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Creo que podria vivir con los animales,
son tan secretos e tan placidos,

me detengo y me demoro mirandolos.

No se atormentan ni se quejan de su condicién,
No se quedan despiertos toda la noche
ni lamentan sus culpas,

No me abruman con discusiones de

sus deberes para con dios,

Ni uno solo estA dominado por

1a locura de tener cosas,

Ni uno solo se arrodilla ante otro,

asi fuera de su especie

que vivié hace miles de afios.

Ni uno solo es decente o desdichado

en toda la faz de la tierra . .

WALT WHITMAN <(1819-1892)

Traduzido por J. L. Borges



RESUMO

Esta pesquisa téve o propésito de estudar a biosintese de
polissacarideos por Pseudomonas mendocina.

Inicialmente foram isoladas com o antibidtico
carbenicilina duas cepas mutantes, que estio depositadas na
Fundac¢Zo Tropical de Pesqgquisa e Tecnologia "André Tosello"” sob os
numeros:
® CCT 2244 - Pseudomonas mendocina MO2
® CCT 2245 — Pseudomonas mendocina M13

Em experimentos realizados em Erlenmeyers foi estudada a
capacidade dos mutantes e da cepa selvagem, metabolizarem
diferentes tipos de substratos (glicose, sacarose, lactose e
gluconato) em diferentes concentrag@es. A glicose e a sacarose
foram os melhores substratos e o mutante M13 apresentou a maior
taxa de biocconvers3o, 5S2%Z para concentragioco de glicose de
20,07 g/1 e 40% para concentrag¢3o de sacarose de 29,93 g/l1, sendo
por isso selecionado para os experimentos em cultura em batelada.

Estes experimentos foram ajustados de forma que OS
resul tados pudessem ser avaliados pelo método estatistico de
superficie de resposta. Estudaram— se os efeitos de vaz3o de ar e
concentrag¢3o de nitrogénio na forma de sulfato de amdnio. As
melhores taxas médias de bioconversio foram de 0,46 para
concentrac3o de 860 mg/l de (NH4)2504 e vazZo de ar de 1,3 1/h e
0,42 para concentracZo de 1.160 mg/l1 de (NH4)250s4 e vaz3o de ar de
2,5 1/h.

Os resultados obtidos demonstram que a Pseudomonas
mendocina M13 apresentou bons rendimentos de bioconversao, sendo

uma boa alternativa para a produgfo industrial de biopolimeros.



SUMMARY

fhis research has the purpose of studying the biosyntesis
of polisaccharides by Pseudomonas mendocina.

Iniatilly were isolated two mutant strains whit the
carbenicilin antibiotic, that are disponsable in the André Tosello
Tropical Foundation for Research and Technology under the numbers:
e CCT 2244 - Pseudomonas mendocina MO2
® CCT 2245 - Pseudomonas mendocina M13

In experiments made in Erlenmeyers has been studied the
capacity of the mutants and wild tipe, to metabolizer diferent
kinds of substrates (glucose, sucrose, lactose and gluconate) in
different concentrations. Glucose and sucrose were the best
substrates and the mutant strain Mi3 had the best bioconversion
rates, 52%Z for initial glucose concentration of 20.07 g/1 and 40%Z
for initial sucrose concentration of 29.93 g/1, reason of its
selection for the experiments in batch culture.

These experiments were adjusted in form that the results
could be avaliated by the response surface methodology. It were
studied the efects of air flow and of nitrogen concentration in
theamonium sulfate form. The avereges of bioconversion rates were
of 0.46 for concentration of 860 mg/l1 (NH4)2504 and air flow of
1.5 1/h and 0.42 for concentration of 1,160 mg/l of {NH4) 2504 and
2.5 1/h of air flow.

The results obtained show that Pseudomonas mendocina M13
exibits good bioconversion rates and it can be an alternative for

industrial biopolymer production.
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1. INTRODUGZO

Gomas, coldides, hidrocoldides, polimeros solaveis em
Agua s3o algumas denomina¢g@es para materiais que possuem a
capacidade de tornar sistemas aquosos mais espessos e vViscosos ou
formar géis. Estes materiais s3o encontrados em exudados de
plantas ou arbustos, extratos de plantas ou algas marinhas,
farinha de gr3os ou cereais, gomas de processos fermentativos e
putros produtos naturais. Recentemente foram obtidas novas gomas
modificadas quimicamente ou derivadas de gomas naturais. Algumas
novas gomas s3o desenvolvidas através da sintese quimica
produzindo novos polimeros que possuem propriedades hidrofilicas
completamente novas e diferentes (Glicksman, 1982).

As propriedades adesivas destes compostos eram conhecidas
ha milhares de anos e o uso de gomas pode ser tragado voltando-se
a alvorada, ao homem das cavernas. 0 primeiro homem da caverna
expressava suas habilidades artisticas através de lamas coloridas
nas paredes da sua caverna. Para melhorar a ades3o da "tinta",
gomas naturais eram adicionadas a sementes amassadas, sangue,
ovos, leite de plantas e outros materiais. Subsequentemente o
termo "témpera" foi usado para referir—-se a mistura de pigmento
com cola ou clara de ovo ao invés de dleo (Glicksman, 1982).

Os egipcios no periodo J000 a 2000 A.C. decoravam as
paredes de suas casas e templos com desenhos executados com

"témpera". 0 uso de goma arabica continua até o presente em tintas
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conhecidas pelas suas propriedades de espessamento, gelatinizacgao
e propriedades nutricionais em casos especificos (Glicksman,
1982).

Através dos séculos algumas secregdes naturais de plantas
foram descobertas, @ o conjunto das gomas foi se ampliando para
todo tipo de secre¢®es exudadas, incluindo desta maneira materiais
como: chiclete, borracha latex, resinas de diversas plantas e uma
quantidade de outros materiais (Glicksman, 1982).

Com o tempo, a nomeclatura e a terminologia destes
materiais tornaram—-se mais e mais confusas, e somente apds a
segunda guerra mundial houve um grande esforgco dos cientistas
nesta aArea, para adotar uma terminologia uniforme. Hoje, para
propésitos praticos, as "gomas” sZo divididas em duas categorias,
(1) solduveis em agua e (2) insoldaveis em agua. Chiclete, borracha,
etc. s3o agora classificados como resinas e as “gomas"” soldveis em
Agua s3o designadas cientificamente de hidrocoldides. Gomas n3o
s3o0 verdadeiros coldides, mas s3ioc antes polimeros com propriedades
coloidais, que permanecem suspensos mesmo sob a influéncia da
gravidade e n3o s3o visiveis através de observacgdo com
microscépio. De fato, gomas ou hidrocoldides formam solugSes

moleculares na maior parte dos casos (Glicksman, 1982).

Apesar da maioria dos hidrocoldéides serem
polissacarideos, progressos no sentido de sistematizar a
nomeclatura reduziram a terminag3lo "an" para designar uma

substancia como sendo polissacarideo. Logo o nome genérico de um

derivado da glicose & "glican" para a arabinose "araban" e assim
por diante. Nomes comuns tem mudado para esta forma como
"carragenin" para “carragenan”, outros entretanto, como s30

2



bastante conhecidos como “pectin", "amilopectin®, etc. persistem
na nova terminologia (Glicksman, 1982).

Recentemente muitos trabalhos cientificos descrevem a
produg3o, composigio, biosintese e usos de gomas microbianas
(Sanford, 1982). Sua produg3o € uma alternativa valida para suprir

parte do consumo de polissacarideos (Sutherland, 1986).

W



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HIDROCOLGIDES

Muitos hidrocoldides s3o polissacarideos, ou seja,
polimeros de agucares simples. Os polissacarideos s3o comparaveis
a longas cadeias de monossacarideos possuindo de uma centena a
vArios milhares de unidades. 0 peso molecular varia de 30.000 a
400.000.000 e os tipos de monossacarideos que o constituem é
pequeno, usualmente entre 1 e 6 e raramente acima de 10 (Sand,
1982).

Uma classificag¢3o dos polissacarideos ou hidrocoldides

comestiveis, baseada em sua origem ¢ mostrada na tabela 1.

2.2. PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS HIDROCOLOIDES

A utilidade e importancia dos hidrocoléides s3o baseadas
nas suas propriedades funcionais. Hidrocoldides sZo polimeros de
cadeia longa que se dissolvem ou se dispersam em Agua, produzindo
um efeito espessante & um aumento de viscosidade. Esta propriedade
espessante ¢ comum em todas as gomas e € a raz3o basica para todos
os seus usos. 0 grau de espessamento varia entre as gomas. Algumas
produzem viscosidades a baixas concentragdes, usualmente préximas
de 1%, diferindo no tipo de viscosidade e na caracteristica do
fluxo, que s3o importantes com relag3do a outros aspectos

(Glicksman, 1982).



Tabela 1 - CLASSIFICAGCAD DOS HIDROCOLOIDES COMESTIVEIS

EXUDADOS -
EXTRATOS — Algas Marinhas:
Plantas:
Animal:
FARINACEOS - Sementes:
Cereais:
FERMENTADOS -~

QUIMICAMENTE MODIFICADOS —

Derivados de celulose:

Outros derivados:

SINTETICOS -

Goma arabica, caraia, gati,

Agar, alginatos, carragenas,
furcellaran.
Pectina, arabinogalactana.
Gelatina.
Guar, locust bean.
Amido, celulose microcristalina.

Dextrana, Xantana, curdloan.

Metil—- celulose,
hidroxipropilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose,
CMC (carbiximetilcelulose).
Amidos modificados

PGA (propileno glicol
alginato), metoxyl pectin.
Polyvinylpyrrolne PVP ®,
Carboxyvinyl polimers
CARBOFOL ®,

Polyethylene oxide

polymers FPOLYOX ®.

FONTE: Glicksman (1982)

wm
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As caracteristicas reoldégicas de solugdes de
polissacarideos, melhora os sistemas de liquido—-alimento, podendo
serem relacionadas com as propriedades organolépticas do produto e
deste modo A sua aceitabilidade. Desta forma as caracteristicas
reolégicas das solug¢des de polissacarideos servem de ajuda para a
formulag3o especi{ifica de alimentos (Glicksman, 1982).

Embora as gomas propiciem viscosidade a solug@es, algumas
possuem a propriedade de formar gé¢is. A gelatinizagZo ¢ um
fendmeno envolvendo a associa¢Xo de ligag¢®es cruzadas das cadeias
do polimero, formando uma rede tridimensional e imobilizando a
Agua na forma de uma estrutura firme e rigida que ¢ resistente ao
fluxo sob press3io. Em adig3oc as propriedades de espessamento e
gelatiniza¢io, os hidrocoldides possuem algumas propriedades
funcionais que s3o usadas em aplicagdes e desenvolvimento de
produtos alimenticios. Essas propriedades s3o mostradas na tabela
2 e s30 o fator chave para o sucesso ou fracasso de um produto

alimenticio. Em muitas aplica¢®es s3o utilizadas mais de uma

destas propriedades. No udltimo quarto de século o uso e
importancia destes compostos tém crescido bastante (Glicksman,
1982).

0 efeito fisico destes materiais deve-se a interag3o dos
polissacarideos com os ions e moléculas presentes no meio e também
a interag®es com eles mesmos. Desta forma polissacarideos precisam
interar de forma apropriada e benéfica com proteinas, lipideos, e
outras moléculas comumente encontradas em alimentos, bem como
interagir continuamente com moléculas de 4agua. Através destas

interac¢3es, os polissacarideos realizam suas fun¢Ses usuais, que



Tabela 2 - PROFRIEDADES FUNCIONAIS DOS HIDROCOLOIDES

FUNGZXO

EXEMPLO

— Adesivo

- Agente de ligag3o
- Agente de encorpamento

— Inibidor de cristalizag3o

~ Agente de clarificag3o
-~ fAgente de turvamento

- Agente de cobertura

— Fibras dietéticas

- Emulsificante

- Agente de encapsulacio
— Formador de filmes

- Agente de floculiag3o

- Estabilizador de espuma
- Agente de gelatinizag3o
- Moldagem

— Coldide de protecgio

— Estabilizante

- Agente de suspens3o

- Agente de expansao

— Inibidor de sinerese

- Espessante

Coberturas de agucar, glacé para
cobertura de bolos.

Alimento para animais

Bebidas dietéticas

Sorvete, alimentos congelados,
xaropes doces.

Vinho, cerveja.

Bebidas alcodlicas, licores.
Confeitos, rodelas de cebola.
Cereais, p3o.

Temperos para saladas.

Aromas em pod.

Coberturas de prois¢3o, embutidos.
Vinho.

Cerveja.

Pudins, sobremesas, confeitos.
Balas de aguUcar e de goma.
Emulsdes de aroma.

Molhos para saladas, sorvete.
Leite achocolatado.

Produtos processados de carne.

Alimentos congelados, queijos.

Geléias, maioneses, recheio de tortas.

FONTE: Glicksman (1732)



X0 O seu uso para produzir viscosidade, estabilidade a solugdes,
capacidade de suspens3o, a¢Zo emulsificante e gelatinizag¢3o.
Quando utiliza-se uma combinag¢3o de gomas, ha necessidade de serem
compativeis entre si e com o0OsS materiais biol&égicos presentes
(Glicksman, 1982).

Morris (1990) apresenta uma revis3o sobre o uso de
polissacarideos microbianos em alimentos tais como: © uso da
xantana como agente espessante e de suspens3o; o efeito sinérgico
da combinacXo de goma xantana e galactomanana: "gellan gum" como
agente de gelatinizag3o; uso da combinag¢Zo de gelatina e gelana
como agente de encapsulag3o.

Reynolds (1970) reporta gue agentes espessantes
produzidos por microrganismos, j4 s3o considerados aceitavels para
usos em alimentos, discutindo também o efeito sinérgico entre
polissacarideos microbianos como xantana e gelana, ouas
caracteristicas de gelatinizag3o e encapsula¢3o de ingredientes de
alimentos.

Thom e Col. (1982) observaram que sistemas alginato—
pectina apresentam maior capacidade de espessamento e
gelatiniza¢3o em pH baixo. Esta caracteristica deve-se a interagZo
entre as sequéncias de poliguluronato e seqiiéncias n3o modificadas
de pectina.

Imeson e col. (1980) produziram fibras de uma solugio de
2,07 de alginato e 6,04 de plasma de sangue de porco por extrusio.
As fibras foram coaguladas em solug3o de cloreto de cAlcio 5% e pH
4,0, a resisténcia das mesmas foi estudada e relacionada com a
compisi¢Zo de 4cidos gulurdénico e manurdnico do alginato. Essa
mistura alginato-proteina tem potencial para conferir uma faixa de
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textura em produtos alimenticios, incluindo produtos de carne.

2.3. POLISSACARIDEOS MICROBIANOS

Nos Estados Unidos o consumo total de gomas microbianas
tem crescido aproximadamente 84 ao ano. Em algquns casos, as gomas
microbianas tém tomado o mercado de outras gomas, derivados de
petréleo e polimeros sintéticos. Atualmente h4 um interesse muito
grande em novos polimeros naturais bem como na procura de gomas
microbianas para aplicagZo em alimentos {Sandford, 1979).

As gomas introduzidas no mercado nos ultimos anos s3o  de
origem microbiana, pois possuem propriedades e caracteristicas
funcionais que superam as de plantas e algas marinhas. Por outro
lado os polissacarideos de origem microbiana apresentam vantagens
adicionais: sua produ¢io nZoc depende de condi¢Bes climaticas e n3o
necessitam ser colhidos, pode-se produzi—-los em regides onde n3o €&
possivel a produg3o de gomas naturais; obtem—se maior uniformidade
nas propriedades, pureza e caracteristicas de gqualidade, visto que
sua biosintese ¢ em geral muito especificas & possivel alterar
potencialmente as caracteristicas dos microrganismos produtores a
fim de melhorar a produgdo ou produzir polissacarideos com
propriedades especiais; isto é praticamente impossivel com as
demais gomas naturais (Fenantes, 1985).

Embora quase todos 0s microrganismos vivos produzam
polissacarideos, bactérias e fungos sX0 o0os mais facilmente
adaptados & produg3o comercial em larga escala. Bactérias e fungos
podem facilmente crescer coOmo culturas puras em grandes
fermentagdes, dispensando também procedimentos de purificagdo de
alto custo e os polissacarideos n3co ficam presos na célula.
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Naturalmente, polissacarideos de microrganismos patogénicos aos

mami feros devem ser dispensados (Sandford, 1982).

2.3.1. TIFOS DE POLISSACARIDEQOS

Microrganismos produzem treées tipos distintos de
polimeros: (1) polissacarideos extracelulares, (2) polissacarideos
estruturais, e (3) intrapolissacarideos. Na maioria dos casos 0SS
polissacarideos extracelulares s3o soldveis em agua e suas
propriedades hidrocoloidais podem ser classificadas em dois tipos:
(1) capsulares, gque fazem parte da parede celular, e (2) lineares,
que se acumulam fora da parede celular e difundem continuamente no
meio de cultura. Os polissacarideos produzidos na forma linear s3o
polimeros de alta viscosidade com propriedades funcionais
importantes, possuem um grande potencial de desenvolvimento
industrial e podem ser produzidos em grande quantidade sob
condi¢Bes controladas em fermentadores (Glicksman, 1982).

SZo numerosas as classes de polissacarideos de origem
microbiana e alguns, cuja fonte comercial s3o plantas ou algas
marinhas, podem ser produzidos por varios microrganismos. Os
polissacarideos microbianos podem ser agrupados de varias formas e
& conveniente classificA—-los de acordo com sua carga: acidos,
basicos ou neutros. Os microrgaﬁismos produtores de
polissacarideos extracelulares s3o encontrados em plantas, solo e

moendas de agucar (Sandford, 1982).

2.3.1.1. POLISSACARIDEOS NEUTROS

Apesar dos polissacarideos neutros serem numMerosos,
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existem poucos estudos avaliapndo suas possiblllgades  comercials.
Entre eles dois sZo sintetizados por fungos e os restantes por
bactérias. Os polimeros fungicos s3o Scleroglucana e Pullulana
sintetizados pelos géneros Sclerotium e Aureobasidium pullulans
respectivamente. Os polime: os de origem bacteriana s3o: a Curdlana
sintetizado por Alcaligenes faecalis variedade myxogenes, a
Dextrana sintetizada por varias espécies de bactérias sendo a mais
importante Leuconostoc mesenteroides (Sutherland - 1986) e um
polissacarideo sintetizado por Methylomonas mucosa e Methylomonas

methanolica a partir do metanol (Lin, 1990).

2.3.1.2. POLISSACARIDEOS ISNICOS

Polissacarideos idnicos s3ao também numerosos e a
estrutura e propriedades de muitos deles & conhecida, sendo que
alguns deles possuem aplicag3o na indastria. Os polissacarideos
desta classe s3o de origem microbiana. Dentre eles a xantana é o
polissacarideo de maior aplicag¢ic industrial, sendo sintetizada
por Xanthomonas campestris (Sutherland, 19846). A xantana possui
boas caracteristicas reoldégicas, sendo resistente a altas
temperaturas e tendo a sua viscosidade pouco afetada por altas
concentracdes de sais e pelo pH (Tait, 1986).

0 alginato sintetizado por A=zotobacter vinelandii e
Pseudomonas aeruginosa diferenciou-se do alginato produzido por
algas marinhas na quantidade de grupos D-acetil, resultando em
polimeros que proporcionaram uma faixa bastante extensa de
viscosidade (Sutherland, 1982).

A Beijerinchia indica produz um polissacarideo semelhante
a wantana e a sua viscosidade & estavel numa faixa consideravel
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de pH, seu comportamento reoldgico & pseudoplastico e na presenga
de sais sua viscosidade ¢ aumentada. Arthrobacter viscosus e
Arthrobacter stabilis sintetizam um polimero cuja viscosidade ¢é
aumentada com a adi¢3o de sais, estavel A altas temperaturas e em
uma faixa de pH 5 a 10. A ZLrwinia tahitica produz um
polissacarideo que possui alta viscosidade em temperaturas abaixo
de 60°C, em uma faixa de pH 4 a 10 seu comportamento reoldgico ¢
pseudoplastico (Sutherland - 1986).

A Pseudomonas elodea produz um gel semelhante aoc agar ou
carragena, sendo recentemente comercializado sob a marca "Gelrite"

(Jansson, 1983).

2.4. OBTENGAD E PRODUGAD DE POLISSACARIDEOS POR MICRORGANISMOS

A capacidade dos microrganismos de produzirem gomas, 3Ja
& conhecida ha muito tempo. Estes polimeros quando extracelulares,
sX0 encontrados na forma de uma discreta capsula ao redor da
célula ou secretada como uma massa amorfa no meio circundante.
Estes polissacarideos microbianos possuem novas e fmicas
propriedades, para as quais vém sendo descobertas uma ampla
variedade de aplica¢Ses em alimentos, farmacos, e em outras Aareas
(Blicksman, 1982).
A primeira goma microbiana importante foi a dextrana,
isolada do suco da beterraba ou vinho na metade do século XIX e
identificada como carboidrato. Estas dextranas foram os primeiros
polissacarideos a serem produzidos. Nos tltimos anos muitas gomas
biosintéticas uteis, tém sido desenvolvidas em varios laboratdérios

que conduzem pesquisas nesta area (Glicksman, 1982).
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2.4.1. GOMAS MICROBIANAS COMERCIALMENTE UTILIZADAS

A mais importante goma biosintética ¢ a xantana. Este
polimero sé recentemente foi comercializado e sua utiliza¢3Io em
alimentos foi autorizada em 1969 pelo Food and Drug Administration
(FDA). Foram desenvolvidas uma grande variedade de novas
aplicag®es, que permitiram a substituig3o de outras gomas
tradicionais pela xantana (Glicksman, 1982).

A dextrana, conhecida h4 mais de 100 anos, tem sido
sugerida para algumas aplicag@es em alimentos, mas ¢ empregada
exclusivamente na Area farmacéutica. Novas gomas sintéticas
desenvolvidas no JapZo, curdlana e pululana, tém interessante
aplicag3oc em alimentos, mas n3oc possuem autoriza¢3io nos Estados
Unidos como aditivo alimentar. Muitos outros polimeros microbianos
tém sido produzidos e avaliados para comercializag3o, mas €
duvidoso que sejam aprovados para o uso em alimentos. Entretanto
muitas destas gomas s3Zo atéxicas, inofensivas e podem ser usadas
em alimentos. HA necessidade porém de testes extensivos e estudos
nutricionais requeridos pelo FDA para aprovagdo do uso em
alimentos, o© que significa efetivamente que poucas gomas venham a
ser desenvolvidas para a aplicag¢Zo em alimentos. No Jap3o onde a
regulamentag3o restritiva € menos rigorosa, algumas das novas
gomas microbianas ja4 tém sido utilizadas em alimentos (Glicksman,

1782).



2.4.2. PROCESSO FERMENTATIVO

0 meio de cultura para produg3o de polissacarideos
microbianos requer normalmente:
1 — Uma fonte de carbono (glicose, sacarose, amido).
2 - Uma fonte de nitrogénio (NH4*, NOa , extrato de levedura e
proteina).
3 - Vitaminas e ions metilicos.

Narmalmente os nutrientes necessarios sio diferentes para
cada microrganismo e os controles de pH, agitag3o e temperatura
precisam ser otimizados (Glicksman, 1982).

Os polissacarideos microbianos sZ%0 obtidos normalmente
por meétodos de fermentagao em batelada ou por fermentagio
continua. Anteriormente a produ¢Zo em larga escala s3o realizados

estudos sobre a bioquimica e a fisiologia da célula (Sandford,

1982).

2.4.3. SEPARACXO DOS POLISSACARIDEOS

Visto que muitas gomas s3o viscosas @ hidréfilas, a
remogc3o da 4Agua ¢ normalmente efetuada pela adig3o de um
n3o-solvente, como aAlcool isopropilico com posterior secagem do
precipitado atraveés de "spray—-drying", apés a pasteuriza¢3o do
meio de fermenta¢Zo. Compostos quaternarios s30 usados CoOm sSUucesso
em laboratério para separar polissacarideos iénicos de neutros.
Uma pequena quantia de sais quaternarios de amdnio permanece,
resultando em um produto inaceitavel para fins alimentares
(Sandford, 1982). Pode—se utilizar também sais complexos de calcio
e aluminio para precipitar polissacarideos (Sutherland, 1984).
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2.5. ALGINATO MICROBIANO

2.9.1. CARACTERISTICAS GERAIS

0 alginato microbiano & semelhante ao &cido alginico que
¢ bastante conhecido por ser uma goma comercialmente importante,
com propriedades viscoelasticas e de gelatinizag¢3o usada em
industrias de alimentos, téxteis, farmacos e de papel (Sandford,
1982). 0 Acido alginico ¢ um polimero regular de residuos de Acido
B-D—manurénico e Acido o—L- gulurdnico. A guantidade relativa de
cada Acido varia de acordo com as diferentes espécies de algas das
quais s¥o obtidos (King, 1983).

As bactérias Pseudomonas aeruginosa e Azotobacter
vinelandi: demostram secretar um polissacarideo semelhante ao
Acido alginico de algas marinhas (Banerjee, 1983; Pindar, 1973).
Para comercializa¢3o, o biopolimero da P. aeruginosa deve ser
descartado por ela estar associada a condig®es patogénicas em
humanos (Sandford, 1982; Fyfe, 1980).

0 alginato microbiano mostra propriedades viscoelasticas
semelhantes aoc alginato extraido de algas. Amostras de alginato
com quantidades maiores de acido gulurénico formam géis mais
firmes na presenga de calcio (Sandford, 1982).

McAvoy e Col. (1989) isolaram dezessete cepas mucdides de
Pseudomonas aeruginosa em meio FIA Difco 0927-01, produtoras de
alginato, de pacientes que n3o apresentavam fibrose cistica. O
alginato produzido forma um gel viscoso ao redor da c¢lula. A
varia¢3®o do conteudo de acido urédnico foi de 18 a 772 em relag3o
ao peso de carboidrato total, isolados das cepas N3 e N1CO. Em duas
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amostras de polissacarideo toram encontragas gllicose, yaiatiussg
manose, xilose e ramnose.

Skjak—-Braek e Col. (1976) investigaram a estrutura

seqiiencial e a acetilagdo de alginatos biosintetizados por
Azotobacter vinelandii e Pseudomonas aeruginosa, P. putida, P.
fluorescens e P. mendocina através de resonancia magné&tica

nuclear. Concluiram que os grupos O-acetil est3o exclusivamente
associados com o Acido D—-manurénico e o grau de acetilag3o varia
de 4 a 57%, dependendo da proporgdo deste Acido no polimero. A
inexisténcia de 4Acidos gulurdnicos consecutivos nas quatro
espécies de Pseudomonras faz com que sejam diferentes dos

sintetizados por Azotobacter wvinelandtil.

2.5.2. PRODUGAD

Até agora n3o foi realizada uma produg3oc em grande escala
de alginato microbiano. A seqiiéncia de passos pelo qual o alginato
microbiano & biosintetizado ja foi estabelecida pela
caracterizacio de cada uma das reagdes enzimaticas. Estes estudos
indicam que em A. vinelandii forma-se principalmente o Aacido

poli-D-manurdnico e ha uma epimerizag¢io parcial dos residuos

D-manurénicos a L-gulurénicos (Horan, 1983). A epimerizagao dos
residucs D-manurdnicos a L-gulurénicos foi influenciada por
asspciag®es intermoleculares e sua formag3o & fung3o da

concentrag3o de ca™ e da concentragic do polimero {Annison,
1984b) .

Estudos comparando fermentag3ioc em batelada e continua
mostram a vantagem das culturas continuas, que evitam altas taxas
de consumo de oxigénio observadas em culturas de fermenta¢3Zo em
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batelada. Uma séria limita¢3Zo na produg¢3o de alginato microbiano a
partir de A. vinelanditi ¢ a produgio de uma liase que causa a
degradagio do polissacarideo, resultando em perda de viscosidade.
A adic3o de enzimas proteoliticas previne a perda de viscosidade
durante o processo fermentativo (Horan, 19835 Annison, 1986as;
Brivonese, 198%9).

Alginatos sintetizados por Pseudomonas s3o isentos de
seqUéncias de Acido poligulurdénico. Pouco ¢ conhecido sobre a
influéncia das condig¢®es de crescimento na produgdo de alginato
microbianoc, fator importante para sua potencial aplicagao como
alternativa ao alginato extraido de algas marinhas. E possivel
produzirem—se polimeros com propriedades redlogicas especificas
para aplica¢®es particulares, pois, a concentrag3o de acidos
gulurénico e manurdnico pode ser previamente controlada através de
mudangas das condig¢dBes de crescimento empregadas {Sandford,
1982; Deretic, 1987).

A tens3o de oxigénio dissolvido (T.0.D.) € critica para a
produgZo de alginato por A vinelandii. A baixas T.0.D. o
microrganismo acumula o composto intracelular —polihidroxi-—
butirato, e altas T7.0.D. resultam em altas taxas de respiragio.
Consequentemente a convers3o eficiente da fonte de carbono em
alginato em culturas continuas tem bons resultados somente com O
controle acurado da T.0.D.. O efeito da T.0.D. na produgdo de
alginato por Pseudomonas parece ser pouco critica e tem um valor
aproximado a 20% da saturagic de ar (Sandford, 1982; Annison,
1986a) .

Govan e col. (1981), isolaram cepas mucdides produtoras
de alginato das espécies de Pseudomonas fluorescens, P. putida e
P.mendocina na frequéncia de 1 em 10° através de seleg¢io por

17



resisténcia a carpeniciiina. u EspELLr U LT avern mea e
polissacarideo extracelular, mostra que o mesmo é semelhante a um
alginato acetilado produzido por Azotobacter vinelandil e
variantes mucdides de Pseudomonas aeruginosa. De dez espécies de
Pseudomonas investigadas, foram isolados mutantes das trés
citadas, e o fato de n3Io terem sido isolados mutantes das
restantes, n3oc ¢ uma evidéncia de que n3o existam.

Hacking e col. (1983) estudaram a produgo do
polissacarideo sintetizado pelos microrganismos isplados a partir
da Pseudomonas mendocina NCBI 10541, através de sele¢3o por
resisténcia A carbenicilina. Os microrganismos isolados foram
identificados como "C7" 2 “muc 18" e os microrganismos obtidos por
mutagénese a partir da cepa "muc 18", foram identificados comoc Ul
(NCIR 114687) e U3 (NCIB 11688). u] exopolissacarideo foi
identificado como sendo alginato com a proporg3o de 1:2 de Acido
manurénico e gulurdnico. As cepas perdem a habilidade de produzir
grande quantia de alginato, mas podem ser isolados com posterior
mutagénese, mutantes bastante estaveis que produzem maior
quantidade do polissacarideo. Altas concentragdes de
polissacarideo (20 g/1) foram obtidas em cultura continua com
limitacXo de nitrogénio, partindo-se de uma concentragfo inicial
de 54 (p/v) de glicose. Como occorre com O alginato biosintetizado
por outras bactérias, o polimero ¢ acetilado e possui propriedades
reolégicas similares ao alginato extraido de algas pardas. Uma
liase estd presente nas culturas, com atividade suficiente para
fazer com que os polimeros apresentem baixo peso molecular e pouca
viscosidade. Esta degradag¢io foi evitada com a incorpora¢3o de uma
enzima proteolitica no meio de cultura sem efeitos adversos, na
bactéria ou no rendimento de produg3o. Para o estudo da sintese de
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aiginato, & FSeuaomonas MENQOCLRU  dpf ESElild valllaygoiis  suw e w
Azotobacter vinelandii e Pseudomonas aeruginosa em termos de
rendimento, estabilidade da cepa e auséncia de patogenicidade
conhecida.

Anderson e col. (1987) estudaram a rota metabdlica de
biosintese do alginato microbiano a partir de glicose e frutose
por A. vinelandii e P. mendocina. Estes pesquisadores incorporaram
agucares marcados na sintese, © que resultou em produtos
significativamente diferentes para cada tipo de substrato
utilizado. O alginato foi biosintetizado principalmente a partir
da degrada¢3o dos produtos da glicose, ao passo que, a maior parte
do polimero produzido por frutose foi montado com unidades de
hexose intactas. Uma possivel causa para a limitada sintese de
alginato de moléculas n3o degradas de glicose € que uma das
enzimas necessarias, glicose-fosfato—isomerase, foi sujeita a
inibi¢X%o por &6—-fosfogluconato, metabdlito envolvido no catabolismo
de agucares pela via Entner—-Doudoroff em ambos microrganismos. O
alginato sintetizado a partir de glicose contém somente 3 dos &
sAtomos de carbono, logo a eficiéncia de conversao ¢ limitada a
aproximadamente 50%Z, quando obtida pela P. mendocina Ul sob
condi¢Bes Stimas de crescimento em cultura continua.

Senga e col. (198%2) investigaram o efeito das condig¢des
de crescimento na produg¢3Zo de alginato por cepas mucdides de
Pseudomonas mendocina Ul e muc 18, usando fermentagZo em batelada
e continua com pH controlade. Em fermentagZo em batelada, o
alginato é produzido durante as fases de crescimento exponencial e
estacionairia e uma concentra¢io de 20 g/1 foi obtida a partir de
um meio com uma concentracZo inicial de S0 g/1 de glicose. Em
culturas continuas, com taxa de diluig¢Zo D= 0,095 h' e com
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limitac3o de nitrogénio, foi obtido um bom rendimento; mais de 60%
da glicose foi convertida em alginato (63% e 64% para os mutantes
MUC 18 e Ul, respectivamente). Aumentando a taxa de diluig3oc acima
de 0,1 h™* decresceu a convers3o de glicose a alginato e a
concentra¢io de biomassa permaneceu constante. A T.0.D. &tima para
produc3o de alginato em culturas continuas foi de aproximadamente
40 mm Hg. Com menores T.0.D. n3Zo produziu-se alginato, mas foi
liberado acetato no meio de cultura. Guando a fonte de carbono foi
limitada, a produg3Zo de alginato diminuiu.

Brivonese e Sutherland (198%), em um estudo, investigaram
alguns fatores que influenciam a secrec¢3o de Acido alginico e a
acumulac3o de poli—p3-hidroxibutirato (FHB) através da cepa mucdide
de Azotobacter vinelandii em Tfermentagioc em batelada. 0 maior
rendimento, 6,0-7,5 g/1 foi rotineiramente obtido em meio
fosfato-nitrogénio, tendo como fonte de carbono glicose (472 p/Vv)
em shaker a 280 rpm. Neste caso o acumulo de PHB alcangou 0 maximo
de 30% da massa seca celular. A 120 rpm o rendimento de alginato
foi somente 1,4 g/1 e o PHB constitui 40%, refletindo a limitaga3o
de oxigénioc. Observaram também, que a presenga de fosfato
inorganico torna-se importante para o crescimento em meios com
poucos sais e livres de nitrogénio e resultam em pouca produg3o de
alginato. A produg3o nZo foi melhorada com adigZo de fontes de
nitrogénioc como glutamatoc e nitrato. Sob outras condig¢des
otimizadas, diferentes peptonas determinam diferentes rendimentos
de alginato, e guando a glicose foi trocada por sacarose O
crescimento e a produg3o de alginato foram reduzidos.

Mian e col. (1978) estudaram a produg3o de
polissacarideos de Pseudomonas aeruginosa em meio de cultura com
limita¢io de carbono e nitrogénio em processos fermentativos em
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batelada e continuo, utilizando diferentes meios de fermentag¢3o,
temperatura de 30 °c, pH 7,0 e a concentrag3c de oxigénio
aproximadamente 20%Z da saturagio. Nos processos fermentativos em
batelada a taxa maxima de sintese de exopolissacarideo ocorreu
durante a fase de crescimento exponencial. 0O rendimento maximo de
convers3io de substrato a exopolissacaridec foi de 484. Em
fermentag3o continua o rendimento maximo foi obtido quando a
concentracXZo de nitrogénio foi 1limitada. A maior produg3o de
exopolissacarideo foi de 11,3 g/1, partindo—se de uma solu¢3ao 2%

(p/v) de substrato.

2.5.3. APLICAGCES

As aplica¢B®es do alginato microbiano s3o usualmente as
mesmas do alginato extraido de algas, as quais incluem entre
putras ©o uso como estabilizador de emulsdes, agente de
gelatinizag3o, espessante, estabilizador de espuma e agente de

suspensio (Sandford, 1982).

2.5.4. TOXICOLOGIA

Dados nutricionais e toxicplégicos n3o foram até agora
avaliados. O alginato microbianoc ¢ bastante semelhante ao alginato
produzido por algas que ¢ utilizado em muitos alimentos, e pode
vir a ser utilizado como uma nova biogoma nos estudos de

alimentag3o animal (Sandford, 1982).



2.6. PSEUDOMONAS QUE PRODUZEM OUTROS TIPOS DE POLISSACARIDEOS

Williams e Wimpenny (1977) estudaram a produg3io de
exopolissacarideos de Pseudomonas NCIB 11264, em um processo de
fermentacio em batelada com limitag3o de nitrogénio, excesso de
carbono e pH acima de 6,0. Os pesquisadores realizaram
experimentos com uma variedade de substratos e os resul tados
demonstraram que a composi¢3o do exopolissacarideo nZo depende da
fonte de carbono, que a sua produgZo foi iniciada durante a fase
de crescimento exponencial, sendo maxima apds o término desta
fase. O rendimento na convers3o de glicose em exopolissacarideo
foi de 30%Z A produ¢3c maxima de exopolissacarideo esta na faixa de
5-6 g/l1, partindo—-se de um meio de fermentagZo com 2% {(p/v) de
glicose.

Foram também estudadas por Williams e Wimpenny (1978) as
condi¢Bes de produgio de exopolissacarideo de Pseudomonas NCIB
11264 num processo de fermentag3o continua. Os resultados obtidos
foram melhores, levando-se em considerag3Zo o rendimento de
produgcXo de exopolissacarideo, comparativamente ao experimento em
batelada. 0Os resultados demonstraram que a produgio de
exopolissacarideo foi influénciada pela composig¢3o do meio, sendo
que a produgZo ¢ maxima sob limitag3o de nitrogénio e excesso de
carbono a temperatura de 30 fs1°Cc e pH 7,0 * 0O,1. A produg3io de
polissacarideos nZo foi alterada quando houve limitag3o de
fosfato, mas depende da taxa de diluig¢Zo. O processo foi mantido
em estado estacionArio por mais de 3500 horas, para obsevar—-se a
deteriora¢3o da cultura ou desenvolvimento de mutantes, sendo que
as alterag¢®es foram pouco significativas. A eficiéncia de
convers3o de glicose, utilizada no processo fermentativo foi de
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70-73%.

Williams e col. (1979) estudaram a composi¢io e
propriedades reoldgicas do exopolissacarideo sintetizado pela
Pseudomonas NCIB 11264. 0O polimero possui comportamento reoldgico
pseudoplastico e n3o apresenta caracteristicas tixotrépicas,
formando géis na presenga de alguns cations trivalentes. UOs
exopolissacarideos s3o compostos de glicose e galactose na razao
molar de 7,45 * 0,68 :1, piruvato (5-9%Z) e acetato (3-4%1). Algumas
propriedades fisicas do exopolissacarideo s3o semelhanﬁes as da
xantana.

Manresa e col. (1987) estudaram a influéncia de
diferentes fontes de carbono, da temperatura e da concentrag3o de
fosfato na producio de um polissacarideoc de Pseudomonas sp G5P
9210. Uma boa produgZo de polissacarideo ocorreua em  um meio
contendo 2% (p/v) de sacarose, alta concentrag3o de fosfato (80
mM/1) e 0,5 g/l de nitrogénio. 0O exopolissacarideo obtido
apresentou valores de viscosidade maiores em solugdes aquosas
diluidas do que a xantana, ¢ estavel a diferentes temperaturas,
nas faixas de pH de 2-12 e na presenga de sais monovalentes. Na
presenga de CaClz (0,5% p/v) forma um gel firme na faixa de pH de
3 a 5, onde a produgio foi de 6,16 g/1 partindo—se de uma solugdo
de 2% de sacarose. A proporg3io relativa de carboidratos no
polimero foi: &cido glucorénico 8,84, glicose 27.08%, galactose
546,8% e grupos O-acetil 6,32%.

Congregado e col. {19835) estudaram a produg3o de
exopolissacarideo de Pseudomonas sp ESP-3028, em meios de cultura
com altas razdSes C/N, em uma faixa de pH de 6-8 a 25°C. Foram
utilizadas vaArias fontes de carbono, sendoc que em meio Com
galactose houve o maior rendimento, 7,465 g/l de exopolissacarideo
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partindo—-se de uma solug¢3o de 2% (p/v). Outras fontes de carbono,
glicose, sacarose e lactose empregadas na mesma concentrag3o
apresentaram rendimentos de 7,0, 6,9, e 6,3 g/1 respectivamente. 0
peclimero formado constitui-se de glicose, galactose e acido
urdénico na razio molar aproximada de 3:2:5, sua composig3o n3o foi
influenciada pela fonte de carbono e sua viscosidade em solug3o
aquosa com 1% do polimero foi de 1600 cP.

Marqués e col. (1985) estudaram a produgio e as
propriedades reolégicas de um exopolissacarideo sintetizado por
Pseudomonas sp ESP—-5028 em fermentag3o em batelada. A produgzo de
exopolissacarideo dependeu da concentrag3o de fosfato e foi maxima

na temperatura de 28 °

€C e pH 7,0 (controlado durante a
fermenta¢Zo com adigio de KOH) . o polimero obtido tem
comportamento reolégico pseudoplastico e boa termoestabilidade,
foi pouco afetado pelo pH e por altas concentra¢gdes de sais,
possui excelente estabilidade e sua viscosidade foi de 1.700 cP em
solug3o aquosa com 1%Z de polissacarideo. A produg¢io de
polissacarideo foi de ? g/1 partindo—se de uma solugZo de 2% (p/v)
de substrato.

Christensen e col. (1985) determinaram as caracteristicas
quimicas e fisicas de dois exopolissacarideos produzidos por
Pseudomonas sp NCMB 2021, em um processo de fermentag3o em
batelada. Um exopolissacarideo foi produzido na fase estacionaria
e apds a fase exponencial, em solugio aquosa apresenta baixa
viscosidade. 0 outro exopolissacarideo foi produzido somente
durante a fase exponencial, sendo composto de glicose, galactose,
Acido glucordénico e 4cido galacturdnico na raz3o molar de
1,00:0,81:0,42:0,32 respectivamente, apresentando em solug3o
aquosa alta viscosidade . Este polimeroc em altas concentragdes
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forma géis, sendo precipitado com alguns cations monovalentes.

Read e Costerton (1987) purificaram e caracterizaram
expolissacarideos produzidos por Pseudomonas putida e Pseudomonas
fluorescens. Neste estudo determinaram a composi¢io quimica e
biosintese dos polimeros. Os exopolissacarideos s3o sintetizados
durante todas as fases de crescimento. O exopolissacarideo
sintetizado pela P. putida & composto de glicose, galactose e
piruvato na raz3do molar de 1:1:1; 3ja o sintetizado pela P.
fluorescens possui a mesma composig3o mas a razio molar de seus
constituintes foi de 1:1:0,5. Quando o crescimento foi limitado
pela retirada da fonte de carbono, a produg3o de exopolissacarideo
cessou, j& quando foi 1limitada pela retirada de nitrogénio a
producio de exopolissacarideo continuou por algum tempo.

Kang e col. (17982) estudaram o polissacarideo
extracelular produzido por uma nova espécie de Pseudomonas, que
apés 3 dias de incubag3o produziu uma grande quantia do polimero
linear cuja composi¢3o quimica foi de: 467 de glicose, 30% de
ramnose, 21% de Acidos urdnicos e 3% de grupos O-acetil. O
polissacarideo P5-460 produziu um gel firme, quebradigo e claro.
Exibiu excelentes caracteristicas frente 3 temperatura, n3o foi
afetado por uma série de enzimas e € uma boa alternativa como
agente de gelatinizag3o.

Jansson e Sutherland (1983) estudaram a estrutura do
polissacarideo "gellan gum” elaboradoc por Pseudomonas elodea,
concluindo que ¢ constituido de unidades de tetrassacarideos, dos
quais 25% possuem grupos O-acetil.

Miles e col. (1984) investigaram a estrutura fisica e
quimica do polissacarideo "gellan gum” sintetizado por Pseudomonras
elodea, em solugiZo na forma de gel. Determinaram gue as

25



propriedades mecinicas dos geéis dependem da natureza e
concentra¢3o dos cations e do grau de acetilag¢3o do polimero, que
os grupos acetil inibem a cristaliza¢io de determinadas regides na
cadeia e ¢ possivel que isto explique a dramatica mudanga induzida
nas propriedades dos polimeros n3o acetilados. Determinaram também

que a estrutura secundaria ¢ preservada em solug3o aquosa.
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3.1.

3. MATERIAIS E METODOS

EQUIPAMENTOS UTILIZADOS.

Mesa Rotatéria Psycrotherm marca NEW BRUNSWICK
Centrifuga Refrigerada marca INCIBRAS modeloc SPIN IV
Banho Maria marca FANEN modelo 145

Camara de Fluxo Laminar marca VECO modelo FL2093
Balanga Analitica marca SARTORIUS

Balanga Semi—analitica marca MARTE modelo AM 2500
Estufa a Vacuo marca FANEN modelo 099/A-1

pHmetro marca METROHN HERISAU modelo E 516
Autoclave marca FABBE-FRIMAR modelo 103
Espectrofotémetro U.V/Vis. marca MICRONAL mod. B382
Crondmetro Digital marca CASIO

Fermentador de 1 litro marca FERMENTATION DESIGN

3.2. REAGENTES

Peptona marca DIFCO

Glicerina P.A. marca MERCK

Cloreto de magnésio hexa-hidratado P.A. marca MERCK
Sulfato de potassio F.A. marca MERCK

Gluconato de sdédio marca GRUFO QUIMICA

Sacarose marca ECIBRA

Glicose marca ECIEBRA
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Lactose marca ECIBRA

Triptose marca DIFCO

KH2P0O« P.A. marca BAKER ANALYZED

MgS0Oe . 7H20 P.A marca BAKER ANALYZED
Sulfato de manganés marca ECIBRA
Sulfato de ferro P.A. marca BAKER ANALYZED
Cloreto de cAlcio P.A. marca BAKER ANALYZED
Naz2HF0Os P.A. marca BAKER ANALYZED

Ac. Citrico marca ECIBRA

Ext. Levedura marca DIFCO

MNnS0Oe . 4H20 P.A. marca BAKER ANALYZED
ZnS0s+ . 7H20 P.A. marca BAKER ANALYZED
CoS0e . 7H20 P.A. marca BAKER ANALYZED
CuS04 . SH20 P.A. marca BAKER ANALYZED
HaBOs F.A. marca ECIBRA

FeSOe . 7H20 P.A. marca BAKER ANALYZED
Carbenicilina marca PFEIZER
3—galactose marca MAXILAT

Glicose Enz-Color marca BIO DIAGNGSSTICA
Invertase marca MILES

H2504 FP.A. marca MERCK

Fenocl P.A. marca MERCK

Alcool etilico P.A. marca MERCK
Agar—Agar marca BIOBRAS

Cloreto de sédioc FP.A. marca ECIERA

EDTA marca VETEC

Alginato de sédio tipo VII marca SIGMA
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3.3. MICRURGANISMU

A Pseudomonas mendocina FTPT 0597, cedida pela Fundag3o
Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello, foi utilizada

para se obterem mutantes produtores de polissacarideo.

3.3.1. MEIO PARA ISOLAMENTO.

0 meio utilizado para o isolamento de microrganismo foi

o mesmo utilizado por Govan e col. (1981). A composi¢c3io do mesmo

segue abaixo:

MEIO A.
FPeptona 20 g/1
Glicerina 20 ml/1
MgCla . 6H20 30 g/1
K2504 10 g/1

0O pH foi ajustado a 7,0 e suplementado com 2% de agar

quando utilizado em placas de FPetri.

%.3.2. ISOLAMENTO DE MUTANTES RESISTENTES A ANTIBIGTICO

& cultura foi reativada a partir do tubo inclinado,
inoculando—a em tubo de ensaio contendo meio A e agitada em shaker
A 150 rpm por 12 horas a 30°C. Para proceder o isoclamento dos
mutantes de Pseudomonas mendocina, o antibidtico carbenicilina foi
pesado e dissolvido em Aagua destilada previamente esterilizada
{Govan e col., 1981).

As células em fase de crescimento exponencial foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo meio A e diferentes
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concentragoes ae antlDloTlco que variliardm iia 1dixdad ue avwe a PRIV
pug/ml, incubadas sob agitag3o em shaker a 150 rpm por 24 horas a
30°C. Os microrganismos que resistiram a mais alta concentragio de
antibiético foram repicados em placa de Petri com o meio de
cultura A sem antibiético. As placas de Petri foram incubadas por
um periodo de 72 horas a 30°C e as coldnias mucdides produtoras de
polissacarideo, puderam ser entdo facilmente reconhecidas pela sua
aparéncia lustrosa. Estas célonias foram separadas e inoculadas em
tubos de ensaio contendo meio A e incubadas nas mesmas condigSes.
A partir destas células, pela técnica de esgotamento, isolaram-se
mutantes produtores de polissacarideos, que foram inoculados em
tubos com meio B, inclinados, incubados a z0°C por 24 a 36 horas e

apés mantidos em geladeira (Neder, 1968).

3.4. METODOLOGIA DE FERMENTAGZES

3.4.1. MEIO DE MANUTENGAO

0 meio para manuteng¢io e para reativag¢3o do microrganismo

foi o mesmo utilizado por Manresa e col. (1988). A composig3o

segue abaixo:

MEIO B
Sacarose 20,0 g/1
Triptose 2,0 g/l
KH2FP O« 2,0 g/1
MgS0e . 7H20 2,7 g/1
MnS04 10 mg/s1
FeS0Oe 10 mg/1

CaClz 10 mg/1
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0 pH foi ajustado a 7,0 e o meio foi suplementado com 2%

de agar quando utilizado em tubos inclinados.

3.4.2. MEIO DE FERMENTAGZO

0 meio usado para otimizar o processo fermentativo foi
também utilizado nos ensaios preliminares e estia descrito abaixo.
A adi¢3o de nitrogénio foi feita na forma de (NH4)250¢ e sua
concentrag¢Xo variou de 260 a 1610 mg/l. A glicose foi esterilizada
separadamente e sua concentrag3o no meio de cultura foi igual a 20
g/l1. O meio foi similar ao utilizado por Jayasuriya (1955) e

Hacking e col. (1983).

MEID C.

KH2P0O+ 2,72 g/1
NazHFO4 11,36 g/1
MgClz . 6H20 0,3 g/1
Ac. Citrico 0,8 g/1
cCaClz 0,3 g/1
Ext. Levedura 0,08 g/1
MnS04 . 4H20 1,1 mg/1
InS0«4 . 7H20 0,20 mg/l
CoS04 . 7H20 0,28 mg/1
CuS0s . SH=20 0,25 mg/1l
HaEBOa 0,06 mg/l
FeS0s4 . 7H20 3,6 mg/1

3.4.3. PRE-FERMENTAGAO

Os processos de pré—fermentag3o foram realizados
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utilizando—-se o meio C em tubos de ensaio e Erlenmeyrs de 200 ml
agitados em shaker a 150-180 rpm por 12 - 15 horas a uma
temperatura de z0°C. 0 preparo de cada indéculo foi feito nas

diferentes formas descritas abaixo.

3.4.3.1. INCCULO 1

A partir do tubo com meio A inclinado, a cultura foi
passada a outro tubo contendo meio B. Os tubos de ensaio foram
agitados em shaker a 130 rpm por 12 horas a 30°C, sendo este

indculo utilizado nos experimentos em Erlenmeyers.

3.4.3.2. INOCULO 2

Nos experimentos realizados em fermentadores de bancada o
procedimento foi semelhante ao anterior. A pré—fermentagdo, (8% do
volume da fermentac3p) aproximadamente 50 ml, foi realizada em
Erlenmeyers de 250 ml, agitados em shaker a 150 rpm por 135 horas a

30°C.

3.4.4. FERMENTAGAO

0O processo fermentativo foi realizado em Erlenmeyers

{fase inicial) e em fermentadores de bancada de 1 litro.
Z.4.4.1. FERMENTAGCAO EM ERLENMEYERS.
Nas experiéncias iniciais foi utilizado o meio de cultura

C variando—-se a fonte de carbono (Glicose, gluconato de sd&dio,
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sacarose, lactose) e sua concentragio. Apds inoculag¢do os
Erlenmeyers foram agitados em shaker a 150-180 rpm por 24 horas a

30°C.

3.4.4.2. FERMENTAGAO EM FERMENTADORES DE BANCADA

0 meio C€C foi utilizado em todos os processos
fermentativos realizados nos fermentadores de bancada.

0 meio de cultura foi esterilizado em autoclave no
conjunto do fermentador de bancada, por 13 minutos a 121%. o0
tempo de fermentag¢Zoc foi de 24 horas para o primeiro conjunto de
experimentos e de 15 horas para o segundo. 0O volume ocupado no
fermentador de bancada foi de 640 ml. A temperatura de 30°C foi
mantida constante por um banho de 4gua termostatizado. Foram
utilizados mini-compressores de aquario para gerar ar comprimido,
cuja vazio foi controlada por rotametros. Para homogeneizar o meio

foi utilizada agita¢io com agitadores magnéticos.

3.5. ANALISES EFETUADAS

3.5.1. DETERMINAGCAOD DA CONCENTRAGAD DE SUBSTRATO

3.5.1.1. SEPARAGAD DAS CELULAS

Az amostras de caldo fermentado foram centrifugadas em
centrifuga refrigerada de 6000-12000 rpm por 15-40 minutos. Fara
facilitar a separag¢3o das células, foram adicionados 2,0 ml de
NaCl SM e 2,0 ml de EDTA 0,5M a pH 7,0 para 100 ml do meio de
cultura conforme Hacking e Col. (1983). 0O sobrenadante foi
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separado para determinag3o da concentragio de substrato e produto
e o centrifugado foi separado para determinag3o da concentragio

celular.

3.5.1.2. HIDROLISE ENZIMATICA DA LACTOSE

Uma aliquota do socbrenadante de cada amostra contendo
lactose foi submetida a hidrélise por agzo da enzima
i—galactosidase (5000 NLU) para liberag3o de glicose. Ao
sobrenadante (0,5 ml) foi adicionado 1,0 ml de tamp3o fosfato de
potassioc 0,5 M, pH 6,5 e 0,5 ml de solug¢3o de [3—galactosidase
diluida 1:10. A mistura foi levada em banho de agua a 37°C por 30
minutos (conforme sugere o manual técnico da 3-galactosidase) para
completar a rea¢3o de hidrélise. Esta glicose foi determinada e

convertida em termos de concentra¢io de lactose.

3.5.1.3. HIDROLISE ENZIMATICA DA SACAROSE

Uma aligquota do sobrenadante de cada amostra contendo
sacarose foi submetida A hidrélise por agZo da enzima invertase
para libera¢Zo da glicose. Ao sobrenadante (0,5 ml) foi adicionado
1,0 ml de tamp3o fosfato de potassio 0,5M , pH 5,2 e 0,53 ml de
solu¢3o de invertase diluida 1:10. A mistura foi levada a banho de
Agua a 50°C por 20 minutos para completar a reagio de hidrélise.
Esta glicose foi determinada e convertida em termos de

concentragio de sacarose.



3.5.1.4. DETERMINAGCAO DE GLICOSE

A determinac¢Zo da concentra¢3oco de glicose (Dahlqvist,
1964) foi feita conforme procedimento do manual técnico do
reagente Glicose Enz—-color. A 2,5 ml de uma solugdo de glicose
enz-color, foi adicionado 0,01 ml da amostra do caldo contendo
glicose e levada para um banho de agua a 37°C por 20 minutos. Apds
a formacio de uma colora¢3o rosa, a absorbancia da solug3do foi
medida em espectrofotémetro em comprimento de onda de 3510 nm. A
leitura foi comparada com a de uma solugZo padr3oc de glicose
(0,1%4) e os calculos de coﬁcentraqﬁes foram feitos da seguinte

formas

_Abs(amostra)

Concentragio de glicose (9/1)_gbs(padr30)

3.5.2. DETERMINAGAD DA CONCENTRAGAO DE POLISSACARIDEO

A uma aliquota de sobrenadante (0.1 ml) obtido apdés a
centrifugagio de cada amostra do meio de cultura, foram
adicionados 3 volumes de etanol para precipitar o polissacarideo,
conforme descrito por Govan e col. (1921).

Para determinag¢3o do polissacarideo foi feita uma
adaptagiZo ao método de fenol-sulfdrico descrito por Martelli e
Panek (1968). 0O precipitado foi cuidadosamente lavado com etanol,
sendo posteriormente adicionados 1 ml de agua e 1 ml de soclug3oc de
fenol 5%. A mistura foram adicionados rapidamente 5 ml de H2504

concentrado e os tubos foram mantidos por 15 minutos a temperatura
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ambiente, sendo logo apds agitados. Adicionaram—-se 3 ml de agua e
os tubos foram mantidos A temperatura ambiente por 15 minutos. A
absorbancia da solug3o foi medida em espectrofotdémetro em
camprimento de onda de 490 nm. Para determinar a concentrag3o do
polissacarideo utilizou-se uma solu¢3o de concentrag3o conhecida

de alginato de sédio. A correlag3o obtida ¢ mostrada no anexo 1.

3.5.3. DETERMINAGAD DA CONCENTRAGAO CELULAR

A massa celular do meio centrifugado (item 3.5.1.1.) foi
ressuspensa em agua destilada, novamente centrifugada e seca em

estufa a vacuo a temperatura de 62°C ate peso constante.

3.5.4. DETERMINACAO DE pH

Foram realizadas em potencidmetro.

3.6. METODO ESTATISTICO PARA OTIMIZAGAD DA VAZAD DE AR E

CONCENTRAGAD DE NITROGENIO

0 delineamento experimental de metodologia de superficie
de resposta, descrito por Box e col. (1988) foi utilizado com a
finalidade de estudar o efeito de duas varidveis sobre o processo.
Estas variaveis sZo: (1) concentragio de nitrogénioc na forma de

(NH4)zSD¢ e (2) vaz3o de ar.



3.6.1. PRIMEIRO CONJUNTO DE EXPERIMENTOS

As variaAveis para o primeiro conjunto de experimentos
foram estudadas em 3 niveis, codificados como 1, 2 e 3 que s3o
mostrados abaixo. Cada nivel e representado por um ponto (X,Y),
onde "X" representa o nivel de concentrag3o de nitrogénio e "¥" o

nivel de vaz3io de ar.

VARIAVEL NIVEL
1 2 3
X — Conc. de (NH4)2504 (mg/1) 260 S60 860
Y — Vaz3o de ar (1/h) 1,5 2,5 3,3
Vazao de
ar (1/h)
3.9 7T b4 X
2,5 71 »
1.5 + ® %
1 ! I
260 560 860 (mg/1) (NH4)2504



3.6.2. SEGUNDO CONJUNTO DE EXPERIMENTAS

VARIAVEL

X — Conc. de (NH4)2504 (mg/1)

¥ — VYVaz3o de ar (1/h)

Vazdo de
ar (1/7h)

4,0

3.0

As variAveis para o segundo conjunto de experimentos s3o
estudadas em 5 niveis niveis que s3o mostrados abaixo:
NIVEL
1 2 3 4 S5
710 860 1160 1460 1610
1,0 1,5 2,5 3,5 4,0
+ X
-+ ® X
+ X ® X
+ ® x
%
) ! 1 ] ]
710 860 1160 1460 1610 (mg/1) (NH4)}2504

Os niveis (2,2) e (2,4) s3o coincidentes com o0S

(3,1) e (3,3) do primeiro conjunto de experimentos.

niveis



4., RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MICRORGANISMO

4.1.1. SELEGAD POR RESISTENCIA A ANTIBIOTICO

A partir da Pseudomonas mendocina FTPT 0597, usando-se o
antibiético carbenicilina foram isoladas duas cepas mutantes
produtoras de polissacarideo.

A tabela = mostra os resultados obtidos no isoclamento dos

microrganismos resistentes ao antibidtico.

TARELA 3: Selec¢Xo de mutantes de Pseudomonas mendocina FTPT 0597

resistentes a Carbenicilina

[Antibiético]l Sol. estoque' Meio 2A°  Hz0 Cresc.’

Hg/ml (ml)} {ml) {ml)
o* 0,0 1,0 1,0 -

100 0,05 1,0 0,95 +
200 0,1 1,0 0,9 +
500 0,25 1,0 0,75 +
1000 0,5 1,0 0,30 -
2000 1,0 1,0 0,0 -

:Solucﬁo estoque = 4000 pg/ml carbenicilina

Meio 2ZA = Meio A concentrado duas vezes

iCrescimento = + apresentou / — n3o apresentou

Tubo controle

oy
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A cultura do tubo contendo 500 pg/ml de antibidtico foi
inoculada em placas de Petri. Em duas destas placas foram
detectadas coldnias, uma em cada placa, apresentando cor amarelada
e um aspecto lustroso caracteristico de cepas mucdides.

Estas duas culturas isocladas a partir do crescimento em
tubo com 500 ug/ml de antibidtico foram tratadas conforme descrito
no item 3.3.2..

Os mutantes obtidos est3Xc depositados na Coleg3o de
Culturas Tropical sob os seguintes numeros:

e CCT 2244: — Pseudomonas mendocina MO2
® CCT 2245: - Pseudomonas mendocina M13
Hacking e col. (1983) também isolaram duas cepas mutantes

(muc 18 e C7), resistentes ao antibidético carbenicilina.

4.2. FERMENTAGAQ

4.2.1. ENSAIOS EM ERLENMEYERS

Foram realizados uma série de experimentos em
Erlenmevyers, para a escolha de um dos microrganismos

selecionados, o substrato a ser utilizado e sua concentragio.

4.2.1.1. EFEITO DO TIPO DE SUBSTRATO

Neste conjunto de experimentos iniciais foi observada a
capacidade de consumo de substrato (glicose, sacarose, gluconato

de sédio comercial e lactose) dos mutantes MO2 e M13 e da cepa
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selvagem.

0 meio C foi utilizado nestes experimentos com uma
concentrac3o de 1,30 g/1 de (NH4)2504 e tamponado com fosfato
(KHz2PO« 1,36 g/1 e NazHPOs 5,68 g/1). Todos os ensaios (tabelas 4
a 7) foram realizados conforme descrito no item 3.4.4.1..

A tabela 4 mostra os dados referentes a fermentag3o tendo
como substrato a glicose e os resultados sXo médias de analises

feitas em duplicata.

TABELA 4: AvaliagXo da fermentag3oc de glicose em Erlenmeyers por

P. mendocina FTPT 0597 e seus mutantes M0O2 e M13.

pH (Xx) [srl (x) AS(Z)
Cepa selvagem 6,73 39,29 9,70
Mutante MOZ2 F.35 29,93 31,20
Mutante M13 3,50 18,19 58,20

X valores apés 24 horas de fermentag3o.

AS (%) = [(So — Sf) / Sol ¥ 100 » variag3o percentual de consumo
So = concentra¢3o inicial de glicose = 43,533 g/1

St = concentragfo final de glicose (g/1)

pH inicial = 6,8

Foi possivel observar que a cepa selvagem n3o possui uma
boa capacidade para metabolizar glicose, consumindo menos de 10%Z
do substrato; j4& os mutantes MO2 e M13 apresentaram um razoavel

consumo de substrato, associado a uma gqueda acentuada do pH, o que
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causou a 1inibig¢3o do crescimento e dificultou a sintese do
polissacarideo. 0O meio de cultura dos mutantes MO02 e M13
apresentou—se mais viscoso em compara¢io ao da cepa selvagem.

A tabela S mostra os dados referentes A fermenta¢3o tendo
como substrato a sacarose e os resultados s3o médias de analises

em duplicata.

TABELA 5: Avaliag3o da fermentag3o de sacarose em Erlenmeyers por

P. mendocina FTPT 0527 £ seus mutantes MO2 e M13.

pH (%) [Sf]1 (%) AS(ZA)
Cepa selvagem b,7 38,15 17,80
Mutante MO2 5,158 14,83 68,10
Mutante M13 5,30 10,33 77,30

X valores apdés 24 horas de fermentag3o.

AS (L) = [(So0 — Sf) /7 Sf]1 ¥ 100 » variagio percentual de consumo
So = concentragfo inicial de sacarose = 46,42 g/l

Sf = concentragio final de sacarose (g/1)

pH inicial = 46,9

Foi possivel observar que a cepa selvagem n3o possui  uma
boa capacidade para metabolizar sacarose, consumindo menos de 20%Z
do substrato; j4 os mutantes MO2 e M13 apresentaram consumo
razoavel de substrato, sendo que o mutante M13 apresentou uma
menor queda de pH. Os meios de cultura dos mutantes MOZ e M13
apresentaram viscosidade maior quando comparados com a cepa

selvagem.
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A tabela &6 mostra os dados referentes a fermentagio tendo
como substrato a lactose e os resutados apresentados s3o a média

de anaAlises feitas em duplicata.

TABELA 6: Avaliac3o da fermentagio de lactose em Erlenmeyers por

P. mendocina FTPT 0397 e seus mutantes MOZ e M13.

pH (Xx) [Sf] (%) AS(Z)
Cepa selvagem 74,15 49,035 4,50
Mutante MO2 3,55 38,94 24,20
Mutante M13 6,80 45,70 11,10

X valores apés 24 horas de fermentag3o.

AS (%) = [(So — Sf) / Sf] ¥ 100 » variag3io percentual de consumo
So = concentrag3o inicial de lactose = 51,39 g/l

Sf = concentragXZo final de lactose (g/1)

pH inicial = 6,9

Foi possivel observar que a cepa selvagem n3o possul  uma
boa capacidade para metabolizar lactose, consumindo menos de 5% do
substrato; j&4 o mutante M0Z apresentou um maior consumo de
substrato, associado a uma queda maior do pH quando comparado com
o mutante M13, que tem uma menor capacidade de metabolizar
lactose. 0Os meios de cultura n3o apresentaram aumento de

viscosidade, gquando comparados entre si.

A tabela 7 mostra os dados referentes A fermentag3o tendo

como substrato o gluconato de sédio comercial.



TABELA 7: Avaliagio da fermentag¢3io de gluconato em Erlenmeyers por

P. mendocirna FTPT 0597 e seus mutantes MO2 e M13.

pH (final)

Cepa selvagem 7 5 60
Mutante MOZ2Z 7 4,65
Mutante M13 8,05

pH inicial = 6,8

Foi possivel observar gque os mutantes MO2 e M13
apresentaram crescimento, observado pela turvag3o do meio. No caso
dos mutantes MO2 e M13 houve um aumento da viscosidade do meio de
cultura quando comparado ao da cepa selvagem, 0O que indicou um
consumo maior de substrato; e para todas as culturas observou-se
um aumento no pH, o gue estid associado ao tipo de substrato
utilizado.

Os experimentos que utilizaram glicose, sacarose e
gluconato e os mutantes MOZ e M13 apresentaram meios viscosos no
final da fermentac¢Xo, comparativamente a cepa selvagem.

Comparando—-se as tabelas 4, 5 e 6, observa-se que a cepa
selvagem nio possui boa capacidade para metabolizar os substratos
utilizados, caracteristica esta observada por Hacking e col.
(1983) para o tipo selvagem de P. mendocina NCIB 10541. Os
mutantes MOZ2 e M13 tem melhor capacidade para metabolizar glicose,
sacarose e lactose, em ordem decrescente, estando associada a

queda de pH do meio. A tabela 4 mostra uma maior queda de pH e
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menor consumo de substrato para os mutantes MOZ e M1S  quanao
comparados com a tabela 5.

Os resultados obtidos indicaram que seria necessario
fazer—se um conjunto de experimentos utilizando—se uma
concentrag®o menor de substrato, em um meio mais fortemente
tamponado, devido a grande queda do pH durante a fermentag3do e a
dificuldade de separar as células por centrifugacg3o.

A cepa selvagem foi descartada e os ensaios posteriores
(tabelas 8 a 10) foram realizados somente com os mutantes em meio
C, com uma concentragio de 0,34 g/1 de {NH4)2504, tamponado com
fosfato (KH2PO« 2,72 g/1 NazHPOs4 11,36 g/1) em Erlenmeyers
conforme descrito no item 3.4.4.1.

A tabela 8 mostra os resultados médios das analises
feitas em duplicata do experimento realizado com glicose como

fonte de carbono.

TABELA 8: Avaliac®o da fermenta¢3o de glicose em Erlenmeyers pelos

mutantes MOZ e M13 de P. mendocina FTPT 03597.

pH(X) C.CI(¥) [Sfl(%) AS(%)
Cepa MOZ2 3,75 1,1 0,23 99,00
Cepa M13 6,05 ND 0,24 99,00
1 — Concentrag3o celular aproximada (g/1).
ND - NZo determinado
X — Valores apdés 24 horas de fermenta¢3o.
AS (%) = [(So — Sf) / Sf] ¥ 100 » variag3o percentual de consumo
S0 = concentragio inicial de glicose = 22.97 g/l
Sf = concentragio final de glicose (g/l1)

pH inicial = 7,0



Como pode ser observado, com relag3o ao primeiro
experimento, cujos resultados s3o apresentados na tabela 4, os
mutantes apresentaram um sensivel acréssimo no consumo de
substrato e devido ao tamponamento mais forte do meio houve um
menor decréssimo do pH, no caso do mutante M13 o pH manteve-se
numa faixa bastante estreita. N3Io foi possivel separar de forma
eficaz as células do meio de fermentag3o para o mutante M13 nas
condic®es descritas no item 3.5.1.1., devido a alta viscosidade do
meio fermentado.

A tabela 9 mostra a média dos resultados das analises
feitas em duplicata do experimento realizado com sacarose como

fonte de carbono.

TABELA 9: Avalia¢3o da fermentag3o de sacarose em Erlenmeyers

pelos mutantes MO2 e M13 de P. mendocina FTPT 0597.

pH(X)  C.CI(x) [SfI(X) AS(%)
Mutante MOZ2 5,65 1,3 6,49 72,90
Mutante M13 6,25 ND 4 .24 82,30
1+ — Concentrac®o celular aproximada ( g/1 )
ND — NZo determinado
X - Valores apdés 24 horas de fermentagZo.
AS (%) = [(So — Sf) 7 Sf]1 % 100 » variag3o percentual de consumo
So = concentragX¥o inicial de sacarose = 23,90 g/l
Sf = concentragZo final de sacarose (g/1)
pH inicial = 7,0
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Como pode ser observado, com relag3o ao primeiro
experimento cujos resultados s3oc apresentados na tabela 5, os
mutantes apresentam uma pequena diferen¢a no consumo de substrato
e um menor decréssimo do pH, no caso da mutante M13 o pH teve
menor variac3o. N3Zo foi possivel separar de forma eficaz as
células do meio de fermentag3o para o mutante M13, nas condigdes
descritas no item 3.5.1.1., devido a alta viscosidade do meio.

A tabela 10 mostra os resultados médios das analises

feitas em duplicata do experimento realizado com lactose como

fonte de carbono.

TABELA 10: Avalia¢XZo da fermentag¢3io de lactose em Erlenmeyers

pelos mutantes MO2Z e M13 de P. mendocina FTPT 0597.

pH(x) c.ci(x) [STI1(X) AS(%)
Mutante MO2 6,80 0,5 16,16 24,10
Mutante M13X 7,20 0,2 12,93 8,30
1 — Concentra¢3o celular aproximada ( g/1 )
X — Valores apés 24 horas de fermentag3o.
AS (%) = [(So0 — Sf) /7 Sf] ¥ 100 » variag3o percentual de consumo
So = concentracfo inicial de lactose = 21,30 g/1
Sf = concentragio final de lactose (g/1)

pH inicial = 7,0

Como pode ser observado, com relag3o ao experimento cujos
resul tados s3o0 apresentados na tabela 6, os mutantes n3Io possuem
uma boa capacidade para metabolizar a lactose, as variagdes no

consumo de substrato foram pequenas 2 o pH nIo apresentou um
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decréssimo semelhante devido aoc tamponamento mais forte do meio.
Foi observado, nessa segunda série de experimentos, que
a glicose e a sacarose s3io os melhores substratos para o processo
fermentativo, uma vez que houve um maior consumo destes. Foi
observada também uma maior viscosidade (n3o medida) no final das
fermentagd®es, indicando que houve uma maior produgao de
polissacarideo, o© mutante M13 mostrou ser mais eficaz para
metabolizac3o destes agucares e o meio fermentado apresentou uma
viscosidade maior, o que dificultou a separagio das células, por
outro lado, o meio fermentado pelo mutante MOZ2 n3o apresentou
dificuldades para separar as cé¢lulas. Como consequéncia de ter
ocorrido um maior consumo de substrato e menor redug3co de pH,

optou—se por trabalhar com o mutante M13.

4.2.1.2. EFEITO DA CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO

Foram realizados experimentos com quatro diferentes
concentra¢des de substrato, utilizando o mutante M13 e como fonte
de carbono glicose e sacarose. 0 meio C com uma concentrag3io de
0,34 g/1 de (NH4)2504 foi tamponado com fosfato (KH2P0«4 2,72 g/l
NazHPO+ 11,36 g/1) e os experimentos foram realizados em
Erlenmeyers conforme descrito no item 3.4.4.1.

A tabela 11 mostra os resutados médios das analises
feitas em duplicata do experimento realizado em Erlenmeyer,

utilizando, a cepa mutante M13 e glicose como fonte de carbono.
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TABRELA 11: Fermentac3o de glicose em Erlenmeyers pelo mutante M13

de P. mendocina FTPT 03597.

[Solgs/1 [SFlg/1 AS(X) pH(final) [P1g/1 Yp/s
26,76 7,12 73,40 3,8 8,4 0,43
20,07 4,21 79,02 4,9 8,2 0,52
13,38 0,03 99,78 6,2 5,5 0,41

6,69 0,00 100,00 5,85 1,4 0,21

AS (%) = [(So — Sf) / Sf1 ¥ 100 » variag¢io percentual de consumo

So concentragio inicial de glicose

ST concentragio final de glicose

P = Concentra¢3io do produto

Yp,s = Taxa de bioconvers3o (produto/substrato)

pH inicial = 7,0

Como pode ser ocbservado, o©0s resultados indicam que o©
mutante M13 apresentou bons rendimentos de bioconvers3o de glicose
em polissacarideo, a na concentra¢3o inicial de &,67 g/l
apresentou o menor rendimento, o que pode estar associado a
degrada¢3o do produto por uma liase secretada no meio de cultura,
conforme observacSes de Hacking e col. (1983). O melhor rendimento
de biocconvers3o foi obtido para uma concentrag3do de 20,07 g/1 de
glicose.

A tabela 12 mostra os resultados médios das analises
feitas em duplicata do experimento realizado em Erlenmeyer

utilizando o mutante M13 e sacarose como fonte de carbono.
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TARELA 12: Fermentac®o de sacarose em Erlenmeyers pelo mutante M13

de P. mendoctina FTPT 0597.

[Solg/l [Srlg/l  AS(%) pH(final) [(Plgs1 Yp/s
29,93 11,71 60,88 4,25 7,16 0,40
22,45 4,66 79,24 5,83 5,72 0,32
14,96 0,09 99,40 6,05 3,02 0,29
7.48 0,00 100,00 5,55 1,40 0,19

AS (%) = [(So0 — 6f) /7 Sf]1 ¥ 100 » variag¢io percentual de consumo

So = concentrag¢3o inicial de sacarose

Sf = concentraglo final de sacarose

P = concentragfc de produto

Yp-s = taxa de bioconvers3oc (produto/substrato)

pH inicial = 7,0

Como pode ser observado, os resultados indicam que a cepa
M13 apresentou bons rendimentos de bioconvers3o de sacarose em
polissacarideo. Nas concentragdes iniciais de 7,48 e 14,96 g/1 o
microrganismo apresentou os menores rendimentos, o que pode estar
associado a degradagZo do produto por uma liase secretada no meio
de cultura. O melhor rendimento de bioconvers3o foi obtido para
uma concentrac¢3o de 29,93 g/1 de sacarose.

Tanto sacarose como glicose poderiam ser utilizados para
o estudo do processo fermentativo em fermentadores de bancada.
Pela facilidade de anaAlise e principalmente pela maior eficiéncia
na separag3c de células das amostras do meio fermentado, O
substrato escolhido para realizar os experimentos foi a glicose

numa concentrag3c de 20g/1.
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4.2.2. EXPERIMENTOS REALIZADOS EM FERMENTADORES DE BANCADA

A etapa de passagem do experimento para fermentadores de
bancada apresentou algumas dificuldades. A primeira delas foi de
suprir oxigénio ao microrganismo. Foram necessarias pequenas
vaz®des de ar da ordem de 1,0 a 4,0 litros por hora, pois acima
desta faixa havia a formacZo de uma grande quantidade de espuma, O
que fazia com que parte do meio de cultura saisse do fermentador
pela saida de gases, e nessas condic®es também o polissacarideo
n¥o era sintetizado, comprometendo desta forma o experimento.

Nos experimentos foram utilizados cerca de 63% do espago
atil do fermentador e as demais condi¢®es do experimento s3ao

descritas no item 3.4.4.2..

4.2.2.1. RESULTADDS REFERENTES A0 FRIMEIRO CONJUNTO DE

PONTOS.

0 delineamento dos experimentos realizados para este
conjunto de pontos ¢ detalhado no item 3.6.1.

Os resultados apresentados nas Figuras 1 a 5 mostram as
curvas de consumoc de substrato, concentrac3do de polissacarideo,
concentracXo celular e pH, referentes ao processo fermentativo
realizado pela cepa mutante M13 de P. mendocina FTPT 03597,
utilizando o meio C com glicose como fonte de carbona. A Figura 6
apresenta as taxas percentuais de bioconvers3o (Ypss X 100) para

os 5 pontos estudados nestes experimentos.
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Na figura 1, relativa aoc nivel (2,2) (360 mg/1 de
(NH«¢)2504 & 2,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentra¢¥o inicial de glicose foi de 20,62 e a final de 3,74
g/1,perfazendo um consumo de B1,B6% do substrato; o pH inicial foi
de 7,10 diminuindo até a 35,73 na 242 hora de fermentag3o; a
concentrac®o celular ficou estavel a partir da 152 hora de
fermentagio em 0,87 g/1 e a concentrag3o de polissacarideo na 242
hora foi de 6,29 g/1, tendo uma taxa de bioconves3o de 0,37.

Na figura 2, relativa aoc nivel (1,1) (260 mg/1 de
(NH«)2504 & 1,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentragXo média inicial de glicose foi de 20.1 e a final de
12,9 g/1, perfazendo um consumo de 36,04 do substrato; o pH
inicial foi de 7,10 e diminuiu a 6,34 na 242 hora de fermentagXoj;
a concentra¢io celular ficou estavel apartir da 155 hora de
fermentagio em 0,48 g/l e a concentrag¢3o de polissacarideo na 242
hora foi de 3,50 g/1, tendo uma taxa de bioconvers3o de 0,48.
Comparando estes resultados com os da figura 1, observa-se que a
baixa concentra¢3o de nitrogénioc associada com uma baixa vaz3o de
ar, certamente dificultou o consumo do substrato e o crescimento
da cultura, comprometendo a produg¢3c do biopolimero.

Na figura 3, relativa aoc nivel (1,3) (260 mg/1 de
(NH4)2504 e 3,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentra¢®o inicial de glicose foi de 20,1 e a final de 6,07 g/l,
perfazendo um consumo de 69,81% do substrato; o pH inicial foi de
7,10 e diminuiu a 4,41 na 242 hora de fermentag¥o; a concentragZo
celular na 242 hora de fermentag3c foi de 0,44 g/l e a
concentragio de polissacarideo na 242 hora foi de 2,56 g/1, tendo
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uma taxa de bioconves3Zo de 0,18B. A queda mais acentuada do pH,
associada a uma baixa taxa de biosintese sugere que o
microrganismo sob estas condig¢gles tenha dificuldades para
sintetizar o polissacarideo, ¢ ao mesmo tempo faz com que O
crescimento celular seja menor que aquele obtido nos experimentos
da figura 1.

Na figura 4, relativa ao nivel (3,1) (860 mg/1 de
(NH4)2504 & 1,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentra¢®o inicial de glicose foi de 20,17 e a final de 1,90
g/1l, perfazendo um consumo de 90,50% do substrato: o pH inicial
foi de 7,10 e diminuiu a 5,77 na 242 hora de fermentag3o; a
concentrag3o celular foi de 0,96 g/1 na 242 hora de fermentag3o e
a concentrac3o de polissacarideo atingiu um maximo de 4,10 g/1 na
152 hora, diminuindo para 4,00 g/l na 242 hora de fermentag3o,
tendo uma taxa de bioconvers3o de 0,43 e 0,22 em 13 e 24 horas
respectivamente.

Na figura 5, relativa ao nivel (3,3) (860 mg/1 de
{NH4)2504 & 3,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentrac®o inicial de glicose foi de 20,17 g/l e a final de 1,90
g/1, perfazendo um consumo de 90,50% do substrato; o pH inicial
foi de 7,10 e diminuiu a 3,32 na 242 hora de fermentagZo; a
concentra¢io celular foi de 1,36 g/1 na 242 hora de fermentagZo e
a concentracio de polissacarideo atingiu um maximo de 7,20 g/1 na
15° hora, diminuindo para 35,73 g/1 na 242 hora de fermentag3o
tendo uma taxa de bioconvers3o de 0,42 e 0,28 em 15 e 24 horas
respectivamente, comportamento este observada também nos tempos
equivalentes da figura 3.

Na figura &, comparam—se as taxas percentuais de
bioconversXo (Ye/s x 100), dos experimentos mostrados nas figuras
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1 a 5. Pode-se observar que o nivel (1,1) mostrado na figura 2
apresenta para um tempo de 24 horas uma boa taxa de bioconvers3o,
associado a um baixo consumo de substrato, nZo possuindo portanto
as condi¢Bes ideais para a obteng3o do produto. 0O nivel (1,3)
mostrado na figura 3, apresenta uma taxa de bioconvers3io mais
baixa que no nivel (1,1), associada a uma gqueda acentuada do pH e

pouca formag3Zo de produto, n3¥o possuindo também boas condi¢des de

3

biosintese. Em contrapartida os niveis (2,2), (3,1) e (3

2

5 3)
mostrados respectivamente nas figuras 1, 4 e 5, possuem boas taxas
de bioconvers3oc em tempos menores de fermentagdo e apresentam
também um bom consumo de substrato, sendo que no nivel (3,3)
observa-se um consumo total do substrato em 24 horas de
fermentagio. A cepa mutante sob estas condi¢®es tem boas taxas de
bioconvers3o e consumo de substrato, pode—se também observar que a
produg®o do biopolimero n3o esta associada ao crescimento celular,
ocorrendo durante a fase exponencial e estacionaria, concordando
com as observac®es de Senga e col. (1989), gue obtiveram uma taxa
de bioconvers3o igual a 0,4 gquando utilizaram 50 g/l de glicose em
fermentagZo em batelada e cepa mucoide Ul de Pseudomonas
mendocina.

A degradagio do biopolimero, observada com mais evidéncia
nas figuras 4 e 35, esta associada a presenga de uma liase
secretada pelo mutante, conforme observagc3Zo de Hacking e Col.
(1983).

A partir destes experimentos, verificou—se que é possivel
reduzir o tempo de fermentagdo para 15 horas e aumentar a
concentra¢so de nitrogénio, com O objetivo de aumentar a produg3o

do polissacarideo.



4.,2.2.2. RESULTADOS DO SEGUNDO CONJUNTO DE PONTOS

0 delineamento dos experimentos realizados para este
conjunto de pontos é detalhado no item 3.6.2.

Os resultados apresentados nas Figuras 7 a 13 mostram as
curvas de consumo de substrato, concentrag3c de polissacarideo,
concentragfo celular e pH, referentes ans processos fermentativos
realizados pelo mutante M13 de Pseudomonas mendocina FTPT 0597,
utilizando o meioc C descrito no item 3.4.2. e glicose como fonte

de carbono.
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Na figura 7, relativa ao nivel {(3.3) (1160 mg/1 de
(NH4)250¢ & 2,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentra¢Xo inicial de glicose foi de 20,07 e a final de 5,11
g/1, perfazendo um consumo de 74,54% do substrato:; o pH inicial
foi de 7,10 diminuindo até 5,77, a concentragio celular foi de
1,27 g/1 e a concentragao de polissacarideoc foi de 6,86 g/l,
apresentando uma taxa de bioconvers3o de 0,46 na 15% hora de
fermentagXo. A cepa mutante sob estas condigdes mostrou boaé taxas
de bioconvers3Io e consumo de substrato.

Na figura 8, relativa ao nivel (1,3) (710 mg/1 de
(NH4)2504 & 2,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentrag¥o inicial de glicose foi de 19,75 e a final de 4,53 g/1
perfazendo um consumo de 77,06% do substrato; o pH inicial foi de
7,10 e diminuindo até 5,81, a concentra¢fo celular foi de 1,07
g/l e a concentrag3do de polissacarideo foi de 6,26 qQ/l,
apresentando uma taxa de bioconversio de 0,41 na 152 hora de
%ermentagﬁo. As condigBés neste nivel s3%c semelhantes as dos
niveis da figura 7.

Na figura 9, relativa ao nivel (2,3) (1610 mg/1 de
{NH4)2504 e 2,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos forams: a
concentragio inicial de glicose foi de 20,22 e a final de 4,560 g/l
perfazendo um consumo de 77 «25% do substrato; o pH inicial foi de
7,10 diminuiundo até 5,82, a concentra¢io celular foi de 1,52 g/l
e a concentrac3o de polissacarideo foi de 5,06 g/1 apresentando
uma taxa de bioconvers3o de 0,32 na 152 hora de fermentagZo. A
cepa mutante sob estas condig¢Ses apresentou taxas de bioconversao

menores g2 um consumo de substrato semelhante aos das Figuras 7 e
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Na figura 10, relativa ao nivel (3,1) (1160 mg/1 de
(NH4)2504 e 1,0 1/h de ar), os resultados médios obtidas foram: a
concentracXo inicial de glicose de 19,82 e a final de 7,38 g/l
perfazendo um consumo de 62,76% do substrato; o pH inicial foi de
7,10 diminuindo até 5,763 a concentrag¢io celular foi de 0,94 g/l e
a concentragfo de polissacarideo foi de 5,07 g/1 apresentando uma
taxa de bioconvers3o de 0,41 na 152 hora de fermentag¢io. A cepa
mutante sob estas condic¢Bes mostrou boas taxas de bioconvers3io e
um menor consumo de substrato quando comparado com OS niveis
anteriores.

Na figura 11, relativa ao nivel (3,5) (1160 mg/1 de
(NH4)2504 e 4,0 1/h de ar), os resultadecs médios obtidos foram: a
ccncentragXo inicial de glicose foi de 20,18 e a final de 5,26 g/1
perfazendo um consumo de 73,93%Z do substrato; o pH inicial foi de
7,10 diminuindo até 5,775 a concentrac®o celular foi de 1,44 g/1 e
a concentracXo de polissacarideoc foi de 5,90 g/1 apresentando uma
taxa de bioconversZo de 0,39 na 152 hora de fermentagZo. A cepa
mutante sob estas condig¢des mostrou boas taxas de bioconversio e
consumo de substrato.

Na figura 12, relativa ao nivel {(4,.4) {1460 mg/1 de
(NH4)250¢ & 3,5 1/h de ar), os resultados meédios obtidos foram: a
concentra¢c¥o inicial de glicose foi de 19,75 e a final de 2,80 g/l
perfazendo um consumo de 85,57% do substrato: o pH inicial foi de
7,10 diminuindo até 5,623 a concentracio celular foi de 1,52 g/1
e a concentracfo de polissacarideo foi de 6,32 g/1 apresentando
uma taxa de bioconvers3o de 0,37 na 152 hora de fermentagzZo. A

cepa mutante sob estas condigdes mostrou boas taxas de
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bicconversao e apresenta o maior consumo de substrato
comparativamente aos nivels anteriores.

Na figura 13, relativa ao nivel (4,2) (1460 mg/1 de
(NH4)2504 & 1,5 1/h de ar), os resultados médios obtidos foram: a
concentrac¢3o inicial de glicose foi de 19,78 e a final de 4,93 g/1
perfazendo um consumo de 75,08% do substrato; o pH inicial foi de
7,10 diminuindo até 5,81; a concentrag3o celular foi de 1,26 g/1 e
a concentraci®o de polissacarideoc foi de 6,31 g/1 apresentandoc uma
taxa de bioconvers3o de 0,42 na 152 hora de fermentag3o. A cepa
mutante sob estas condi¢B®es apresenta caracteristicas semelhantes
ac nivel (4,4) mostrado na figura 12.

As taxas de bioconversXo obtidas por Sengha e col; (1989)
para o mutante Ul de Pseudomonas mendocina, foram da ordem de 40%
sob limitagXo de nitrogénio em culturas em batelada, taxas estas
semelhantes as obtidas ﬁelo mutante M13.

Segundo Anderson e col. (1987) a taxa de bioconversio ¢
limitada a aproximadamente 350%, sendo obtida para o mutante Ul em
cultura continua, os resultados confirmam estas observagdes, pois

as tavas de biocconversZo ficaram na faixa de 32 a 46%.
4.3, ANALISE ESTATISTICA

0 conjunto dos experimentos realizados segundo o item
3.6.2. e os niveis (1,3) e (3,3) do item 3.6.1. foram submetidos a
anadlise pelo método de superficie de resposta (Box e col., 1988).

As figuras 14, 15, 16 e 17 mostram as superficies de
resposta para os tempos de 5, 8, 11 e 15 horas de fermentag3o

respectivamente.
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Objetivando determinar a regi3o de maior taxa de
bioconversXo (Yprs x 100), abordou—se o problema avaliando-se os

resul tados em cada tempo especifico, visto que, pela existéncia de

correlag3Zo entre as observa¢des dadas as concentrag¢des de
(NHe¢)2504 e vaz3o de ar, conclusdes estatisticas ficam
prejudicadas.

Pela Tabela 13 pecebe-se que a taxa de bioconvers3o
percentual (Yp,s x 100) média de glicose em produto, € maior para

os tempos de 11 e 13 horas.

Tabela 13: Taxa de bioconvers3o média de glicose em
biopolimero pela cepa mutante M13 de Pseudomonas

mendocina FTPT Q597.

Tempo {(horas) Yess (%)
5 23.29
8 30.90
11 32.07
15 39.63

Foram feitas regressdes polinomiais visando ajustar os
modelos as observages, de tal sorte que se obtivesse o maior grau

de explicag3o possivel a cada tempo especifico.
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Conclustes a respeito das produtividades médias,
considerando-se os efeitos das concentra¢gdes de (NH4)2504 e de
vaz3o de ar, foram obtidas via testes de compara¢io entre as
médias dos tratamentos., onde tratamento significa fonte de
variagio no modelo proposto.

Para o tempo de 5 horas de fermentag3o, obteve-se uma
maior taxa de bioconvers3o ao nivel de concentrag3o de 850 mg/l1 de
(NH4)2504, ou seja, a diferenga entre sua taxa de bioconvers3io
média com relag3o aos demais niveis foi estatisticamente
significativa. 0 efeito na taxa de bioconversIo média obtido ao
nivel de 1,5 1/h de ar foi significativamente maior em relag3do a
taxa de bioconversio dos demais niveils.

Fara os resultados obtidos ao tempo de 8 horas de
fermenta¢io pode-se dizer que, aos niveis de concentrag3o de 860 e
1160 mg/1 de (NH4)2504 obteve-se uma maior taxa de bioconvers3ao
média com relagZo aos demais. Nestes niveis as taxa de
biocpnversao médias n3o s¥%o significativamente diferentes (t=0,103;
GL=163 0,178 < Yprs < 0,235). A taxa de bioconvers3o média obtida
com uma vaz30 de ar de 1 1/h ¢ significativamente superior as
demais. Comparando-se, por exemplo, as taxas de bioconvers3o
médias dos experimentos realizados com vazdes de ar de 1 e 5 1l/h,
pode—-se chegar a estas conclusSes (t=—-1,946; GL=163 0,059 < Ypss <
0,089). Sendo t a estatistica "t de student” utilizada para
comparar as médias entre os tratamentos e GL s3o0 05 graus de
liberdade (Box e col., 1988)

Para os resultados obtidos ao tempo de 11 horas de
fermentacio pode—se dizer gque a taxa de bioconvers3Zoco média foi

significativamente maior ao nivel de 860 mg/l de (MNH4)2504.
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Considerando-se o efeito combinado entre vazdo de ar e
concentrac3o de (NH4)250«¢ a taxa de bioconvers3o média obtida aos
niveis de 8460 mg/1 de (NH4)2504 e vaz3o de ar de 1,5 1/h foi
significativamente maior que todos os outros efeitos combinados, a
menos do obtido com a combinag¢Xo de 860 mg/1 de (NH4)250¢ © vazao
de ar de 3,5 1/h, onde a diferenga n3o foi significativa, (t=1,02;
GL=15; 0,177 < Ypr,s < 0,234).

Considerando—-se os resultados observados para o tempo de
15 horas de fermentac3o, pode—-se dizer que a taxa de bioconvers3o
média aos niveis de concentragZo de 860 e 1160 mg/1 de {NH4+) 2504
s3¥o significativamente maiores do que a obtida com os niveis mais
altos de concentrac¢Zo. Com uma vazio de ar de 1,5 1/h foi obtida
uma taxa de bioconvers3o média significativamente maior do que as
obtidas a vazdes maiores.

As regressSes polinomiais ajustadas para os tempos S5, 8,

11 e 15 horas de fermentag3c encontram—se no anexo Z.
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5. CONCLUSZES

1 — As cepas mutantes MO2Z e M13 de Pseudomonas mendocina FTPT 0397
produzem polissacarideos, sendo que a M13 foi a que apresentou as

melhores taxas de bioconversao.

2 - As cepas mutantes n3o necessitam da presencga de antibidtico no
meio de fermentacio para continuarem a produzir o polissacarideo.

I — Quando s3o0 utilizadas glicose e sacarose como fonte de carbono
a cepa MOZ apresenta um menor CconsSumo de substrato e um decréssimo
maior do pH quando comparada ao consumo de substrato e variag3o de

pH da cepa M13.

4 — Nos experimentos realizados em Erlenmeyers a glicose e a
cacarose foram os melhores substratos e o mutante M13 apresentou
para os mesmos as melhores taxas de biocconversZo (524 para a
glicose e 404 para a SaCarose, partindo—-se de concentragdes

iniciais de 20,07 e 29,93 g/1, respectivamente).

5 — As melhores taxas de bioconvers3do foram de 0,46 para
concentragdes de 1160 mg/1 de (NH4)2504 & vaz@es de ar de 1,3 i/h
e 0,42 para concentrages de 860 mg/1 de (NH4)250«4 e vazdes de ar
de 2,59 1/h na 152 hora de fermentagZo para o5 experimentos

realizados em fermentadores de bancada.
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6 - A cepa mutante M13 de Pseudomonas mendocina FTPT 0597
apresenta vantagens em relag3o aos outros microrganismos
produtores de polissacarideos, pois nIo necessita um controle
rigoroso da tens3o de oxigénio dissolvido como o Azotobacter
vinelandii{ e n3¥o apresenta patogenicidade conhecida aos mami feros

como & o caso da Pseudomonas aeruginosa.
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6. SUGESTTES

{1 - Estudar as caracteristicas quimicas e reolégicas do

polissacarideo obtido através do processo fermentativo.

2 - Estudar a influéncia na produtividade de outras

fontes de nitrogénioc, carbono e micronutrientes.

3 - Estudar ampliag3o de escala e separagio de células do

meio de cultura.

4 - Estudar a influéncia de enzimas protecliticas sobre

as caracteristicas do polissacarideo.

81



7. BIBLIOGRAFIA

ANDERSON, A.J.; HACKING, A.J. e DAWES, E.A. (1987)
" Alternative Pathwavys for the Biosynthesis of Alginate
from Fructose and Glucose in Pseudomonas Mendocina and
Azotobacter vinelandii."” Journal of General
Microbiology. 133: 1045-1032.

ANNISON, G. e COUPERWHITE, I. (1986a) "Effect of Limiting
Substrate Concentration, Growth Rate and fieration on
Alginate Composition and Producticn by Azotobacter
vinelandit in Continuous Culture ". Food Hydrocolloids.
1(2): 101-111.

ANNISON, G. e COUPERWHITE, I. (19846b)"Influence of Calcium
on Alginate Production and Composition in Continuous
Culture of Azotobacter wvinelandii". Appl. Microbiol.
Biotechol. 25: 5G-61.

BANERJEE, P. C.: VANAGS, R. 1I.: CHAKRABARTY, A. M. e
MAITRA, P. K. (1983) "Alginic Acid Synthesis in
Pseudomonas aeurinosa Mutants Defective in Carbohydrate
Metabolism". J. of Bacteriology. 1353(1): 238-245.

EOX, 6. E. P.j; HUNTER, W. G&G. e HUNTER, J. S. (1988).
Statistics for Experiments, An Introduction to Design,
Data Analysis, and Model Building. John Wiky & Sons Ed.
New York.

BRIVONESE, A. C. e SUTHERLAND, I. W. (198%9) " Folymer
production by a mucoid stain of Azotobacter vinelanditi

82



in batch culture. Appl. Microbiol. Biotechnol. 30: 97-
102.

CHRISTENSEN, B.E.; KJOSBAKKEN, J. e SMIDSROD, O. (1985)
wpartial chemical and physical characterization of two
extracellular polysaccharides produced by marine,
periphytic Pseudomonas sp. strain NCMB 2021. *Applied
and Environmetal Microbiology. 50(4): 837-8435.

CONGREGADO, F.; ESTANOL,I.; ESPUNY, M.J.; FUSTE, M.C.;
MANRESA, M.A.: MARGUES, A.M.3 GUINEA, I. e
SIMON-PUJOL, M.D. (1983) “ Preliminary studies on the
production and composition of the extracellular
polysaccharide synthesized by Pseudomonas sp
EPS-5028." Biotechnology Lettrs. 7(12): 883-888.

DAHLAQVIST, A. (1964) "Mathod for assay of intestinal

disaccharidases”. Analytical Biochemestry. 7: 18-25.

DERETIC, V.3 6ILL, J.F. e CHAKRABARTY, A.M. {1987)
“Alginate biosyntesis: A model system for gene
regulation and function in Pseudomonas" Bios/Techology.

S: 469-477.

FENANTES, E.G. (1985), "Polisacaridos microbianos.” In:
Prospectiva de 1la Biotecnologia en Mexico. R. Q.
(compilador), FJBS-CONACYT, México. p. 65—92.

FYFE, J.A.M. e GOVAN, J.R.W. (1980). " Alginate Synthesis
in Mucoid Pseudomonas aeruginosa:s: a Chromosomal Locus
Involved in Control". J. of General Microbiology. 119:
443-450.

GLICKSMAN, M. {(1982). v Comparative properties of
hydrocolloids." In: Food Hydrocolloids. Ed.Glicksman,
M. CRC PRESS, Florida. v. I, cap. 1, p. 3-18.

83



GLICOSE enz—-color Pinhais. Piraraquara, Bio Diagndéstica
Ind. Quimica Clinica, s.d. 2p. (Catalogo)
GOVAN, J.R.W.3; FYFE, J.A.M. e JARMAN, T.R. (1981)

"Isplation of Alginate-producing Mutants of Pseudomonas

fluorescens, Pseudomonas putida and Pseudomonas
mendocina®. Journal of General Microbiology. 125:
217-220.

HACKING, A. J.3 TAYLOR, I. W. F.; JARMAN, T. R. e GOVAN,
J. R. W. (1983) "Alginate Biosyntesis by Pseudomonas
mendocina®. Journal of General Microbiology. 127: 3473~
3480.

HORAN, N. J.3 JARMAN, T. R. e DAWES, E. A. (1983).
"Studies on Some Enzymes of Alginic Acid Biosynthesis
in Azotobacter vinelandii Grown in Continuous Culture®.
J. of General Microbiology. 129: 29835-29%0.

IMESON, A. P.3 MITCHELL, J. R. e LEDWARD, D. A. (1980)
"Rheological propierties of Spinning Dopes and Spun
Fibres Produced from Flasma—Alginate mixture". J. Fd.
Technol. 15: 319-327.

JANSSON, E.; LINDBERG, B. e SANDFORD, P.A. (1983 ™
"Structural studies of gellan gum, an extracellular
polysaccharide elaborated by Pseudomonas elodea.”
Carbohydrate Research. 124: 135-13%2

JAYASURIYA, ©G. C. N. {(1955). "The Isolation and
Characteristics of an Oxalate—decomposing Organism". J.
Gen. Microbiol. 12: 419-428.

KANG, K. S.3 VEEDER, 6. T.; MIRRASOUL, P. J.3 KANEKO, T. e
COTTRELL., W. (1982). "Agar—Like Polysaccharide
Froduced by Pseudomonas Species: Production and

84



Basic Properties". Applied and Environmental
Microbiology. 43(5S): 1086—1091.

KING, A.H. (1983). *Seaweed extracts™ In: Food
Hydrocolloids. . Ed. Glicksman, M. CRC PRESS, Florida.
v. 11, cap. 6, p-. 115-190.

LIN, C.S. e LIM, H.C. (1990). " A kinetic model and
steady—state analysis for polysaccharide production by
Methylomonas mucosa” Journal of Biotechnology. 16:
137-152.

MANRESA, A.: ESPUNY, M.J.: GUINEA, J. e COMELLES, F.
(1987). "Characterization and production of a new
polymer from Pseudomonas sp GSP-910." Appl. Microbiol.
Biotechol. 24: 347-351.

MARQUES, A.M.; ESTAROL, 1I.; ALSINA, J.M.; FUSTE, C.;
SIMON-PUJOL, D.; GUINEA, J. e CONGREGADO F. (1986)
"Production and rheological properties of the
extracellular polysaccharide synthesized by Pseudomonas
sp strain ESP-30Z8" Applied and Environmental
Microbyology. S2(95): 1221-1223.

MARTELLI, H.L. e PANEK, A.D. (1968) "Farte Analitica” In:
Bioquimica Experimental. Ed. Ao Livro Técnico. cap. 9
p. 104-1064.

MAXILAT LX S000: aplication:; hydrolisis of lactose in
milk. Delft, Gist— Brocades nv, 1980. 1p. {Tecnical
data sheet Mil-03/80-03.En03) [Catalogo]

McAVOY, M.J.; NEWTON, V.; PAULL, A.; MORGAN, J.3; GACESA,
F. 2 RUSSELL, N. J. (1989} " Isolation of Mucoid
Strains of Psedomonas aeruginosa from
Mon-Cystic-Fibrosis Patients and Characterisation of

85



the Struture of their Secreted Alginate”. J. mMeda.
Microbiol. 28: 183-189.

MIAN, F.A.; JARMAN, T.R. e RIGHELATO, R.C. (1978)
"Biosynthesis of exopolysaccharide by Pseudomonas
aeruginosa " Journal of Bacteriology. 134(2): 418-422.

MILES, M.J.:; MORRIS, V.J. E O'NEIL, M.A. "Gellan gum" In:
Gums and Stabilisers for the Food Industry 2.
Application of Hydrocolloids. Ed. Phillips, 6. 0O.;
Wedlock, D. J. e Williams, P. A. Pergamon Press p. 485-
498.

MORRIS, V. (1990). “Bioctechnically produced carbochydrates
with functional properties for use in food systems."”
Food Biotechnology. 4(1) 453-57.

NEDER, R.N. {(1968). Introdug3o a Microbiologia®
Instituto Zimotécnico Prof. Jaime Rocha de Almeida.
ESALO-USP, Piracicaba SP.

FPINDAR, D. F. e BUCKE, C. (1975). "The Biosynthesis of
Alginic Acid by Azotobacter vinelandii®. Biochemical
Journal. 152: 617-622.

READ, R.R. e COSTERTON, J.W. (1987) " Furification and
caracterization of adhesive exopolysaccharides from
Pseudomonas putida and Pseudomonas fluorescens " Can.
J. Microbiol. 33: 1080-10%0.

REYNOLDS, C. (1990). "Carbohydrates with functional for
use in foods."” Voedingsmiddelentechnologie. 23(22)
37-40.

SAND , R. (1982). " Comparative properties of
hydrocolloids."” In: Food Hydrocolloids. Ed.Glicksman,
M. CRC PRESS, Florida. v. I, cap. 2, p. 19-46.

86



SANDFORD, P.A. (1979). "Exocellular microbial palysaccha—
rides" Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 36: 265-313.

SANDFORD, P.A. (1982). "Fermentation {biosyntetic) gums”
In: Food Hydrocolloids.. Ed. Glicksman, M. CRC PRESS,
Florida. v. I, cap. 8, p. 167-202.

SENGHA, S. S.3; e ANDERSON, A. J.3 Hacking, A. J. e Dawes,
E. A. (1998) "The prodution of Alginate by Pseudomona
mendocina in Batch and Continuous Culture®. Journal of
General Microbiology. 135: 795-804.

SKJAK-BRAEK, G.3; GRASDALEN, H. e LARSEN, B. (1986) .
"Monomer Sequence and Acetylation Pattern in some
Bacterial Alginates”. Carbohydrate Research. 154:
239-250.

SUTHERLAND, I.W. (1986). “"Extracellular Folysaccharides”.
In: Biotechnology. Ed. Rehm, H.J. e Reed, G.. cap- 3 p-
531-574, 1986.

TAIT, M.I.; SUTHERLAND, I.W. e CLARKE-STURMAN, A.J.
{1986) "Efect of Growth Conditions on the Production ,
Composition and Viscosity of Xanthomonas campestris
Exopolysaccharide” Journal of General Microbiology.
132: 1483-1492.

THOM, D.; DEA, 1. C. M.; MORRIS, E. R. e POWELL, A. D.
(1982). "Interchain Associations of Alginate and
Pectins”. Prog. Food Nutr. Sci. &: 97-108.

WILLIAMS, A.G., e WIMPENNY, J.W.T.(1977) "Exopolysac—
charide production by Pseudomonas NCIB11264 grown 1in
batch culture”. Journal of General Microbiology- 102:
13-21.

WILLIAMS, A.G.. © WIMPENNY, J.W.T. (1978) " Exopolysac—

87



charide production by Pseudomonas NCIB112&64 grown 1n
continuous culture”. Journal of General Microbiology.
104: 47-57.

WILLIAMS, A.G.; WIMPENNY, J.W.T. e LAWSON, c.J. (1979)
" Preliminary Studies on the Composition and
Rheological - Froperties of the extracellular
polysaccharide Synthesized by Pseudomonas PB1 (NCIB

11264)". Biochimica et Biophysica Acta. 9585: 611-619.

88



8. ANEXD
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5, 2, 11 e 15 horas.

w Tempo S horas

VAR:  RESP N: 20 MULTIPLE R: .778 SQUARED MULTIPLE R:
STED SQUARED MULTIPLE R: .422 STANDARD ERROR OF ESTIMATE: 6.879
RIABLE COEFFICIENT STD ERROR STD COEF TOLERANCE T P(2 TAIL)

71

TANT -46.803 30.558 0.000 ) -1.532 0.150
CONC 61.021 24.923 7.577 0.003 2.448 0.029
TROS 43.017 24.923 5.341 0.003 1.726 0.108
CONC*

CONC -22.819 9.016 -17.421 0.001 -2.531 0.025
TROS *

TROS ~-16.266 9.016 -12.418 0.001 -1.804 0.094
TROS*

TROS *

TROS 1.770 0.993 7.113 0.002 1.782 0.098
CONC*

CONC*

CONC 2.393 0.993 9.618 0.002 2.410 0.031

% ANALYSIS OF VARIANCE
JOURCE  SUM-OF-SQUARES DF MEAN-SQUARE F-RATIO p

|
JRESSION 941.403 6 156.900 3.316 0.033
RESIDUAL 615.193 13 47.323

Tempo 8 horas

| . N
P| VAR: Y N: 50 MULTIPLE R: .904 SQUARED MULTIPLE R: ( 81
)JUSTED SQUARED MULTIPLE R: .783 STANDARD ERROR OF ESTIMATE: 5.4T1
vaIABLE COEFFICIENT STD ERROR STD COEF TOLERANCE T pP(2 TAIL)
)NSTANT 98.681 8.041 0.000 ] 12.273 0.000
J CONC -2.532 1.104 -0.245 1.000  -2.292 0.036

ITROS ~40.684 5.061 -3.939 0.048 -8.038 0.000
LITROS*

LITROS 6.232 0.823 3.710 0.048 7.570 0.000
Dl

w

| ANALYSIS OF VARIANCE

'SOURCE  SUM-OF-SQUARES DF MEAN-SQUARE F-RATIO P
REGRESSTION 2091.730 3 697.243 23.815 0.000

| IRESIDUAL 468.435 16 29.277

3§
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Arnexo 2 (continuagdo) — Ragjressoes polinomials para ©F mi=hitie fu i
fermentacdo d= 5, 28, 11 = 15 horas
‘ Tempo 11 horas
g%R: RESP N: 20 MULTIPLE R: .906 SQUARED MULTIPLE R: 7821
TED SQUARED MULTIPLE R: .774 STANDARD ERROR OF ESTIMATE: 3.I86
RIABLE COEFFICIENT STD ERROR STD COEF TOLERANCE T P(2 TAIL)
TANT 0.991 9.333 0.000 . 0.106 0.917
QONC 57.806 11.449 9.699 0.003 5.049 0.000
CONC*
CONC -20.570 4.167 -21.219 0.001 -4.937 0.000
CONC*
TROS -0.458 0.213 -0.329 0.509 -2.153 0.048
CONC*
CONC*
QONC 2.109 0.460 11.455 0.002 4.587 0.000
ANALYSIS OF VARIANCE
OURCE SUM-OF-SQUARES DF MEAN-SQUARE F-RATIO P
ESSION 700.291 4 175.073 17.251 0.000
$IDUAL 152.231 15 10.149
‘ Tempo 13 horas
EP VAR: Y N: 20 MULTIPLE R: .923 SQUARED MULTIPLE R: 2.85?
DPUSTED SQUARED MULTIPLE R: .799 STANDARD ERROR OF ESTIMATE: 1.850
NARIABLE COEFFICIENT STD ERROR STD COEF TOLERANCE T P(2 TAIL)
5NSTANT 11.141 7.483 0.000 . 1.489 0.159
CONC 14.650 2.776 3.991 0.019 5.277 0.000
LITROS 10.783 2.776 2.937 0.019 3.884 0.002
CONC* ‘
CONC ~-2.218 0.321 -3.715 0.037 -6.905 0.000
LITROS*
LITROS -1.372 0.321 -2.298 0.037 -4.273 0.001
CONC*
LITROS -1.082" 0.654 -1.263 0.018 -1.655 0.120
ANALYSIS OF VARIANCE
SOURCE SUM-OF-SQUARES DF MEAN-SQUARE F~-RATIO P
REGRESSION 275.509 5 55.102 16.094 0.000
E RESTIDUAL 47.931 14 3.424

i



