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RESUMO

Os requerimentos nutricionais de Xanthomonas manihotis

para producdo de goma xantana foram estudados em escala de labora-
tdrio. Das diferentes concentracoes de glicose e sacarose adicio
nadasg ac Meio Basal, a concentracao de sacarose 4% (P/V) mostrou
ser a melhor para producdo de goma xantana. A produgao do biopo-
limerc foi estimulada pela adic@o ao Meio de Produgao (Meio Basal
+ 4% sacarose) dos acidos piravice, succinico e a-ceto-glutarico
em concentracGes Otimas. Dos acidos organicos adicionados, o Aci-
do succinico a 0,25% (P/V) foi o gue mais estimulou a produgao do
biopolimero. A substituigdo do sulfato de amdnio contido no Meio
de Producdo por nitrato de sddic ou nitrato de ambnioc causou um
decréscimo na produgdo de goma xantana; entretanto, com a substi-
tuicho do sulfato de amonio por glutamato de s0dio nac  acarretou
mudangas no teor de goma xantana produzida. Concentragoes de ni-
trogénioc maiores que a concentracdo Stima causaram um decréscimo
na producdo do biopolimero e aumento na massa celular. A produgao
de goma xantana mostrou ser adversamente afetada por concentragoes
de fosfato inorginico superiores a 25 mM/L. Fm condigOes Otimas
foi obtida uma produgdc de goma xantana de 27,4 g/L de caldo de

fermentagﬁo, o gue corresponde a um rendimento de 68,5%.



iv

SUMMARY

The nutritional requeriments of Xanthomonas manihoifis

for the production of xanthan gum were studied in laboratory scale.
Different concentrations of gluscse and sucrose were added to the
Basal Medium and the 4% (W/V) sucrose concentration showed to be
the best for xanthan gum preduction. The biopolymer production
was stimulated by the additieon of pyruvic, succinic and e-keto-
glutaric acids which were added to the Production Medium (Basal
Medium + 4% sucrose) at optimal concentrations. The addition

0,25% (W/V) succinic acid showed to be the best for biopolymerx
production. The replacement of ammonium sulphate by sodium nitrate
and ammonium nitrate salts nitrogen source in the Production Medium
resulted decreased xanthan gum production; however, when the
ammeonium sulphate from the Production Medium was replaced by

sodium glutamate the amount of xanthan gum produced was the same.
Nitrogen concentrations higher than optimal caused a decrease in
biopolymer production and an increase in cellular mass. Xanthan
gum production showed to be adversely affected by concentrations
of inorganic phosphate higher than 25 mM/IL. At optimal conditions
it was obtained a xanthan gum production of 27,4 g/L from the
fermentation broth, which corresponded to a 68,5% yield.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de tecnologia para a produgao de goma
xantana & de granhde importancia econdmica, devido ac potencial de
utilizacao do biopolimerc no Brasil. O fator que desfavorece  um
raior consumo no pais & o alto custo do produto, em parte devido
a taxas de importagac. Este problema poderia ser resolvide pela
producac nacional de goma xantana gue € promissora devido a gran-
de disponibilidade e os baixos custos dos insumos basicos, aglicar
e alcool, requeridos respectivamente, para a produgao e recupera
cao do biopolimero. Estes fatores asscociados ao desenvolvimento e
adaptagao de tecnologia adeguada, poderac favorecer a competitivi-

dade de custo da goma xantana no mercado nacional e internacional.

1.1. Propriedades da goma xantana

A goma xantana se disscolve em agua fria ou gquente e pro
duz soluctes de alta viscosidade a baixas concentragoes. As solu
coes da.goma xantana sao altamente pseudoplasticas, isto €, a vis
cosidade diminui rapidamente com o aumento da tensao de cisalha-
mento e esta diminuicdo & instant@nea e reversivel. A viscosidade
destas solucdes s@o muito resistentes a degradagao térmica e a
presenga de sals nos alimentos, aumenta ainda mais esta resistén-
cia (Rocks, 1971). A viscosidade das solugoes aguosas de goma xan
tana & essencialmente independente do pH entre 6 e 9 e ocorrem
apenas pequenas mudangas entre pH 1 e 11 (Rocks, 1971}. A goma
xantana tem excelente estabilidade e compatibilidade com altas
concentracbes de muitos sais. Por exemplo, & compativel com solu
coes de 15% de NaCl e solugbes de 25% de CaCl, {Cottrell, 1879 ).
Uma das propriedades mais relevantes da goma Xantana & a capacida-
de de interagir com galactomananas, tals como, goma . :locusta
(Schuppner, 1971) e goma guar {Rocks, 19%71), propiciando a forma-

cao de geis.

1.2. Aplicacoes da goma xantana

Dentre as areas com grande potencial de aplicacao da go

ma xantana, destacan—-se:



1.2.1.

Alimentos: a goma xantana € bastante utilizada na indQstria
de alimentos devido as propriedades de alta estabilidade ao
pH e temperatura. Dentre as aplicagoes destacam-se a uti
lizacgao em conservas, laticinios e produtos de panificagao
(Cottrell, 1979). Além disso, a goma xantana tem sidoe uti
lizada na formulacac de "milk—shéke“ (Fdlin, 1972), bebidas
chocolatadas (Arden, 1974}, sopas, molhos e outros produtos
formulados {(Wintersdorff, 1972). A goma xXantana pode tam-
bém ser utilizada na cobertura de produtos congelados (Jen
kinson e Williams, 1973), na preparacao de sorvetes com bai
x0 teor de gordura (Gabby et alii, 1974 A) e em cutros pro
dutos dietéticos {Gabby et alii, 1974 B)}.

A adigdo de goma xantana em varios tipos de alimentos &
permitida nos E.U.A. desde 1969. Testes feitos em ratos
(Booth et alii, 1963} e cachorros (Robbins et alii, 1964}
demonstraram que a goma xantana nao & degradada, nac inibe
¢ crescimento, e nao causa toxidez aguda ou irritagéo da
pele. Com base nestes estudos a "Federal Food and Drug
Administration” permitiu o uso da goma xantana como aditivo
em alguns alimentos (FDA, 1969) como emulsificante e esta
bilizante opcional em molhos para saladas (FDA, 1571), quei
jos e derivados (FDA, 1973). O© uso da goma xantana em ali
mentos 3a& fol provado no Canadé& (AnoOnimo, 1971}, Dinamarca
(Andnimo, 1973 A) e Nova Zelidndia (AnOnimo, 13873 B) e ha
petigoes pendentes em outros palses (Kelco, 1972). No Bra
sil a adigao de xantana em alimentos € permitida desde 1965
{(Decreto Lei N9 55.871). As concentragoOes maximas de goma
xantana permitidas nos diferentes tipos de alimentos estao

especificadas de acordo com a Resolugaoc N@ 15/75 (13875).

pProducdo de petrdleo: os quatro polimeros atualmente utili

zados em lamas de perfuracdo sao goma xantana, poliacrilami
das, amidos modificados e derivados de celulose, particular
mente carboximetilceliulose. Devido a estabilidade ao pH,
calor, cations e jons divalentes associada ao comportamento
pseudoplistico sob condigdes de alta tensao de cisalhamen-
to, a goma xantana & tecnicamente o polimero preferido para

a perfuracao de pogos de petrdlec (Wells, 1877). Outro se



1.2.3.

tor com grande potencial de utilizacao de goma xantana € o
de projetos de recuperacac melhorada de oleos {(Sandvik e
Maerker, 1977;.

Outras aplicacOes: na area industrial, a goma xantana € usa

da como espessante de pastas de impressdo de téxteis, remo
vedores &acidos ou alcalinos, formulagtes de explosivos e
outras utilidades (Sandford; 1979). Na area de agricultu-
ra, a goma xantana & utilizada como agente de suspensac de
vitaminas e minerais para suplementos liguidos em alimentos
de animais, e também para suspender proteinas nos substitu-
tos de leite para bezerros (Betz, 1979). As propriedades
reoldgicas da goma xantana aumentam a capacidade de disper
sao das suspensoes de fungicidas, herbicidas e inseticidas,
aumentando também a capacidade de aderéncia 4  vegetagao

(Cottrelil, 1979).

De acordo com a literatura, a linhagem comumente utiliza
da para a produgdc de goma xantana & Xanthomonas campesinis

NRRL~B~1459. Outras linhagens de Xanthomonas podem ser

isoladas de plantas doentes. A linhagem de Xanthomonas utili
zada neste trabalho foi obtida do Instituto Agrontmico de
Campinas - Fazenda Santa Elisa e foi isolada da planta de

mandioca (Manihot esculenita}l apresentando sintomas de infec

cdo sistemica. Neste trabalho estudou-se as caracteristi-
cas nutricionais desta linhagem e o desempenho da mesma na
producdo de goma xantana tendo em vista a utilizagado de sa

carose como fonte de carbono.



2. REVISAD BIBLIOGRAFICA

Lilly et alii (1958) estudaram a produgao de biopolime-

ros por diferenres espécies de Xgnfhemonas utilizando fontes  de

carbono diversas., A partir destes estudos 0s autores sugeriram a
formulagao de um meio de produgac gue consistiu de glicose de ami
dn pu sacarose, caseina hidrolizada e sais minerais. Neste meio
foram testadas linhagens de Xanthomonas phaseoli, Xanthomonas cam-

pestnis, Xanthomonas malvacearum e Xanthemonas carctae que com

aeracao adeguada produziram até 6g de polissacarideo por litro de
caldo de fermentagéo contendo 2,5% da fonte de carbono (24% de ren

dimento}.

A primeira tentativa para a determinagac dos reguerimen

tos nutricionais de Xanthomonas campestrnis NRRL-B-1459 para a pro

ducac da goma xantana foi felta por Rbgovin et alii {1961). O cal
do de fermentacgao consistiu de 2,5g de glicose, 2,09 de fosfato
de potadssio e tracos de sais minerais. BApds a fermentagao, a goma
xantana foi recuperada por precipitagao com etanol e purificada
por reprecipitacdo. No ano seguinte, Sloneker e Jeanes (1562) de
terminaram a composigac do polissacaridec B-1453 {goma xantana}
produzido por Xanthomonas campesiiris NRRL-B-1459 que mostrou ser

composto por D-glicose, D~manose, &cido glucurdnico, acido acético
e acido pirGvico nos teores 2,8:3,0:2,0: 1,7:0,51-0,63 respectiva

mente.

Rogovin e Albrecht (1964) descreveram um método para se
parar o polissacdrideo B~1459 do caldo de fermentacao através da
formagao de complexos com aminas quaternarias. Outro processo pa
ra recuperacdo de goma xantana do caldo de fermentagao propostoe
por McNeely e O'Connell (1966) utilizou um hidrolizado de cal
{ions calciec) como precipitante e apds separagao, o precipitadofol

purificado por lavagem em solugao acida.

Lindblom e Patton (1867) relataram gue gquando Xanthomonas

campesinis NRRL-B-1459 & colocada num processo de multiestagios ,

no gual, as c€lulas crescem num meio com baixa concentracao de car
boidrato {0,2%) no primeiro estdgio; o crescimento celular ocorre
normalmente, mas o microrganismo nao sintetiza o biopolimero. En-—
tretanto, com o aumento da concentragao do carboidrato, pode-se ob

ter um incremento na produgio do polissacarideo. Rogovin {1969)



descreveu um processo simples de fermentacdo continua para produ-
cao do polissacarideo B-1459, utilizando agicar de miltho  (2,25%)

com um indculoc de 2,7mg de células de Xanthomonas campesdiis

NRRL-B~1459 por grama de caldo de fermentagao. A uma temperatura
de 28YC apds 13 'dias de fermentaclo, o rendimento obtido  foi de
79,6% (baseado na gquantidade de acglcar consumido) e a viscosidade
alcangada fol de 5 200 cP,.

Sutton e Williams (1970) determinaram os componentes qui

micos do meio para a produgao de gema xantana por Xanthomonas

campestris NRRL-B-1459 a nivel industrial replicando ds condigles

de cultivo encontradas nos tecidos de repolho.

Silman e Rogovin (1970) estudaram a produgao do biopoll
mexro por Xanthomonas campesdfrnis NRRL-B-1459 por fermenta¢dc conti-

nua simples utilizando glicose, sais minerais, residuos solliveis
de destilaria e uréia como componentes do meio de prqdugéo; por
um periodo de 20 dias. Foi usado um fermentador do tipo guemosta-
tico com alimentagao continua, sem reciclar o meio de producio. A
temperatura foi controlada em 28 + 1°C, assim como, a viscosidade
do caldo de fermentagao, massa celular e pH. Quando o pH nao era
ajustado (7,1 -~ 7,5), o consume de glicose e a taxa de produgao de
goma xantana aumentavam, Quando a taxa de diluicao foi aumentada
de 0,024 para 8,0285hr”1
de produgac de goma xantana também aumentaram. Portanto, estas ob

(pg = 7,5}, o consumo de glicose e a taxa

servagoes indicaram gue a taxa de producdo da goma xantana & fun
¢ac do pH e da taxa de diluigao. Posteriormente, os mesmos auto-
 res acima mencionados (1972), realizaram a experiéncia anterior pe
lo pericde de um anc. A concluséo foi a de gue, a fermentacao con
tinua mantida sob condigOes prefixadas, diminui seu rendimento na
produgac da goma xantana, j& gue, ocorre uma mudanga genética na
cultura de Xanthomonas campesiris NRRL-B-1459 tornando-a menos pro

dutiva.

Estudando a cinética de fermentagao Moraine e Rogovin
(1973} concluiram gue a taxa de crescinento aumenta com ¢ aumento
da concentragao dos nutrientes e gue o nitrogénio & consumido ex-
clusivamente para o crescimento, uma vez que, 2 concentragéo celg

lar aumenta com o aumento da concentragao de nitrogénio no meio.

Cadmus et alii {1976) testaram um meio sintético conten

do 8,01% de Mg804 : 0,1% de fosfato de diamdnioc e 2,6% de glicose



utilizando Xanthomonas campesinis NRRL~B~1459 como indculo, Em ané

lises de varias preparacgdes da goma produzida encontraram gue, di
ferentes teores de acido acetal nas cadeias laterais, podem in-
fluenciar a viscosidade das solugOes diluidas de goma xantana. Es
tes pesquisadorés também concluiram que baixos teores de nitrogé-
nio (0,1%) e ar {0,25 vol/litro/min) favorecem a formacao de goma
xantana com baixe teor de piruvato. Com o aumento dos niveis de
nitrogénic (0,15%) e fluxo de ar (1,5 vol/litro/min} e adicao con
comitante de KZHP04 , & formagao da goma com alto teor de piruvato
& favorecida. Ambos 0s processos deram rendimentos de 50 e 60%
de goma xantana respectivamente. Jeanes et alii (1976) fizeram um
estudo completo dos procedimentos, equipamentos, escalas de produ

¢ao (laboratdrio, planta semi-piloto e planta piloto), isolamento

e purificagao da goma xantana produzida por Xanthomonas campesd-
this NRRL-B-1459. Relataram também os métodos de andlise para ava

liagao da produ¢do e gualidade da goma xantana.

‘ Ridby (1977) discutiu o melhoramento do genbtipo em base
ao controle das formas mutantes, mutantes condicionados e metodo
de alteragao para manter as caracteristicas genéticas, bem como, a

produtividade da goma xantana por Xanfhomonas campesisis NRRL-B-1459.

Sugeriu também um método de manipulacgao das culturas para evitar a
degeneracac genética, em base a selecao das coldnias maiores, as-

sim como, com produgac abundante de goma (Kidby et alii, 1977).

Graham (1977) citou gue Kang (1972) fez testes  seroldgi

cos altamente especificos da goma xantana produzida por Xanthomonas cam-

pestnis nascondigtes de laboratdrio, bem como,a andlise quimica dos
componentes da molécula e concluiu que a goma xantana obtida porxr
fermentacao & identica 3 produzida no estado natural em tecidos

de repolho,

Nguyen et alil (1977) descreveram um processo para produ

¢ao de biopolimercs por fermentacao, utilizando Xanthomonas

~sp ORS-~B-253 e varias fontes de nitrogénio tais como: licor de mi
lho, &cido glutimico, asparagina, arginina e leucina por 4 dias a
30°C. O crescimento do microrganismo foi medido espectrofotometri
camente por diluicao das culturas e a produgac do biopolimero foi
medida pela viscosidade do caldo de fermentagao. Dependendo da
fonte de nitrogénio utilizada a viscosidade produzida foi de
7 230 cP (licor de milho} a 18 640 cP (solucao saturada de  acido

glutamico).



Souw e Demain {1979) estudaram os requerimentes nutricio

nais de Xanthomonas campestris NRRL-B-1459 para a produgao de goma

xantana num meio quimico definido., Das fontes de carbono testa-
das, a utilizagac de sacarose (4%}, bem como, a adigac de estimula
dores de fermentacdco {(&cidos orgdnicos) em quantidades Otimas, pro
porcionaram a obtencao de um rendimento de 70% de goma Zantana.
Posteriormente (Souw e Demain, 1980) estudaram o efeito benéfico

do citrato na producdoc de goma xantana por Xanthomonas campeslndis

NRRL-B-1459% e concluiram gue o citrato em concentragoes dtimas
(4,7 - 9,4 mM) estimula a produgaoc de goma xantana gquando © pH
ndo & controlado, ja que, o controle de pH elimina estes  efeitos
benéficos. A adiglo de citrato favorece a formagdo de metabolitos
envolvidos na producao de goma xantana. Seus resultados também

indicaram que a atuagao do citrato nac & como guelante.

Silman e Bagley {1979) descreveram um método de fermen-—

tacao continua simples com Xanthomonas campesfris NRRL-B-1439, uti

lizando um Viscosimetro Bendix-Ultravigcoson ligado diretamente ao
fermentador para © controle da viscosidade do caldo de fermentacao.
A maioria das fermentagOes continuas com o passar do tempo, podem
sofrer contaminacdo ou variacdo na cultura. Entretanto, o contrg
le da viscosidade do caldo de fermentagao no fermentador evita es
te tipo de problema, pois, com a presenga de leveduras ou bacté-
rias contaminantes ccorrerd uma variacgao da viscosidade do caldo
de fermentacao. Esta variagao & detectavel pelo viscostato Bendix

~ltraviscoson.

Werneau (1980) relatou um método de fermentagao por

Xanthomonas campestris NRRL-B-1459 no gual a fonte de carbono uti

lizada & gradualmente adicionada de modo a manter a éoncentragéo
aproximada de 5%. As celulas foram inoculadas em 5,8 litros de
um meio contendo {em gramas por litro) 1,0 NH,NO5; 0,03 MgSO4 :
0,01 FesO, e 0,01 Ca(OH), ajustando o pH a 6,8. Uma solugao de
38,3% de glicose foi adicionada com um programador automitico de
tempo durante 127 horas com agitagao e aeracdo. Apds 136 horas a
glicose foi totalmente consumida; a viscosidade final foi de 42 7h0

cP e o rendimento obtido foi de 70%.

Behrens et alii {(1980) relataram que depois da fase loga

ritmica de crescimento, Xanthomonas campesfris NRRL-B-1459 comega

a produzir goma xantana no caldo de fermentagdo e gue a sintese do



polissacarideo obstrui a passagem dos nutrientes, o gque acarreta
mn Beseyuilibrio no crescimento, sendo este, um pré-reguisito para
que o produgac da goma acontega. A biomassa aumenta 2 vezes en-
guanto que, o aumento de células somente 1,5 vezes; a guantidade
de nitrogénio consumido & proporcional & quantidade da goma =xanta

na produzida.

Chen (1975} relatou que, quando Xanthomonas manihotis &

inoculada num meio contendo 4% de sacarose; 0,2% de KCl; 0,45% de
K HPO, e 2% de pd de scja desengordurado em solugao aguosa, € in-
cubada a 28°C por 3 dias com agitacao constante (185 rpm) produz
uma goma de alta qualidade. A viscosidade do caldo de fermenta-
cdo foi de 34 000 cP, medida com viscosimetro Brookfield modelo
HAT, spindle 4,A 5 rpm e 25°C. O rendimento obtido foi de 51% em
base a4 concentracao de sacarose utilizada. Posteriormente Chen e

Tsou (1976) estudaram a producao de goma xantana por Xanlhomonas

manihofis num meic contendo 7% de sacarose; 0,3% de peptona, 0,25%
de fosfato Acido de dipotdssio, ajustando o pH a 7,0 e dincubando
a 30°C por 3 a 5 dias num agitador rotatdrio (185 rpm). As cultu
ras apresentaram viscosidade de 12 606% 3 500 c¢Pp {(viscosimetro
Brockfield modele HAT, a 5 rpm e 259C). Estes pesquisadores veri
ficaram gue para a concentracao de sacarose a 7% foram detectadas
altas concentrac¢des de aglcar residual. Concluiram gue a viscosi-
dade do caldo de cultura aumenta conforme o aumento das c¢oncentra
¢Oes de sacarose, mas, nao o suficiente para aconselhar a utiliza-
cao de concentragbes maiores de 4%. Baseando-se nas propriedades
reolbgicas apresentadas, os autores sugeriram gue esta nova goma
pode ter a mesma composigac gquimica que a goma produzida por

Xanthemonas campesinis.

Cheng et alii (1978) descreveram um processc para recupe

ragido da goma xantana produzida por Xanthomonas maniholis utili-

zando etanol ou metancl para precipitacdo da goma no caldo de fer
mentagdo. A temperatura dtima de secagem (secador de tambor) foi

de 70°C.



3.1.

D

3. MATERIAIS E METODOS

Microrganismo utilizado: Xanthomonas manihotfis obtido na Esta

g¢ao Experimental Fazenda Santa Eli-
sa, Instituto AgronGmico de Campi=-
nas (IAC).

Meios:
3.2.1. Meio Basal: o Meio Basal utilizado foi de Souw e De

main (1979) e contém os sequintes ingre-

dientes {(em gramas por litro):

KH2PO4 5,0
MgS0, . 7H,0 0,2
(NH,) 5,50, 2,0
Acido citrico 2,0
H4BO, 0,006
Zn0 0,006
FeCl,.6H,0 0,0024
Caco, 0,02
HCL 0,13 mL

O pH foi ajustado a 7,0 com solugao de hi

droxido de s8dic 1 M antes da esteriliza~

cao.
3.2.2. Meios de Preodugao: foram obtidos através da adigao
de solugoes esterilizadas de glicose ou sacarose ao

Meio Basal previamente esterilizado de modo a fornecer

a concentragao desejada do carboidrato, em Peso/Volume,

3.2.3. Meio de Manutengao: a linhagem de Xanthomonas manihofis

fol mantida em Agar YM (Difco) cu
ja formula & indicada a seguir

{em gramas por litro}:



10

Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Peptona 5,0
Dextrose 10,0
Agar 20,0

Observacao: os meios e as solucOes de aclcares foram esterili

zadas por autoclavagem a 121%% por 15 min.

3.3. Selecao e propagacgao da cultura {(Figura 1A).
A linhagem de Xanfhomonas manihofis fol inoculada por

estrias em esgotamento numa placa de Agar ¥M, a gual foli incubada
a 30°C por 48 horas. Apds incubagdo foi feita a selegio da co-
1onia mucodide de maior didmetro (aproximadamente 4 mm), sendo trans
ferida para tubos inclinados de Agar ¥YM, gue foram incubados pOY
24 horas & 30°C.

3.4. Preparo do inbGculo (Figura 1B).
Depois da incubagac em tubos de Agar inclinado, foi fei

ta a suspensao da cultura por adigac de 10 mL de agua destilada
estéril. Esta suspensao de células fol transferida para frascos
erlenmeyer de 250 mlL contendo 50 mL dos meios de produgao. Apds

incubacio em agitador rotatdrio (New Brunswick G 25) a 30°C por 96
horas e 250 rpm, o caldo de fermentacac foi diluido com 150 mL de
Agua destilada estéril e centrifugado {Centrifuga Internaciconal,
Modelo §-20 A) a 7000 rpm por 30 min. Posteriormente descartou-se
o sobrenadante e as células foram suspensas em 150 mL de Agua des
tilada estéril e recentrifugadas. Novamente o sobrenadante foi des
cartadc e o inbculo foi obtido através da suspensao das células

lavadas em 30 ml: de agua destilada estéril.

3.5, Produgao de goma xantana {(Figura 2A).
As diferentes formulagoes dos Meios de Producgao foram
inoculadas com Xanthomonas mandihoiis (IARC) de modo a fornecer uma

densidade Otica final de 0,05 a 650 mm (espectrofotometro “Bausch

and Lomb Spectronic 20") e incubadas em agitador rotatdrio & 30%¢

por 96 horas e 250 rpm.
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3.6. Determinag¢ao do crescimento celular,

A determinacgao do crescimento celular foi feita através
da determinacao do péso celular seco. Diluiu-se 50 mL do caldo de
fermentagao com 150 mL de Agua destilada e centrifugou-se a 7600
rpm por 30 min. Apds decéntar o sobrenadante, as células foram
transferidas para uma placa de petri (10 cm de didmetro) e proce~
deu~se a secagem em estufa a vacuo (Estufa retilinea, Fanem Ltda.

S.P.) & 55°C até péso constante.

3.7. Caracteristicas do caldo de fermentagio.
A viscosidade aparente do caldo de fermentagao foi medi-

da em viscosimetro Brookfield tipo LVT & 30 rpm e 25°C.

O pH do caldo de fermentacao foi decerminado em um poten

cidmetro "Corning digital 110" com escala expandida de pH.

3.8. Separagao da goma xantana.

A goma xantana fol separada por precipitacgao com etancl,
de acordo com o método indicado por Rogovin et alii (196l), depois
da remocac das células por centrifugagaoc a 7000 rpm por 30 min.
{Figura 2B). Apbs precipitacac, filtrou-se e o precipitado (xanta
na) foi lavado trés vezes com etanol. Por fim colocou-se na estu
fa a vacuo a 55°C até se obter péso constante., Finalmente, calcu

lou~se o rendimento (gramas de xantana por 100 gramas de sacarose).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAC

0 carboidrato comumente utilizado para a produgao indus-—
trial de goma xantana € glicose obtida de amido {(Andnimo, 1977). Em estu
dos de reguerimentos nutricionais das diferentes linhagens de
Xanthomonas, glicose € a fonte de carbono normalmente preferida
{Leach et alii, 1957; Lilly et alii, 1958). A Figura 3A mostra que a

concentragao oOtima de glicose para a produgac de goma xantana por

Xanthomonas manihoiis nas condi¢bes de laboratbério & de 4%. O au

mento ou decréscimo da guantidade de goma produzida foli acompanha-
do por um respectivo aumento ou decréscimo na viscosidade do caldo
de fermentagac. Concentragoes de glicose acima de 4% acarretaram
diminuicdo na producac da goma xantana e, conseguentemente, da visg
cosidade do caldo de fermentagio. O aumento da massa celular (pg
so celular séco), mostrou ser proporcicnal a guantidade de glicose

adicionada ao Meio de Produgdo até a concentracgaoc de 4%.

Teores acima de 4% de glicose nao causaram aumento da
massa celular (Tabela 1). A variagao de pH final do meio (pH ini-
cial 7,0), mostrou-se dependente das concentragoes de glicose uti
lizadas sendo que o pH minimo foi de 5,5 e o maximo de 7,5 (Figu—
ra 3A). A causa da diminuicdo do pH do caldo de cultura durante a
fermentagido & provavelmente devida & formagao de acidos organicos,
bem como, a presenca de grupos pirtvicos, na molécula de  xantana
(Sandford et alii, 1977).

Racentemente, Souw e Demain (19792) demonstraram gue maio
res rendimentos e viscosidades nas fermentagOes com Xanthomonas
campestris NRRL~B-1459, podem ser obtidas utilizando-se sacarose

como fonte de carbono. Devido a grande disponibilidade e baixo
custo da sacarose no mercado nacional, & de interesse verificar
sua utilizacdo como fonte de carbono para a produglo de goma xanta

na por Xanthomonas manihofs. A Figura 3B mostra o efeito das con

centragdes de sacarcse nos parametros de fermentagao. Pode-se ©b
servar que a concentracio Otima de sacarose para a produgao de go
ma xantana foi de 4%, e que, a partir desta concentragac, o aumen-
to ou diminuic8c da guantidade de sacarcse foi acompanhado por um
aumento ou diminuic3c na viscosidade do caldo de fermentagao e na

guantidade da goma produzida. Concentragoes acima de 4% acarreta-
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ram a gqueda da produgac de goma xantana e viscosidade do caldo de
fermentacao. Observa-se também gue, o aumento da massa celular
depende diretamente da concentracao de sacarose utiiizada, atée a
concentracdo de 4%. Entretanto a adigﬁo de quantidades superiores
a 4% de sacarose ao Meio de Produgdoc acarretam uma diminuigao da
massa celular (Tabela 2), provavelmente devido a redugao da ativi-
dade de agua requerida para © crescimento do microrganismo. A va-
riacao de pH final do mejio (pH inicial 7,0) mostrou ser dependente
da gquantidade de sacarose utilizada, sendo que o pH maximo de 7,6
foi obtido para uma concentracgao de 2% e o pH minimo 5,3 foi obti-

do para uma concentracaoc de 4%.

Para as mesmas concentrac¢des de glicose ou sacarose, a
gquantidade de goma xantana produzida por Xanthomonas maniholds
foi praticamente igual. Entretanto, a viscosidade do caldo de

fermentacao contende 4% de glicose, foi 40% do valor da viscosida-
de cobtida para ¢ caldo de fermentagao contendo 4% de sacarose como
fonte de carbonc {Tabelas 1 & 2). Um estudo recente sugeriu que,
na producdco de goma xantana, a diferenga encontrada na viscosidade
da goma pode estar relacionada com os diferentes teores de acido
purivico da molécula de xzantana (Cadmus et alii, 1976); o que foi
posteriormente comprovado por Sandford et alii (1977}, 1Isso tal-
vez expligue o grande aumento de viscosidade do caldo de fermenta

cao, gue contém sacarose como fonte de carbono; o gue pode ser de

vido a um maior teor de acido pirfQvico na molécula de xantana
{(Sandford et alii, 1977). BSouw e Demain (1979) utilizando Xantho-

monas campestris NRRL-B-1459 verificaram também, que malores visco

sidades podem ser obtidas pela substitui¢s8o da glicose por sacaro-

Se.

As Tabelas 1 e 2 mostram os resultados do efeito das di
ferentes concentractes de glicose e sacarose nos parametros de
fermentagdo. Nestas tabelas, quando comparados os resultados ob-
tidos & concentracdo de 4% tanto de glicose quanto de sacarose, ob

serva-se que ¢ uso de glicose como fonte de carbono favorece mais

o aumento da massa celular do que a utilizagao de sacarose; pois
obteve-se 1,742 g/L para glicose e 1.424 g/L para sacarose {péso
celular sé&co}. Em termos de produgao, ambas fontes de carbono

produzem aproximadamente a mesma gquantidade de goma xantana (23,698

e 23,757 respectivamente}. Resultados similares foram obtidoes

RS ER & MAF
mimr 1t oo A (ERTRAL
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Tabela 1 - Efeito da adigao ao Meio Basal de diferentes concentra-
coes de glicose nos pardmetros de fermentacao (250 rpm/
30°c/96 horas).

Concentra- Peso celu- Xantana Rendimento  Visoosidade
jung ] ' -~ PH - -~

cao de gli lar séco {peso seco) g cP
cose % g/L g/L

g,5 0,929 7,50 2,4395 48,8 60

1,0 1,331 7,40 5,2980 52,3 320

2,0 1,443 5,50 11,5497 57,7 1352

3,0 1,606 5,50 17,0930 57,0 1960

4,0 1,742 5,80 23,6980 59,3 2280

5,0 1,740 6,30 21,8380 43,7 1840

Tabela 2 - Efeito da adicac ao Meio Basal de diferentes concentra-
cOes de sacarose nos parametros de fermentagdo (250 rpm/
30°C/96 horas).

Concentra~ Péso celu- Xantana Rerdimento  Visoosidade
20 de sa- lar se€co pH (péso séco) % cP
Arose % g/5 q/L

0,5 1,236 7,60 1,969 39,4 - 36

1,0 1,440 7,00 5,430 54,3 160

2,0 1,492 6,40 11,585 57,9 1080

3,0 1,412 5,60 17,160 57,0 2100

4,0 1,424 5,30 23,757 59,4 3BOG

5,0 1,088 5,50 22,353 44,7 3220
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por Leach et alii (1958) e Souw e Demain (1979) utilizando, respec
tivamente, Xanthomonas phasecli e Xanthomonas campesthis NRRL~B-
1459,

Com base nos resultados das Tahelas 1 e 2, escolheu-se
sacarose a uma cbncentragéo de 4% como fonte de carbono para ©
estudo do efeito da adigao de acidos orgdnicos e fontes de nitro-
génio ac Meio Basal. A decislo foi feita, com base na viscosidade

aparente (3800 cP) do caldo de fermentacao com 4% de sacarose.

De acordo com Souw e Demain (1979), a adigao de concen-
tragoes adequadas dos acidos orgdnicos piriivico, succinico, e
a-ceto-glutarico ao Meio de Producgao podem estimular a produgao
de goma xantana. Para se determinar as concentragdes Otimas  des
tes compostos no Meio de Produgac contendo 4% de sacarose, foram
adicionadas diferenres concentracoes destes acidos organicos. A
Figura 4 mostra que existe um Otimo de concentragao destes Aacidos
organicos para a produgaco de goma xantana. Verificou-se também
que guando atingida a maxima producap de goma xantana, consegue-se
a maxima viscosidade, mas nao necessariamente o maximo de cresci=-
mento celular (Figura 4), o gue também foi observado por Souw e
Demain (1979).

Os valores das concentragoes oOtimas de acido  pirivico,
dcido suceinico e dcido a-ceto-glutdrico para a produgao de goma

xantana estao indicados na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito da adigso de concentragGbes Otimas de &acidos orga
nicos, na fermentagao de goma xantana {Meio Basal-4% sa
carose/250 rpm/30°C/96 horas).

Acido Concentra- Peso celu- Xantana

Organico  ¢ao Otima lar seco PH (Péso s& Viaigl&ﬁb
{g/100 mL g/ L co) g/L
de caldo)
Pirdvico 0,10 1,190 5,50 26,504 5100
Succinico 0,25 1,314 7,50 27,395 8500
a-ceto- 0,50 0,870 7,00 24,343 6000

glutarico
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Souw e Demain (1979) obtiveram valores maximos de visco-
sidade pela adicgao de 0,75% de Acido pirivico e 1,0% de acido suc-
cinico ac Meio de Produgao. Isto evidencia diferengas dos reque-

rimentos nutricionais entre Xanthomonas campestrnis e Xanthomonas

manihotis.

Souw e Demain (1979) observaram gque na auséncia de car=-
boidrato, estes dcidos organicos podem ser utilizados como fonte
de carbono permitinde o aumento da massa celular, mas nessas con-

dicoes, nao ocorre produgao de goma xantana.

No estudo do efeito das diferentes fontes de nitrogénio
sobre a producac da goma xantana, a fonte de carbono utilizada fol
sacarose na concentracgao de 4%. Nitrato de sddio, glutamato de
sédio e nitrato de ambnio, foram utilizados em substituigac ao sul
fato de amfnio contido no Meio Basal. A influéencia das diferentes
concentracgtes destas fontes de nitrogénio nos parametros de fermen
tégéo estao indicadas na Figura 5. Pode-se observar, gque com ©
aumento da concentragéo dag fontes de nitrogénio utilizadas, ocor
re um aumento da massa celular (péso celular séco), 0 gque nao oca-
siona necessariamente um aumento na produgao de goma xantana. Po
de-se também concluir, que uma maior produgac do polimero ocorre
sob condigbes de limitagdo da fonte de nitrogénico. Efeitos simila
res foram observades com outros microrganismos produtores de polis
sacarideos: Aerobacfen aervgenes (Dugid et alii, 1853); Coceddicdides
inmits (Pappagianis et alii, 1958); Chromobactenium violaceum (Cor
pe, 1964); Puflularia pullfufans (Catley, 1971); Papudomonas  NCI-B-
11264 {(Williams et alii, 1977) e Xanthomonas campesirdis NRRL-B- 1459

{Souw & Demain, 1979},

As concentracdes 6timas para produgao do polimero, estao

resumidas na Tabela 4.

A concentracac de f£dsforo inorganico no caldo de cultu-
ra, mostrou também influir bastante nos parametros de fermentagao
na producac de goma xantana. O efeito das diferentes concentra-
¢bes de fosfato Acido de dipotdssio adicionado ao Meio de Produgao
estad indicado na Figura 6. Concentracoes de fosfato superiores a
25 mM/L, embora tenham favorecido o crescimento (péso celular sé-
co), acarretaram uma diminuicao na guantidade da goma produzida e
na viscosidade do caldo de fermentagac. Em estudc feito por Souw

e Demain (1978), a concentracao Otima de fosfate ro Meio Basal foi
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Tabela 4 - Efeito da adigac de concentracdes Otimas das fontes de
nitrogénioc na fermentacdo de goma xantana ( Meio Ba-
sal-4% sacarose/250 rpm/30°C/96 horas).

Fonte de Concentra Péso celu Kantana Viscosidade

nitrogénic ¢ao 'Stima lar séco pH {pEso séon) cP
mM/L g/L g/L

NaNO3 20 2,044 7,50 12,726 1460
NH4N03 20 1,212 7,40 18,682 3800
Glutamato
de s6dio 40 | 1,382 7,00 24,928 4500
(NH4}2504 10 -1,176 6,30 25,369 4600

de 50 mM/L; o gue indica diferengas nos reguerimentos nutricionais

para producgac de goma xantana entre as linhagens de Xanfhomonas

campesinis e Xanthomonas manihotis.

Dos experimentos realizados, foi obtido um maior - rendi-
mento (68,5%) de goma xantana guando se usou o Meio de Produgaocon
tendo 4% de sacarose e 0,25% de acido succinico; rendimentc este,
comparével aos obtidos por Cadmus et alii (1978} e Souw e Demain
(1979) (Tabela 5).

Cadmus et alii (1978) indicaram que © maior rendimento
obtido em um meioc quimico definido foi de 56%, enguanto gue, ao
testar um meio guimico complexo contendo sb6lidos secos soliiveis de
destilaria, o rendimento aumentou para 65%. Souw e Demain {1979)
relataram um rendimento de 70% gquando usaram um meio guimico defi-
nido com 4% de sacarose e 1,0% de acido succinico (Takela 5). As
altas viscosidades relatadas por Cadmus et alii (1978), foram de
7000. ¢P para seu meio quimico definido e 11000 c¢P para o seu meio
quimico complexo, usando 2,5% de glicose como fonte de - carbono .
Souw e Demain (197%9) relataram a obtencgao de 15000 cP de viscosida
de usando 4% de sacarose mais 1,0% de acido succinico. Em nossos
experimentos, a malor viscosidade 8500 cP foi obtida com 4% de sa
carose e 0,25% de acido succinico d temperatura de 30°C. E inte-
ressante frigar, gue a cultura utilizada em nossos experimentos foi

Xanthomonas manihotis e gue as culturas usadas por Cadmus et alii
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FIGURA 6. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE FOSFATO NOS PARAME —

TROS DE FERMENTAGAO (250 rpm/ 30°C /96 Hs.)
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{L978) e Souw e Demain {1979), foram em ambos os casos Xanfhomonas

campesthis NRRL~B-1459 selecionadas (Kidby et alii, 1977) e as tem
peraturas por eles utilizadas foram 27-28 e 25°C respectivamente .
Posgivelmente, a isto se deve a diferenca dos resultados obtidos,
ja& que, a temperatura utilizada em nossos experimentos (300C), de
acordo com Cadmus et alii (1978}, acelera o crescimento, bem como,
a sintese do biopolimerc, mas, o conteido de piruvato & reduzido,

afetando a qualidade da goma {Sandford et alii, 1977).
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5. CONCLUSOES

Cuando adicionadas diferentes concentracoes de glicose ou saca-

rose ao Meio Basal para a producaco de goma xantana por Xanthomo-

nas mandhotfis, os resultados obtideos indicaram sacarose a 4%
come a melhor fonkte de carbono a ser acrescentada ao Meio de

Produgao.

A adig¢do de acidos organicos, em concentragoes adeguadas, esti
mula a produgac de goma xantana por Xanfhomonas maniholis. Em
nosso trabalho, a adigdo de 0,25% de acido succinico foi a gue
melhor contribuiu para ¢ aumento da viscosidade do caldo fermen

tado.

Ouando testadas diferentes fontes de nitrogénio, observou—-se

gue, o crescimento de Xanthomonas manihoiis aumenta com o aumen

to da concentragao do nitrogénio‘ Entretanto, a produgﬁo do

biopolimero & favorecida guando © microrganismo estad sob limi-~

tagao de nitrogénio.

A concentracgao de fosfato inorganico no caldo de  fermentagao
mostrou gue, embora guantidades acima de 25 mM/L nao afetem o

crescimento de Xanthomonas manihoiis, acarretam uma diminuigao

da goma produzida.
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