia o controle da formacao de
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colénias variantes, que sdo pequenas e ndao gomosas € acarretam diminuicdo na

producédo de goma.

2.5 Inoculo

Foram preparados trés erlemeyers de 250 mL (N° 4980, stopper n° 06, Pyrex,
USA) com sistema de respiro, contendo cada um 50 mL de meio YM padrao, foi
colocado em cada erlemeyer 10 alcadas padrdo (alca de platina com 3,0 mm de
didmetro) da cultura bacteriana, crescida em placa de Petri contendo meio YM padrao
sélido, apo6s 48 horas a 28T (placa de producao). O s erlenmeyers foram colocados em
um Shaker Incubador (marca New Brunswick Scientific Co, modelo G27) e mantidos a
uma temperatura de 28°C sob agitacao de 250 rpm por 24 horas. Como inéculo para a
fermentacdo foram utilizadas suspensdes celulares com pelo menos 2,6 x 10° UFC/mL
(PAN et al., 2000).

2.5.1 Contagem das células viaveis do inéculo

As amostras de cada indculo foram submetidas a diluicdes decimais em série,
transferindo-se 1pL de in6culo para 9 puL de 4gua sucessivamente até as diluicdes de
108, 10®° e 107", transferindo-se 100 pL de amostra diluida para a superficie de placas
contendo meio YM-sélido; as colbnias foram contadas apds 48 h a 28°C. Todos os

testes de contagem foram feitos em duplicata. Os resultados foram expressos em
Unidade Formadoras de Coldnias por mL (UFC/mL) (SILVA e JUNQUEIRA, 1995).

2.6 Producao do biopolimero

Apoés 24h, esse material foi levado até uma capela de fluxo laminar da marca
Tecnal modelo 115, onde foi transferido em condicdes estéreis para o copo do reator de
2L estéril contendo 1350 mL de meio de fermentacdo (Meio MP-I) e 3 gotas de Tween
puro. O fermentador utilizado foi o MULTIGEN da marca New Brunswick de 2,0 L
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regulado para fornecer uma taxa de fluxo de ar de 1,5 L ar.L”" de caldo.min (bubble
column), mantido a uma temperatura de 28,5 + 0,5°C sob agitagcdo de 500 rpm por 72

horas.

2.7 “Stress” alcalino

Ap6s as 72 horas de fermentacao, o copo do reator foi levado para uma capela
de fluxo laminar, onde foi adicionado ao caldo fermentado hidréxido de sédio 10,0 N até
atingir-se o pH 12,0. O controle foi feito com pHmetro a temperatura de 28<C. Foram
retiradas amostras do caldo fermentado apdés 1 hora, 24 horas e 48 horas de “stress”
alcalino. O processo (crescimento do inéculo, fermentacdo e “stress” alcalino) foi
replicado duas vezes.

2.8 Amostragem

Para o controle da fermentacdo, foram retiradas amostras em intervalos de 8
horas. De cada um dos tempos de fermentacédo e “stress” alcalino foram realizadas
analises de acucares redutores totais, de contagem total, de pH, de producédo de goma,

de densidade 6ptica e de viscosidade aparente da solucao aquosa da goma (1,0 % p/v).

2.9 Separacao do biopolimero

O caldo fermentado foi centrifugado a 22.300 x g em centrifuga, a 20°C por 15
min, para a separagdo da biomassa. Uma amostra do sobrenadante foi retirada para a
andlise de Agucares Redutores Totais. Ao sobrenadante adicionou-se etanol (92,8°GL)
na proporcao de 4:1, para precipitacdo do biopolimero; a seguir o meio foi agitado por 5
min. Apds esse tempo, a goma obtida foi recolhida em tela metalica, o material foi
colocado em placa de Petri de vidro, congelado e liofilizado. O material foi pesado e
triturado.
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2.10 Métodos analiticos

2.10.1 Quantidade de goma xantana produzida

A goma liofilizada foi colocada em dessecador e pesada em balanca analitica. A
producdo da goma xantana foi expressa em peso de goma (g) por volume de caldo
precipitado (L).

2.10.2 Determinacao do crescimento celular - Método indireto

O volume celular durante os ensaios de fermentagao foi determinado através da

leitura da absorbéancia a 565 nm em espectrofotémetro Beckman DU — 70.

As amostras retiradas durante as fermentagdes foram centrifugadas a 22.300 x
g em centrifuga, a 5°C por 15 min. O sobrenadante foi armazenado a -15°C para
posterior andlise de acucares redutores totais. As células foram ressuspendidas trés
vezes em 5 mL de agua mili-Q. A medida de absorbancia a 565 nm em
espectrofotometro foi feita apds a diluicdo de 1:10 desta suspensao celular com agua
milli-Q. Para a determinacdo da massa celular foi constituida uma curva padrdo da
absorbancia em fungao da massa celular (AMANULLAH et al., 1996).

2.10.3 Determinacao da concentracao de acucares redutores totais

Para a analise do teor de acgucares redutores totais foi empregado o método do
DNS (MILLER, 1959). Como a sacarose usada no meio de cultura ndo € um agucar
redutor, foi feita a hidrdlise acida das amostras. Para a conversdo do substrato em
acucares redutores, 1 mL de HCI 2,0 N foi adicionado a 1 mL do sobrenadante
centrifugado, e levado para banho em ebulicdo por 10 minutos. Apés resfriamento em
banho de gelo (5 min), 1 mL de NaOH 2,0 N foi adicionado para neutralizar a amostra.

Desta amostra hidrolisada, foi retirado 0,5 mL para analise de DNS.
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A amostra entdo foi colocada em ebulicdo por 5 minutos e apos resfriamento
em banho de gelo; foram adicionados 8 mL de tartarato de sddio e potassio e realizada

a leitura de absorbancia 540 nm em espectrofotdmetro.

O valor obtido da absorbancia de cada amostra foi convertido em agulcares
redutores totais, utilizando-se uma curva padrao de agucares redutores O branco foi
realizado substituindo-se a amostra hidrolisada por agua destilada.

2.10.4 Qualidade da goma - Viscosidade aparente

O comportamento reoldgico das amostras obtidas foi avaliado através de um
redmetro rotativo da marca Haaker, modelo RS 150, sendo utilizado o sensor tipo copo,
modelo DG 41. A determinacdo da viscosidade das amostras foi realizada a
temperatura de 25°C. As solugdes aquosas foram preparadas na concentragao de 1,0%
(p/v) em agua destilada, solubilizadas por agitacdo durante duas horas, seguido de
aquecimento a 60°C por 20 min (DIAZ, 2002 e ZHANG XUEWU et al., 1996). Os
parametros das analises reolégicas foram: taxa de deformacéo aplicada entre 0,01 s e
60 s, com fenda de 5100 mm e tempo de 300 seg. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

2.10.5 Preparacao das amostras para CLAE

2.10.5.1 Purificacao dos biopolimeros

As gomas foram dissolvidas em agua destilada, e aquecida a 70 — 75°C por 15
min. Um volume de 50% (v/v) de TCA foi adicionado a solugao aquecida, que foi entdo
centrifugada a 13.000 x g por 5 minutos a 30°C. Ao sobrenadante foi adicionado
acetona numa proporcado de 4 mL de acetona para cada 1 mL de solucdo. Apds, as
gomas foram redissolvidas em &gua, precipitadas com acetona e secas a 50 — 55°C
sob vacuo. A seguir, as amostras secas foram trituradas e novamente redissolvidas em

agua, e entao dialisadas contra agua destilada em membrana de dialise tubular Sigma
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D — 9527 por 48 horas a 4°C sob agitacdo constante. As amostras foram congeladas e

liofilizadas.

2.10.5.2 Hidrdlise dos biopolimeros

As amostras (5 mg) foram hidrolisadas com acido trifluoracético (TFA) 1M (500
pL) por 16 h a 100°C. Apdbs a hidrélise, as amostras foram secas com nitrogénio e
ressuspendidas em 500 pL de agua milli-Q, filtradas através de membranas millipore
0,45 ym e armazenada em vials a 4°C até a realizacdo da analise (DRUZIAN, 2000

modificado).

2.10.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE
As amostras das gomas purificadas foram analisadas quanto a sua composicao
quimica de acidos por CLAE. Os padrdes utilizados foram: acido glucurdnico, acido

piravico e acido galacturénico (Sigma, USA).

As condices de andlise para acidos foram as seguintes: fase mével — acido
perclorico pH 1,9; fluxo de 0,6 mL/min; temperatura do forno de 80°C; pressédo de

72Kgf/cm2; detector Arranjo de diodos; coluna: Shim-pack SCR-101H polyestyrene-
divinyloenzene (Shimadzu, Jap&o) (DRUZIAN, 2000).

2.10.6 Preparacao das amostras para Microscopia Eletrénica de Varredura

Foi realizado o estudo da estrutura da goma xantana em amostras de goma em

pd sem “stress” alcalino (s/EA) e com “stress” alcalino a pH 12 por 1 hora.

As amostras de gomas foram primeiramente fixadas em uma solugdo contendo
tampao cacodilato de sédio pH 7,4 0,1M, glutaraldeido a 25% e acido tanico, o qual
permaneceu “overnight”, e a seguir foram fixadas em tetréxido de 6smio, permanecendo

em contato com o ésmio por 2 horas. Entre o primeiro e o segundo fixador e apds o
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segundo fixador, os “pellet’s foram lavados trés vezes com tampao cacodilato de sodio
pH 7,4. ApGs fixar as amostras, foi preciso desidrata-las com a adicao de solugdes de
etanol 30%, 50%, 70%, 90% e etanol puro, deixando o “pellet” aproximadamente 20 min
em cada concentracdo. Utilizando-se o equipamento Balzers CPD 030, atingiu-se o
ponto critico, a partir do qual foi possivel fixar as amostras aos “stubs” e leva-las para o
banho de ouro em um Sputter Balzers 5 CD 050. A leitura foi feita a 15 kV em
microscopio eletrénico de varredura JSM 5800 LV JEOL (SANTI-GADELHA et al., 2006;
MERCER e BIRBECK, 1972).

2.10.7 Preparacao das amostras para Microscopia Eletronica de Transmissao

As amostras coletadas para a realizacdo da Microscopia Eletrbnica de
Transmissao foram as seguintes:

. In6culo puro (IP)

" Inicio da fermentacéo (IF)

" Final da fermentacao (FF) (apds as 72 horas de fermentagéo)

" “stress” alcalino por 1h, 24h e 48h - Apéds as 72 horas de fermentacgéo, o
copo do reator foi levado para uma capela de fluxo laminar, onde foi utilizado o
hidréxido de sdédio 10,0 N para obter um “stress” alcalino de pH 12,0 no meio. Foi
retirado material ap6s 1 hora (EA1h), 24 horas (EA24h) e 48 horas (EA48h).

As amostras foram retiradas nos seus devidos tempos em funcdo do curso da
fermentacdo e armazenadas a 4°C. A seguir as amostras foram centrifugadas a 12.200
X g por 5 minutos a temperatura ambiente, e ressuspendidas em agua milli-Q, agitadas
e novamente centrifugadas a 12.200 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Esse
procedimento foi repetido trés vezes, originando o “pellet”. A seguir os “pellet’s foram
fixados em uma solucdo contendo tampao cacodilato de sbédio pH 7,4, 0,1 M,
glutaraldeido a 25% e &cido tanico. Os “pellets” permaneceram nesta solucao
“overnight”, apds foram tranferidos para uma solucdo de tetroxido de désmio,
permanecendo em contato com o 6smio por 2 horas. Entre o primeiro e 0 segundo

fixador e apds o segundo fixador, os “pellet’s foram lavados trés vezes com tampao
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cacodilato de sédio. Apds a fixacdo as amostras foram desidratadas com sucessivas
lavagens em solugcdes de etanol, etanol puro, 6xido de propileno e etanol puro na
proporcdo de 1:1, e somente Oéxido de propileno. O “pellet” permaneceu
aproximadamente 20 min em cada solucdo, com excecao do 6xido de propileno. A
resina ao 6xido de propileno (1:1) foi deixada no rotor durante 2 h, o éxido foi retirado e
colocado a resina pura, os tubos foram deixados “overnight” no rotor com o eppendorf
tampado. Apoés incluséo, polimerizamos a 60°C durante 48h. O material foi cortado no
ultramicrétomo LEICA ULTRA CUT e observado em Microscépio Eletrdnico de
Transmissdo LEO 906 Carl Zeiss, com magnificacdo entre 2.156 e 27.800 (RADIS-
BAPTISTA et al., 2006; JOHANNESSEN, 1978; MERCER e BIRBECK, 1972).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Processo fermentativo e de “stress” alcalino

A fermentagédo foi conduzida por 72 horas em bioreator de 2L e o “stress”
alcalino (EA) foi efetuado sob pH 12,0 empregando-se NaOH como reagente
alcalinizante em tempos de “stress” alcalino de 1 h, 24 h e 48 h de duragéo.

Como podemos verificar na Figura 1-1V, ao final de 72 horas de fermentacao
foram obtidas 9,4 g.L”" de goma xantana. Observamos que, apds 1 hora de “stress”
alcalino, foram obtidas 11,8 g.L' de goma xantana; producgéo 25,7% maior do que o
resultado obtido no final da fermentacdo. Apbés 24 horas de “stress” alcalino, a
quantidade de biopolimero por litro de meio fermentado aumentou para 16,5 g.L"
caracterizando aumento de 74,8% na producdo de goma xantana em relacdo ao
processo convencional sem o “stress” alcalino, caindo para 14,2 g.L™" apds 48 horas de

“stress” alcalino.
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Figura 1-1V: Efeito do tempo de fermentagao e do tempo de “stress” alcalino utilizando o
X. campestris pv. manihotis 280-95 na producdo de goma xantana (g.L™"). Os valores

apresentados sdo valores médios de duas fermentagoes.

Comparando os resultados encontrados nesse estudo com resultados de outros
pesquisadores, observamos que o maior valor de producdo de goma atingido, que foi

16,5 g.L', ndo tem grande destaque, porém esse estudo deixa claro que o “stress’

alcalino aumenta a quantidade do biopolimero obtido.

E bastante dificil comparar os resultados de producdo de goma xantana entre
autores, pois o resultado varia em fungdo das linhagens utilizadas, da composicao dos
meios, das condi¢cdes de processo e das condicdes em que foram testadas. Entretanto
podemos ter idéia através do trabalho de revisdo de Garcia-Ochoa et al. (2000), onde
encontramos uma revisdo dos resultados de varios autores, mostrando os rendimentos

de goma xantana. As concentragdes de goma xantana e os tempos de fermentagdo em
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diferentes tipos de bioreatores variou de 14,0 g.L' a 30 g.L"', para 72 horas de
fermentacao utilizando um reator do tipo tanque agitado.

No trabalho de Gupte e Kamat (1997) utilizando X. campestris 1Ca-125, o
melhor resultado para o rendimento foi 21,3 g.L"'. E possivel encontrar na literatura
producédo de quantidades maiores; cujos estudos tém em comum a utilizacdo de melacgo
como fonte de carbono. No trabalho de Kalogiannis et al. (2003), em que o melago foi
utilizado como fonte de carbono em uma fermentagao com o X. campestris ATCC 1395,
o valor de producdao de goma xantana esta entre os maiores ja relatados em meio
industrial ou laboratorial. O resultado desse estudo foi uma producédo de goma xantana
de 53 g.L". Entretanto, Abd El Salam et al. (1994) relatou producdo de goma xantana
mais alta (70 g.L") usando melaco de cana de aglicar com concentracdo inicial de
acucar relativamente alta (25%). Abdel-Hadi (2002) obteve através de fermentacdo com
X. campestris NRRL-B-1459 concentragdo de 40 g.L"' utilizando pré-tratamento com
melaco de cana-de-agucar e licor de milho.

Amanullah et al. (1996) obtiveram rendimentos de 30 g.L" a 35 g.L"' para
fermentagdes realizadas com X. campestris NRRL B-1459, em fermentadores de 14 L,
20 L e 150 L ap6s 40 h, 80 h e 60 h, respectivamente.

No estudo realizado por Rottava (2005), X. campestris pv. manihotis 1182, X.
campestris pv. campestris 1078 e 729, o autor obteve produgdes de goma de 7,97 g.L
'h', 9,60 g.L'.h" e 8,16 g.L.h", respectivamente, em fermentacdo realizada em
frasco.

No estudo de Rottava (2005), para a incubagédo de X. campestris pv. manihotis
1182, foi utilizado o meio YM a 28C * 2€C. O autor encontrou, ao final do periodo de
crescimento, 1,3 g.L™' de xantana. Para X. campestris pv. campestris linhagens N° 254

e 729 foram encontrados valores ainda maiores, 2,5 g.L' e 2,1 g.L", respectivamente.

Podemos verificar, através da Figura 2-1V, que no inicio da fermentacao a
concentracdo de goma era de 4,6 g.L”, indicando que houve producdo de goma

durante o periodo de crescimento (0 numero inicial de células no inéculo foi de 3,0 x
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10" UFC/mL). Segundo Pan et al. (2000), o nimero de células iniciais no inéculo tem
influéncia sobre a producédo e a qualidade da goma produzida por X. campestris pv.
pruni linhagem 06 seu estudo mostra que a producdo de goma xantana, assim como a
viscosidade da solucado obtida foram maiores nos ensaios onde o numero inicial de
células estava entre 2,6 x 10° UFC/mL e 2,6 x 10" UFC/mL.
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Figura 2-1V: Efeito do tempo de fermentac&o e do tempo de “stress” alcalino utilizando o
X. campestris pv. manihotis 280-95 na producdo de goma xantana (g.L"') H; no pH ®e

na concentracgdo de sacarose (g.L'") A.

Ashtaputre e Shah (1995), estudando a producao de polissacarideo a partir de
Sphingomonas paucimobilis GS1, observaram que quase 75% do produto final foi
obtido durante a fase de crescimento exponencial, sendo o restante acumulado durante
a fase estacionaria, mostrando que a producdo de biopolimero produzida por

Sphingomonas paucimobilis GS1 esta relacionada a fase de crescimento.
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Casas et al. (2000) observaram que para a goma xantana ha producao
parcialmente associada ao crescimento celular, sendo que a producado de xantana

diminui quando o crescimento e a concentragdo de biomassa diminuem.

O comportamento do pH durante a produgdo de xantana por X. campestris
depende sempre da cepa e da composi¢cdo do meio. Muitos autores concordam com a
afirmativa de que o pH neutro € o melhor valor para o crescimento do X. campestris.

Na Figura 2-IV podemos observar que o pH do experimento em estudo
apresentou uma leve diminuicdo, caindo do pH 6,9 para o pH 6,5. Resultado
semelhante ao encontrado por Garcia-Ochoa et al. (1996). E esperado que, durante a
fermentacdo, o pH do meio caia, em funcdo da formagédo de metabdlitos acidos e da
prépria goma xantana, que possui grupos acidos presentes em sua estrutura (GARCIA-
OCHOA et al., 2000; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES et al, 1997; MORAINE E
ROGOVIN, 1971).

No estudo de Torrestiana et al. (1990), os valores de pH dos caldos no final da
fermentagdo variaram de 5,20 — 6,30 para seis diferentes linhagens de X. campestris
testadas. Os autores acreditam ser possivel que diferentes valores de pH dos caldos no
final da fermentacdo sejam devidos a diferencas fisioldégicas entre as cepas ou a
distintas composicdes do polimero obtido.

O estudo de Garcia-Ochoa et al. (1996), mostrou que o controle de pH acentua
o crescimento celular, porém nao tem efeito sob a producdo de goma xantana. Quando
o pH é controlado, a producao cessa uma vez que a fase estacionaria de crescimento
seja atingida e este efeito € independente do alcali usado para o controle do pH.
Quando o pH nédo é controlado, a producdo de goma continua durante a fase

estacionaria de crescimento celular.

Apesar da velocidade de agitacdo utilizada em nosso estudo ter sido de 500
rom, ndo se verificou 0 mesmo resultado encontrado por Papagianni et al. (2001).
Utilizando X. campestris ATCC 1395 em bioreator de 2L (volume de trabalho de 1L), os

autores encontraram aumento do pH com o tempo de fermentagéo, de pH inicial 7,0
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para valores ao redor de pH 9,0 quando a velocidade de agitacao ficou entre 100 e 400
rom, e pH 9,5 quando a velocidade de agitacao foi igual a 600 rpm.

Na Figura 3-1V, observa-se aumento acentuado da densidade ética (565 nm)
até 32 horas de fermentacdo e valores relativamente constante até 56 horas de
fermentacdo. O aumento da densidade ética ocorrou em fungdo do aumento do numero
total de células, células viaveis e nao viaveis; porém observou-se que, apds 56 horas, a
curva de DO comecou a cair; apesar de ndo ocorreu diminuicao no total de células. No
precipitado obtido para lavagem e posterior leitura da DO, nao estavam todas as células
da amostra que foi retirada do meio fermentado; apesar de a goma xantana presente no
meio estar sollvel, ocorre aumento da viscosidade, o que pode ter impedido a total
separacao das células presentes. A utilidade dos dados fornecidos por esse método
para determinagao do crescimento celular ndo € muito clara, porém merece um estudo
mais aprofundado; uma possibilidade seria poder determinar quando deve ser
aumentada a velocidade de agitagcdo do meio fermentado, o que pode impedir ou
reduzir a queda no crescimento celular e producao do biopolimero, pela diminuicao do

fornecimento de oxigénio e nutrientes para as células.
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Figura 3-1V: Efeito do tempo de fermentacao e do tempo de “stress” alcalino utilizando
X. campestris pv. manihotis 280-95 na contagem de células viaveis (UFC/mL x 10°) M e

no crescimento celular utilizando densidade 6tica @.

No estudo realizado por Rottava (2005), no qual foram utilizadas 10 linhagens
do género Xanthomonas sp, foi observado nas curvas de crescimento celular (DO) que,
em sete diferentes linhagens de X. campestris, a fase log ocorreu entre 16 e 40 horas

de crescimento.

Podemos observar através da Figura 3-1V que o valor de unidades formadoras
de colonias de meio fermentado caiu abruptamente nas primeiras 16 horas de
fermentacao, e continuou caindo até o fim da fermentagdo (72 h), porém com uma

inclinagdo menos acentuada.
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Nitschke e Thomas (1995) também encontraram comportamento semelhante
para a curva de contagem de células viaveis. Segundo os autores, um decréscimo
inicial acentuado no nimero de células viaveis reflete a adaptacdao dos microrganismos
ao meio de producao do biopolimero. O in6culo foi produzido em meio YM que tem alta
concentracao de nutrientes, enquanto o meio de producédo tem baixa concentracédo de
nutrientes e muitos sais, o que dificulta a sobrevivéncia das bactérias (SUTHERLAND,
1972).

Conforme podemos observar na Figura 4-IV as solugcbes aquosas a 1%
preparadas a partir das gomas xantanas obtidas da fermentacdo convencional (sem
“stress” alcalino) e com o processo de “stress” alcalino por 1 h, 24 h e 48 h
apresentaram comportamento de fluido pseudoplastico, como era esperado para as
solugdes aquosas de goma xantana (ROTTAVA, 2005; PADILHA, 2003; CACIK et al.,
2001; BUENO e GARCIA-CRUZ, 2001; KATZBAUER, 1998; NITSCHKE et al., 1997;
SANDFORD e BAIRD, 1983).

Para a amostra ndo submetida ao “stress” alcalino, o valor de viscosidade
encontrado para taxa de deformacdo de 10,5 s foi de 550 mPa.s, enquanto para as
amostras submetidas ao EA12 por 1h, 2h, 3h e 4h, na mesma taxa de deformacao, o
valor de viscosidade foi de 200 mPa.s. Podemos observar que a qualidade da goma
obtida ap6s o processo de EA12 é menor comparada a da goma obtida sem o processo
de “stress” alcalino. Observamos também que os tempos de EA testados nao
influenciaram na qualidade da goma obtida.
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Figura 4-1V: Viscosidade aparente (Pa.s) vs Taxa de deformacdo (s'), a 25°C das
solugdes de goma xantana (1,0 % p/v), amostras: sem EA12, com EA12 por 1 h, com
EA12 por 24 h e com EA12 por 48 h.

No estudo realizado por Rottava (2005), o valor de viscosidade aparente
encontrado para a goma obtida a partir do X. campestris pv. manihotis 1182, para taxa
de deformacédo de 10,5 s1, foi de aproximadamente 360 mPa.s. As condi¢cdes da
analise reoldgica foram diferentes, sendo utilizada nesse estudo uma solugdo aquosa
trés vezes mais concentrada do que a utilizada em nosso estudo, viscosimetro
Brookfield, modelo LVDV lll+, spindle 18 a 25<.

Borges (2003) analisou a viscosidade aparente de 30 cepas de X. campestris
pv. pruni em condigdes semelhantes as utilizadas neste estudo, com exceg¢do da
concentracao das solugdes, que foi de 3% (p/p) (HAAKE, RS150, sistema placa-placa
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com sensor PP35Ti). O autor obteve para uma taxa de deformagdo de 10 s valores de
viscosidade entre 1.370 mPa.s. e 12.700 mPa.s.

Foresti (2003) analisou a viscosidade aparente da solugcdo aquosa a 3% (p/p)
de xantana sintetizada pela cepa padrdo NRRL B-1459 de X. campestris pv.
campestris, obtendo 2.700 mPa.s em taxa de deformagéo de 10s™.

Nitschke e Thomas (1995) relataram que as solu¢des aquosas a 0,5% (p/p) dos
polimeros sintetizados por cepas selvagens de X. campestris, para taxa de deformacao
de 12,5 s, variaram de 200 mPa.s para a cepa Cv2C8, até 641 mPa.s para a cepa C7.

Souza e Vendrusculo (1999), ao determinar a viscosidade aparente das
solucdes de xantana produzidas por X. campestris pv. pruni cepas 24 e 58, obtiveram
aproximadamente 5.000 mPa.s e 300 mPa.s, respectivamente, taxa de deformacéo de
10s™.

Os valores de viscosidade aparente encontrados para as amostras testadas
nesse estudo ficaram abaixo do valor esperado para amostra de goma xantana
comercial, porém é preciso considerar a nao purificacao das gomas obtidas e também a
nao adicao de sais para melhorar as propriedades reoldgicas das gomas comerciais.

3.2 Composicao de acidos

Observa-se nas Figuras 5-1V e 6-V que ambas as amostras de goma xantana,
sem e com o “stress” alcalino (EA12), apresentam em suas composicdes acido
glucurébnico, acido galacturdnico e acido piruvico (ver Anexos 1 e 2). A goma xantana
com “stress” alcalino apresentou maior concentracao de todos os trés acidos utilizados,
tendo destaque o acido piruvico, com concentragcao 2,75 vezes maior. O cromatograma
ainda mostra claramente um outro pico com Rf em torno de 11,3 min, pode-se intuir em
funcéo da composicao deste biopolimero que o pico com Rf 11,3 seja o pico referente
ao acido acético.
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Figura 5-1V: Cromatograma da analise de composicao de acidos da goma xantana
obtida através da fermentacdo com X. campestris pv. manihotis 280-95 sem “stress”

alcalino.
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Figura 6-1V: Cromatograma da analise de composicao de acidos da goma xantana
obtida através da fermentacdo com X. campestris pv. manihotis 280-95 com “stress”

alcalino.
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Diferencas na estrutura da xantana tendem a ocorrer principalmente devido a
mudancgas nas concentragdes de piruvato e acetato (MORRIS, 1984; SUTHERLAND,
1981).

Segundo Callet et al. (1987) e Casas et al. (2000), o nivel de substituicdo de
acido piravico e acético na molécula podem variar com as condi¢cdes de crescimento da
bactéria, condigcdes operacionais, procedimentos pds-fermentacdo e também com a

espécie de Xanthomonas utilizada.

Os residuos de acido piravico representam aproximadamente 60% da molécula
e atribuem a goma muitas de suas propriedades singulares, como sua extraordinaria
resisténcia a hidrolise (MELTON et al., 1976; KOVAC e KANG, 1977 apud
NUSSINOVITCH, 1997).

A goma xantana com um alto nivel de acetilagdo e, especialmente, grau de
piruvatacdo, aumenta a viscosidade das solugcbes aquosas porque associagcdes
intermoleculares sao favorecidas (TAKO e NAKAMURA, 1984). Entretanto, a xantana
livre de piruvato € mais adequada para a preparacao de solugdes de controle de
mobilidade, usadas em processos de recuperacao de 6leo (KANG e PETTIT, 1993).

Autores como Cadmus et al. (1978), Tako e Nakamura (1984) sugerem que o
conteudo de &cido piravico possa ser usado como um indice de qualidade da goma
xantana. Torrestiana et al. (1990), por sua vez, encontraram uma correlagcdo muito
baixa (r* < 0,5) entre o contetido de &cido pirlivico e a viscosidade. No estudo realizado
por De Vuyst e Vermiere (1994), a adicdo de citrato causou aumento no conteudo de

piruvato na goma xantana, com decréscimos concomitantes na viscosidade.
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3.3 Analise da estrutura das gomas com e sem “stress alcalino”

Observou-se através das Figuras 7-1V e 8-V que as estruturas fisicas dessas
gomas sdo comprovadamente diferentes. A goma sem “stress” alcalino apresenta
estrutura poligonal enquanto a goma com “stress” alcalino apresenta estrutura em forma
de estrela.

O processo de “stress” alcalino alterou completamente a estrutura da goma

xantana obtida, que ndo mais apresentou as formas poligonais antes observadas.

10.000X L Ry i S K 13.000X

Figura 7-IV: Microscopia eletrbnica de varredura da goma xantana obtida através da
fermentagcdo com X. campestris pv. manihotis 280-95 sem “stress” alcalino, utilizando
uma tenséo de 15 kv. A) com aumento de 10.000X e B) com aumento de 13.000X.
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Figura 8-1V: Microscopia eletronica de varredura da goma xantana obtida através da
fermentacdo com X. campestris pv. manihotis 280-95 com 1 hora de “stress” alcalino,
utilizando uma tensao de 15 kv. A) com aumento de 10.000X e B) com aumento de
13.000X.

3.4 Analise das ultraestruturas

Era esperado nao se detectar goma xantana nas fotos de microscopia
eletrdnica de transmissao, porém estudos relatam que, durante a separagdo da
biomassa, parte da goma xantana presente é co-precipitada junto com a biomassa,
devido a presenca de cations divalentes e polivalentes, especialmente calcio, que é
abundante em alguns tipos de meios, como os contendo melago de cana de acgucar.
Cétions polivalentes tais como o célcio, o aluminio e os sais de aménio quaternario sao
especialmente efetivos na precipitacdo da goma xantana devido a ligacao ibnica do
grupo ionizado do cation com o polissacarideo polianidnico (GARCIA-OCHOA et al.,
2000).

Comparado aos outros polissacarideos usados como aditivos alimenticios, a
goma xantana tem mostrado ser o que mais fortemente se liga ao calcio (DEBON e

TESTER, 2001). Por esse motivo pesquisadores sugerem suplementagdes com solucao
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de KCI, usado na precipitacdo da biomassa com EDTA, que resulta em melhor
solubilidade da goma xantana (KALOGIANNIS et al., 2003).

As células observadas na Figura 9-1V apresentam caracteristicas de células do
Xanthomonas. As células do Xanthomonas ocorrem como bastonetes, porém nos
ultracortes histolégicos realizados no ultramicrétomo, a bactéria pode aparecer em corte
longitudinal, corte sagital e corte transversal. As células da Xanthomonas apresentam
de 0,4 — 0,7 um de largura e de 0,7 — 1,8 um de comprimento (BRADBURY, 1984).

3.4.1 Resultado do inéculo puro (IP)

Verifica-se através da Figura 9-IV que a membrana externa e as estruturas
citoplasmaticas das células bacterianas encontram-se integras. Nao foi observada lise
bacteriana, indicando viabilidade das células presentes no inéculo puro. Podemos ver
células em plena divisao celular, através de uma bifurcacéo seguida de alongamento no

meio da célula.

Observou-se também pequena producdo de goma xantana préximo de algumas
células. Durante o periodo de inoculagao ocorre 0 aumento da concentracao celular, e
pouca quantidade de goma é produzida. A goma ao redor da célula impede o transporte
de nutrientes e estende a fase lag de crescimento (PONS et al., 1990; PONS et al.,
1989; DE VUYST et al., 1987; CADMUS et al., 1978).

Segundo Baiocco (1997), a bactéria X. campestris pv. manihotis 280, cultivada
em meio YM liquido a 30C e 200 rpm, teve fase lag curta, passando rapidamente para

a fase de crescimento exponencial, com seu apice em 24 h de cultivo.

Aumentar a velocidade de agitacdo durante o periodo de crescimento pode ser

uma alternativa para evitar que a goma formada fique ao redor da célula.
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Figura 9-1V: Microscopia eletrbnica de transmissdo do indculo puro, utilizando

magnificacdo de 12930 e tensdo de U 60 === 0,93 um.

A agitacdo e aeracao tém por objetivo fornecer oxigénio aos microrganismos,
para que possam exercer suas atividades metabdlicas e também para manté-los em
suspensao. Além disso, a agitacdo ndo apenas € importante na producdo de células,
mas também tem influéncia na formagcdo do produto, sendo por isso essencial o
controle da agitacdo (PAPAGIANNI et al., 2001).

Papagianni et al. (2001) observaram que o aumento do nivel de agitacao resulta
em maior producédo de goma xantana. No estudo em questédo, a producao de xantana
quase dobrou quando a velocidade de agitacao foi aumentada de 100 para 600 rpm,

com efeito similar no crescimento celular.

Ao elevar a velocidade de agitacao, maior parece ser o esforco da bactéria em

proteger-se e por esse motivo produz maior quantidade de goma.
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3.4.2 Resultado do inicio da fermentacao (IF)

No inicio da fermentacdo observou-se que as células bacterianas estavam
integras (Figura 10A-1V), indicando que o inicio do processo fermentativo de produgao
da goma xantana esta como o esperado.

Na Figura 10A-1V pudemos observar nitidamente grande quantidade de goma

formando-se ao redor das células bacterianas.

Figura 10-1V: Microscopia eletrbnica de transmissdo do inicio da fermentacao,
utilizando: A) magnificacdo de 6000 e tensdo de U 60, === 2 01 um, e B) magnificacao
de 12930 e tensao de U 60, === 0,93 pum.
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Como a composicdo do meio fermentativo (Meio |) contém muitos sais;
acredita-se que por esse motivo a goma xantana que se apresentava ao redor das
bactérias comece a distanciar-se ao longo do tempo de fermentagéo (ver Figura 10A-IV
e 10B), provavelmente devido a mudanca na osmolaridade.

Os polissacarideos extracelulares podem ser classificados em dois tipos,
dependendo de sua organizacdo com relacdo a célula microbiana: (I) polimeros
fisicamente anexos a célula microbiana em forma de capsulas; (ll) polimeros excretados
pela célula microbial como lama solta no meio. Segundo Kennedy e Bradshaw (1984), a
goma xantana é do segundo tipo de polissacarideo extracelular. Os resultados desse
trabalho nos levam a rever essa classificacao, com constatagcdo de que, dependendo
das condicoes do meio onde a bactéria se encontra, a goma xantana poderia ser
classificada como do tipo (l) ou do tipo (II).

3.4.3 Resultado do final da fermentacao (FF)

Observa-se através da Figura 11-IV o inicio de mudangas estruturais nas
bactérias, como a vacuolizacao citoplasmatica e a descontinuidade da membrana,
podendo sugerir o inicio no processo de lise bacteriana.

Nessa etapa, devido ao prolongado tempo de fermentacdo de 72 horas, com
osmolaridade diferente daquela que seria a osmolaridade ideal ao crescimento
bacteriano, o comportamento da goma é diferente, apresentando-se em grumos e nao

mais ao redor das bactérias.



CAPITULO IV 143

Figura 11-1V: Microscopia eletrdnica de transmisséo do final da fermentagéo, utilizando:
A) magnificacdo de 7750 e tensdo de U 60 == 1 56 um, e B) magnificacdo de
16700 e tens&o de U 60 === 0,72 um.
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3.4.4 Resultado do “stress” alcalino apos 1 h (EA 1h)

Figura 12-1V: Microscopia eletrdnica de transmissao do “stress” alcalino com duragéo de
1 hora, utilizando: A) magnificacao de 12930 e U 60 === 0,93 um, B) magnificacdo de
27800 e tensdo de U 60 435 nm.
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O processo de “stress” alcalino consiste na elevagao do pH para 12,0 (EA12).
Apbés 1 hora de EA12, observamos acentuadas diferencas estruturais nas células
bacterianas. Observa-se através da Figura 12-IV que o conteddo citoplasmatico das
bactérias esta mais vacuolizado e também que existe descontinuidade nas membranas

das células bacterianas, indicando o processo de lise bacteriana.

Através de imagem mais distante (Figura 13-1V) podemos verificar a presenca
de algumas células bacterianas, porém com diminuicdo consideravel na quantidade de
células. Na Figura 3-1V podemos verificar que as células presentes nao sao viaveis.

Figura 13-1V: Microscopia eletrénica de transmissao do “stress” alcalino com duracéo de

1 hora, utilizando magnificacao de 6000 e U 60 ====2 01 um.

A goma xantana que antes se apresentava agrupada em grumos, agora adquire
conformacédo organizada, lembrando interacées do tipo hidrofébicas (Figura 14-1V). Em
nenhuma das etapas anteriores observou-se essas linhas de goma que se organizam

em circulos concéntricos.
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Figura 14-1V: Microscopia eletrénica de transmissao do “stress” alcalino com duracéo de

1 hora, utilizando magnificacdo de 12930 e U 60 === 0,93 um.
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3.4.5 Resultado do “stress” alcalino apos 24h (EA24h)
Na Figura 15-IV n&o foi obsevado células da bactéria X. campestris pv.

manihotis 280-95, evidenciando a total desintegracdo das membranas bacterianas (ver

Figura 3-1V).

Figura 15-1V: Microscopia eletrdnica de transmisséo do “stress” alcalino com duragéo de
24 horas obtidas através da técnica de MET, utilizando: A) magnificacdo de 4646 e

tensédo de U 60 === 2,60 um, B) magnificacao de 10000 e tensao de U 60, === 1 21

um.
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A goma apéds 24 horas de “stress” alcalino apresentou-se em uma conformagéo
mais organizada do que apds 1 hora de EA; da mesma forma apresenta-se em circulos

concéntricos, lembrando interagdes do tipo hidrofdbicas (Figura 15-1V).

A presenca de acidos acético e pirtvico na molécula de xantana produz um tipo
de polissacarideo aniénico (GARCIA-OCHOA et al., 2000; NUSSINOVITCH, 1997;
WHISTLER e BeMILLER, 1993; KENNEDY e BRADSHAW, 1984; SANDFORD e
BAIRD, 1983). Acredita-se que, quando esse biopolimero é colocado em meio de alta
alcalinidade, primeiro ocorra a neutralizacao de suas cargas, abrindo as estruturas, e a
seguir iniciando um processo de repulsdo eletrostatico devido a presenca de muitos
grupos de mesma carga, semelhante as repulsées que geram as interagdes do tipo
hidrofdbicas.

3.4.6 Resultado do “stress” alcalino apos 48h (EA48h)

Ap6s 48 horas de “stress” alcalino, verificou-se um estado praticamente igual ao
obtido apds 24 horas de EA (Figura 16-1V).
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Figura 16-1V: Microscopia eletrénica de transmissao do “stress” alcalino com duracao de
24 hora obtidas através da técnica de MET, utilizando: A) magnificacdo de 2156 e

tensdo de U 60 === 56 um, B) magnificacdo de 7750 e tensédo de U 60 === 1 56 um.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que a produgdo de goma xantana obtida da fermentacao realizada
em bioreator de 2 L utilizando o X. campestris pv. manihotis 280-95 € maior apos o
processo de “stress” alcalino por 24 horas. Obteve-se ao final de 72 horas de
fermentacdo 9,43 g.L "' de goma xantana, apés 1 hora de “stress” alcalino a producéo
aumentou 25,7% (11,85 g.L"); apés 24 horas de “stress” alcalino a produgao foi 74,8%

maior (16,48 g.L") apresentando leve queda apés 48 horas de “stress” alcalino (14,16
g.L™).

A viscosidade aparente da amostra ndo submetida ao “stress” alcalino foi de
550 mPa.s; para as submetidas ao EA12, independente do tempo de “stress” alcalino
utilizado, a viscosidade encontrada foi de 200 mPa.s, para uma taxa de deformacéao de
10,5 s™'. Concluimos que a qualidade da goma obtida por processo de “stress” alcalino
(pH 12) é menor.

As estruturas fisicas das gomas sem EA12 e com EA12 sdo comprovadamente
diferentes. A goma sem “stress” alcalino apresenta estrutura poligonal, enquanto a

goma com “stress” alcalino apresenta estrutura em forma de estrela.

Durante a separacao e lavagem da biomassa, para a obtencédo do “pellet”, por
centrifugacao a 12.200 x g por 5 minutos a temperatura ambiente, parte da goma
xantana presente foi co-precipitada junto com a biomassa.

No Inéculo puro (IP), ndo foi observada lise bacteriana, indicando viabilidade
das células presentes. Observou-se também uma pequena producdo de goma xantana

proximo de algumas células.
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No inicio da fermentacéo (IF), observou-se que as células bacterianas estavam
integras, e pode-se observar nitidamente grande quantidade de goma se formando ao

redor das células bacterianas.

No final da fermentacao (FF), observou-se o inicio de mudancas estruturais nas
bactérias, como a vacuolizacao citoplasmatica e a descontinuidade da membrana,

podendo sugerir um inicio no processo de lise bacteriana.

ApG6s 1 hora de “stress” alcalino (EA12-1h), observamos acentuadas diferencas
estruturais nas células bacterianas. O conteudo citoplasmatico das bactérias tornou-se
mais vacuolizado e ocorreu descontinuidade nas membranas das células bacterianas,

indicando o processo de lise bacteriana.

Através da andlise de Contagem Total, foi verificado que as células presentes

apoés o “stress” alcalino, seja de 1, 24 ou 48 horas, ndo sao mais viaveis.

Ap6s 1 hora de “stress” alcalino (EA1h), a goma xantana que antes se
apresentava agrupada em grumos, adquiriu uma conformacao organizada em circulos

concéntricos.

Ap6s 24h e 48 h de “stress” alcalino observou-se a total desintegracdao das

estruturas celulares e organiza¢ao do material em circulos concéntricos.
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ANEXO 1

ANEXO 1

Cromatograma dos padrdes de acido glucurdnico, acido galacturdnico e acido pirtvico
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ANEXO 2
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ANEXO 2

Cromatograma da analise de composicao de acidos organicos da goma xantana obtida

através da fermentacao com X. campestris pv. manihotis 280-95 sem “stress” alcalino +

padréo de acido piruvico
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