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RESUMO

Foram isolados e selecionados dois microrganismos do solo cultivado
com cana-de-agucar da regido de Ribeirfo Preto no Estado de S3o Paulo, que
posteriormente foram identificados como Bejjerinckia sp, cujas cepas foram
denominadas 7070 e 9102AA’. Para determinacio do crescimento celular da
cepa 7070 foram utilizadas concentracdes de sacarose de 0.1 a 5.0 % em meio
YM. O melhor resultado foi obtido no meio contendo 1 % de sacarose. A
cinética do crescimento celular da cepa 7070, fol determinada, em erlenmeyer
de 500 ml, com 50 ml de meio 1V, contendo 1 % de sacarose a 27 9C por 54
horas a 100 rpm. Esta cepa de Befjerinckia sp apresentou uma fase
logaritmica de 18 horas. As cepas 7070 e 9102AA’ produziram biopolimero
extracelular no seguinte meio {g/l); KoHPO4 2,0 ; MgSO4 7 H20O 2,7 ;
KHoPO4 13, 62; extrato de levedura 0,2; triptose 2,0 ¢ glicose ou sacarose 20
ou 50, em pH 6.5 e nas seguintes condigdes : 96 horas, 200 rpm e
temperaturas de 15, 20, 24, 27 ¢ 30 9C. U maior rendimento foi obtido em
meio contendo 50 g/l de sacarose com fermentagdo por 96 horas, 20 0C e 200
rpm, onde se obteve 17,02 g/l de biopolimero. O biopolimero denominado B-
27 produzido pela cepa 7070 no meio contendo 5% de sacarose a 27 °C por
96 horas e 200 rpm apresentou a seguinte composi¢io: glicose, galactose,
manose, acido galacturbnico e acido glucurénico. As solugSes aquosas a 1%,
3% e 6% do biopolimero B-27 apresentaram, respectivamente 1160 , 5700 ¢
78000 cP de viscosidade aparente , a 250C, para taxa de deformacdo de 0,3 s-
! As analises de viscoelasticidade mostraram que na femperatura de 0°C a
associagio de solugSes aquosas de 3% de biopolimero B-27 com 0,6% de
goma guar e a associagdio de 6 % de biopolimero com 50 mM de CaCl2,
formam gel. As solugdes aquosas de 6 % de biopolimero e solugtes com 6%
de biopolimero com 30% de sacarose néo formaram gel. A adicfo de CaCly a
0,5 e 1,0 %, em solugdes aquosas de 1,0 % do biopolimero B27 em pH 3,0
aumentou a viscosidade, enquanto que nfo houve modificacio em pH 7,0. O
biopolimero produzido pela cepa 7070 se mostrou estavel ao pH na faixa de
2,5 a 12,5 e no aquecimento até¢ 100 9C. AvaliagOes realizadas apds um ano
mostraram que solugdes do biopolimero sfo estédvels ao tempo.



SUMMARY

Two microorganisms were isolated and selecionated from a
sugar cane plantation from the North-East region of the S4o Paulo. They were
identified as Beijerinckia sp, strains 7070 and 9102AA'. Sucrose solutions at
concentrations from 0.1 to 5.0% in Yeast Malt medium were used to
determine cellular growth of the 7070 strain. The 1% sucrose medium
showed the best result. The culture kinetic behaivor of this strain was
determinated in a 1% sucrose medium, the optimal growth was obtained, at
27°C and 100 r.p.m. for 54 h. The logarithmical phase was completed at
18 h. The 7070 and 9102AA’ strains produced extraceliular biopelymers in
the following medium (g/1): KoHPO4, 2.0; MgSQ4.7H20, 2.7; KH2P04 13.62;
yeast extract, 0.2; tryptose, 2.0 and glucose or sucrose 20 or 50; pH 6.5. The
fermentation conditions were 96 h, 200 r.p.m. at 15, 20, 24, 27 and 30°C. The
larger yield of biopolymer was obtained from the medium containing 50 g/l
sucrose, at 20°C, 200 r.p.m. during 96h. Under these conditions 17.02 g/l of
biopolymer were obtained. Study of the composition of the B-27 biopolymer
produced by the 7070 strain (5% sucrose, 27°C, 200 r.p.m., 96 h) revealed the
presence of glucose, galactose, manose, galacturonic and glucuronic acids.
B-27 aqueous solutions at 1, 3 and 6% concentration, had their apparent
viscosity measured at 25°C and shear rate 0.3 s™. The results were 160, 5.700
and 78.000 cP, respectively. Viscoelasticity analyses at 0°C to 3% B-27
aqueous solution plus 0.6% guar gum and of 6% B-27 aqueous solution plus
50 mM CaClz, showed that both can form a gel. The CaClz (0.5% and 1.0%)
added to a 1% B-27 aqueous solution increased the solution's viscosity at pH
3 and did not affect the viscosity at pH 7. The 7070 strain biopolymer showed
good stability in a wide range, of 2.5 to 12.5 pH and under heating up to
100°C. Tests performed after one year showed that the biopolymer solutions
are stable during that time.



1. INTRODUCAQO

Polissacarideos de origem microbiana, também chamados de
biopolimeros, geralmente séio produtos capazes de formar solucBes viscosas e
géis em meio aquoso, mesmo em baixas concentragdes. Segundo STADING
(1988) nfo existe outra categoria de substincias que exiba esse
comportamento.

Devido, fundamentalmente, a essa propriedade singular, os
biopolimeros tém sido, atualmente, objeto de intensa pesquisa, tendo em vista
o seu alto potencial de aplicagdo em varios segmentos industriais.

Na industria de alimentos, os biopolimeros encontram vm vasto campo
de aplicacdo como agentes espessantes, estabilizantes, gelificanies e
emulsificantes, ¢ vém substituindo progressivamente os polissacarideos
obtidos de fontes convencionais como plantas ¢ animais. De acordo com
SANDERSON (1990) essa tendéncia se deve, em parte, as incertezas no
suprimento do mercado mundial de polissacarideos de fontes naturais, os
quais sfo vulneraveis aos fendmenos que ocorrem na natureza e &
instabilidade politica das regides produtoras, provocando escassez e alta de
Precos.

SUTHERLAND (1983) e MORRIS (1987 e 1992} também afirmam
que as maiores vantagens dos biopolimeros sobre os produtos em uso, obtidos
de plantas e animais, sfo as propriedades fisico-quimicas reprodutiveis, além
de custo e de suprimento estaveis.

Para FENANTES (1985) a preferéncia por biopolimeros se deve as suas
propriedades e caracteristicas funcionais, somadas as vantagens da sua
producdo ser independente de condigSes climaticas, permitindo que sejam
obtidos em condi¢Bes controladas e em lotes homogéneos com qualidade
assegurada. O autor afirma que a razfio disso ¢ a especificidade da biossintese
dos microrganismos, o8 quails permitem ainda modificagSes genéticas,
visando a obter polissacarideos com propriedades especificas.



A potencialidade do uso de biopolimeros na moderna indastria de
alimentos € um consenso na literatura existente. Diversos autores, entre eles
SANDERSON (1981 e 1990), RINAUDO (1993), MISAKI (1993);
MARIUZZO et alii (1993) e SCAMPARINI (1993) concordam que, devido as
suas propriedades funcionais versateis, os biopolimeros podem se tornar uma
ferramenta poderosa para se criarem novas texturas e, conseqlientemente,
permitir a criagéio de novos e diferenciados produtos.

Além da possibilidade dos biopolimeros substituirem e imitarem a
textura dos polissacarideos clédssicos, agindo em baixas concentragdes,
observa-se atualmente um grande avango nas pesquisas sobre sinergismo,

onde polissacarideos convencionais séo associados a biopolimeros visando a
intensificar as propriedades funcionais (NISHINARI & DOI, 1993).

WELL, citado por SANDFORD (1979), estimou o consumo mundial de
polissacarideos, excetuando os amildceos, em 150 milhSes de libras (68 mil
toneladas), em 1973. De acordo com o mesmo autor, o consumo geral de
polissacarideos vinha crescendo a uma taxa de 2% ao ano, enquanto que essa
taxa, para o0s polissacarideos microbianos, era de 8% ao ano, devido
principalmente ao crescimento da uvtilizac8o da goma xantana na indistria de
petroleo.

0 Brasil ¢ um tradicional importador de polissacarideos para uso
industrial, com excec¢fo dos amildceos, e segue a tendéncia mundial, na qual
0s biopolimeros vém crescendo no total das importacSes. Uma amostra disso
¢ dada pela CACEX, segundo a qual, no periodo 84/86, a importaciio de goma
xantana evoluiu de 29,9 toneladas para 132,6 toneladas.

Apesar das amplas possibilidades do uso de biopolimeros em
alimentos, os mercados de consumo mais importantes para polissacarideos
s80 as indistrias de petroleo, de mineragfio, téxtil e termoquimica, de tintas de
impressdo, de papel, cosmética, farmacéutica, e de produtos agropecuérios,
onde além de serem utilizados como formadores de gel, espessantes e agentes
de suspensdo, sfo utilizados, também, por suas propriedades {floculantes,
adesivas, formadoras de filmes, lubrificantes e redutoras de fricgfio. Observa-
se nesses setores uma continua substituicio dos polissacarideos
convencionais por produtos de origem microbiana (SANDFORD et alii, 1984,
LOPEZ et alii, 1991 e SCAMPARINI et alii, 1992).



Entretanto, a obten¢fo de biopolimeros para consumo humano ¢ uma
tarefa mais complexa do que para a utilizacfio em outros produtos, uma vez
que estes devem ser considerados seguros do ponto de vista alimentar e,
portanto, satisfazer os severos codigos e legislacBes alimentares, atualmente
em vigor. Uma amostra disso ¢ que, apesar de a pesquisa em biopolimeros ter
sido iniciada h4 mais de trés décadas, até agora apenas dois biopolimeros
foram aprovados para uso alimentar nos EUA: xantana e gelana.

Selecionar  variedades de  microrganismos que  produzam
polissacarideos em quantidade e com propriedades economicamente
interessantes € um desafio que vem sendo enfrentado por varios grupos de
pesquisa, envolvendo universidades e o segmento Industrial, principalmente
nos paises economicamente desenvolvidos, como EUA, Japdo, Canada e
Franca.

Embora essa drea de pesquisa tenha avangado muito nos Gltimos
tempos, € fato reconhecido que apenas poucos microrganismos foram
estudados completamente dentre a vasta gama de microrganismos produtores
de biopolimeros, onde os fungos e bactérias sfic 0s mais promissores.

Uma amostra da complexidade dos fatores que interferem na selegdo
de microrganismos viaveis de produzir polissacarieos ¢ a constatacio de que,
dos muitos microrganismos que crescem em meio solido produzindo colénias
gomosas, somente uma fracdo destas coldnias produzem polissacarideo
extracelular em cultura liquida, e destas, sfo poucas as que convertem o
substrato de cultivo em quantidades de polissacarideos economicamente
vidveis. Ademais, € preciso levar em consideragBo se o biopolimero ¢
hidrossoliivel ¢ apresenta propriedades funcionais de interesse comercial.

Os biopolimeros sintetizados por bactérias sdo divididos em trés
grupos, segundo sua localizagdo morfologica: intracelular, integrante da
parede celular e extracelular. A pesquisa visando a aplicagfo industrial, de
modo geral, estd concentrada nos polissacarideos extracelulares, pois resultam
em processos de extracdo e purificag8o mais simples, além de possibilitarem
produtividade mais elevada. Bactérias Gram-negativas também tém sido
reputadas como as de maior aptiddo para o processo. E obvio que os
biopolimeros de malor viabilidade industrial para uso alimentar sfo o8
produzidos por bactérias nfo-patogenicas.



2. OBJETIVOS e JUSTIFICATIVA

O principal objetivo do trabalho foi selecionar do ambiente de uma
imdustria processadora de cana-de-agiicar uma bactéria Gram-negativa, com
alto potencial de producéio de biopolimero e com propriedades funcionais de
interesse comercial. Os objetivos especificos foram:

- Isolar e selecionar, bactérias Gram-negativas, bastonetes, nfo
patogénicas produtoras, de biopolimero extracelular, em meio liquido;

- Identificar a bactéria com o mais alto potencial de produgiio de
biopolimero de alta qualidade;

- Determinar a cinética de crescimento celular da bactéria em estudo;

- Determinar os pard@metros de producfo: meio de producio de células,
meio de producdo de biopolimero, concentracdo e tipo de agicar, pH e
temperatura;

- Determinar o comportamento reologico de solugdes aquosas do
biopolimero obtido.

Como justificativa para o presente trabalho, pode-se afirmar que
bactérias promissoras quanto a produgfo industrial de biopolimeros, como as
dos géneros Xanthomonas, Pseudomonas e Beijerinckia, sio abundantes na
microflora do Brasil, ao contrario da microflora da maioria dos paises com
pesquisa avangada nessa area. Essa € uma razdo suficiente para que se
pesquise linhagens desses microrganismos, visando a conhecer sua
produtividade, propriedades do polimero sintetizado e sua potencialidade de
aplicagdo industrial.

Outra importante razio € a riqueza de materias primas de que o pais dispde,
como o agtcar de cana, componente representativo do meio de produgio, bem como
o alcool etilico, produto largamente utilizado na recuperacio de biopolimeros. O
Brasil € o maior produtor de agiicar de cana e 4lcool etilico do mundo (FAQ, 1990).
Esses fatores podem tornar possivel a producfo de biopolimeros a um custo
altamente competitivo no mercado internacional.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Introducio

Dentre os microrganismos que produzem biopolimeros, os que podem
render quantidades economicamente aproveitiveis sfo escassos. Entretanto,
para uma dada espécie, a produtividade pode ser aumentada pela modificacéo
de cultivo, pela variag8o na quantidade e tipo de nutriente, temperatura, pH e
outras condigdes (WILKINSON, 1958).

Vérias espécies de fungos e leveduras produzem polissacarideos
extracelulares; no entanto, os produtos poliméricos de bactérias nfo-
patogénicas sdo os que tém maior viabilidade industrial e comercial. Até o
momento, nenhum poligsacarideo de natureza bacteriana foi produzido no
Brasil em nivel industrial. Enfretanto, ja foram realizadas pesquisas no
Departamento de Ciéncia de Alimentos da FEA - Universidade Estadual de
Campinas, envolvendo a selecfio de linhagens de Xawnthomonas, produgfio e
determinagio da estrutura da goma xantana. No Departamento de Engenharia
de Alimentos da FEA, foram realizadas pesquisas sobre a producfo de
dextrana-sacarase por Leuconostoc mesenteroides NRR1 B-512(F), onde
foram estudados meios alternativos de producio. Foi também desenvolvido
um projeto de produgio de dextrana-sacarase, com o objetivo de extrair e
purificar dextrana-sacarase para ser aplicada na sintese de dextrana. Ainda na
Universidade Estadual de Campinas, no Departamento de Genética do
Instituto de Biologia, estdo sendo feitas modificagbes genéticas das linhagens
selecionadas visando a melhorar o rendimento no processo de producio de
polissacarideos (SCAMPARINI ¢ ROSATO, 1987; MAUGERI FILHO, 1988;
SCAMPARINI, 1991; SCAMPARINI et alii 1992 e 1992a; SCAMPARINI
1993; VENDRUSCOLO et alii, 1993 e ROSATO et alii, 1994).



3.2 Biopolimeros produzidos por microrganismosl

Pesquisas inicladas em 1945, nos E.U.A., e concluidas na década de 60,
com o proposito de conseguir linhagens que produzissem maior quantidade
de dextrana, terminaram encontrando novas bactérias produtoras de
biopolimeros. Posteriormente, com o objetivo especifico de reduzir custos, os
rumos da pesquisa nessa 4area visavam a substitui¢io de biopolimeros
origindrios de plantas por biopolimeros microbianos. Atualmente, estiio sendo
obtidos biopolimeros com caracteristicas especificas ¢ inicas, que garantemn
um grande espago nas aplicacdes industriais. Diferentes aplicagdes requerem
diferentes propriedades, e como as propriedades estfio relacionadas ao tipo de
biopolimero, impde-se a necessidade de se pesquisarem cada vez mais novos
biopolimeros.

Dextrana

A dextrana foi o primeiro polissacarideo de origem bacteriana a ser
produzido em escala industrial. Sua produ¢fio em larga escala teve inicio na
Suécia, 1942 a 1944, na Inglaterra em 1947 e nos B.UA. em 1949. E
largamente utilizada na indistria farmac@utica, tendo seu uso ja consagrado
com fins clinicos, porém o seu potencial de aplicagdo se estende as industrias
quimica, petroquimica, fotografica e de alimentos.

As aplicagBes da dextrana dependem pricipalmente do seu peso
molecular. Quando este € superior a 25 milhdes de daltons, pode ser utilizada
na extracio de petréleo, como agente de impermeabilizagfo, em lamas de
perfuracio ou, ainda, na recuperaciio do petrélec. A dextrana de peso
molecular médio é usada na indistria de alimentos, como agente modificador
de textura, gelificante ¢ estabilizante; na industria farmacéutica, como
substincia de encapsulagiio e vetor de medicamentos e, na indistria quimica,
pode ser usada na fabricago de peneira molecular utilizada no isclamento e
purificaciio de produtos bioldgicos, tais como enzimas. A dexirana de peso
molecular baixo, quando em solug¢Bo aquosa, apresenta propriedades

1A revissio bibliografica deste trabatho limitou-se aos polimeros extracelulares produzidos por bacterias
Gram-negativas.



semethantes 4 do plasma sanguineo; por essa razio, ¢ usada ha mais de trinta
anos como substituto do plasma sanguineo.

Estudos de obten¢do de Dextrana-sacarase por fermentagdes tipo
batelada e batelada alimentada, fermentagdes continuas, e de separacdo da
dextrana pelo método tradicional com uso de alcool ou pelo método mais
atual, separagdo em fase liquida com uso de polietilenoglicol, tem sido
realizados por QUEIROZ (1987) e VILOCHE-BAZAN (1994).

Xantana

A xantana foi o segundo polissacarideo microbiano usado na indistria

de alimentos, como espessante, emulsificante, estabilizante ¢ agente de
suspenséio, aprovado pelo FDA (Food and Drugs Administration) desde 1969,
A estabilidade de suas solucdes 4 temperatura permite 0 Uso €M processos em
que sfo necessarios congelamentos e descongelamentos. Seu uso foi aprovado
no Canada , Dinamarca e Nova Zelandia (SANDFORD, 1979).
No Brasil, a adiciio de xantana em alimentos € permitida desde 1965, pelo
Decreto lei N © 55,871, da Legislacio Brasileira de Alimentos (ABIA, 1965).
As concentracBes permitidas nos diferentes tipos de alimentos estdo
especificadas na Tabela de Aditivos Intencionais (ABIA, 1992)).

Dentre os usos da xantana, destaca-se a aplicacio em lamas de
perfuracio de pogos de petrdleo. Este polimero tem sido considerado
adequado para esse uso devido a estabilidade de suas solugBes em larga faixa
de pH e temperatura, estabilidade a ifons mono e divalentes, e a0
comportamento pseudoplastico de suas solugdes. Esta Giltima caracteristica do
comportamento de suas solugdes facilita operagSes de bombeamento
(WELLS, 1977). Outra utilizagio nesta 4rea € a de recuperacio melhorada de
petroleo (SANDVIK & MAERKER, 1977).

Na agropecudria, ¢ utilizada como agente de suspensfo de vitaminas ¢
minerais para suplementos liquidos na alimentagdo de animais, e
especificamente para suspender proteinas nos substituintes de leite para
bezerros (BETZ, 1979). As propriedades reologicas das solugbes da goma
xantana aumentam a capacidade de dispersdo das suspensdes de fungicidas,
herbicidas e inseticidas, e também a capacidade de aderéncia a vegetacfo
(COTTRELL, 1979). Ainda no campo industrial, é utilizada como espessante



em pastas de impressfio na indistria téxtil e também na formulaciio de
explosivos (SANDFORD, 1979).

A xantana ¢ também usada como agente estabilizante em diversos
produtos cosméticos e farmacéuticos, por ndo apresentar efeitos téxicos , néo
induzir a reagSes alérgicas e, ainda, por sua compatibilidade com sais
minerais (COTTRELL, 1980).

Curdulana

O polissacarideo extracelular curdulana, isolado por HARADA (1965),
€ produzido por uma bactéria do solo, Alcaligenes faecalis, var. mixogenes. O
uso deste biopolimero nfo ¢ permitido nos EUA, porém ¢ extensamente usado
no Japdo em diversos alimentos processados. Esse polissacarideo forma géis
opacos, que sdo irreversiveis ¢ nfo sdo afetados pelo resfriamento,
aquecimento ou congelamento. Tem capacidade de formar gel em uma ampla
faixa de pH, sem apresentar sinerese (MAEDA et alii 1967, HARADA, 1979
e HARADA et alii 1986).

De acordo com SLODKI & CADMUS (1979), a curdulana é utilizada
como gelificante em ragfo animal, como ligante em tabaco e como agente
imobilizador de enzimas.

MIWA et alii (1993) mostraram que a curdulana tem duas categorias
de aplicagfo : uma como aditivo para melhorar o efeito de qualidade; a outra
como ingrediente essencial de alimentos nos quais se utiliza a caracteristica
de nfo-fusdo de seu gel mesmo quando aquecido acima de 100 OC.,

Alginato bacteriano

E um polissacarideo extracelular isolado da bactéria Gram negativa,
Azotobacter vinelandii. A séria limitag8o para producfio desse alginato é que
esta bactéria produz a enzima “algin lyase", que causa a degradaciio do
polissacarideo, resultando na perda de viscosidade da solugfo. A adicfo de
enzimas proteoliticas no meio de cultura pode prevenir a perda de viscosidade
durante a produgiio (DEAVIN et alii 1977).

Esse alginato tem propriedades similares ao alginato de algas e forma
gel na presenca de céleio (SUTHERLAND, 1982 e 1983).



Zanflo

Zanflo € um polissacarideo extracelular produzido por uma bactéria
Gram negativa, isolada pelo programa de "screening”, efetuado pela empresa
Kelco Co. , EUA. Mesmo esse polissacarideo formando solucSes de maior
viscosidade que a xantana e sendo compativel com cétions, suas aplicacSes
em alimentos ainda ndo foi permitida, tendo sido utilizado, até o momento,
como espessants em tintas latex (SANDFORD, 1982).

Gelana

A gelana € um polissacarideo extracelular produzido pela bactéria
Gram negativa, Pseudomonas elodea, isolada do tecido da planta Elodea, na
Pennsylvania, EUA (KANG et alii 1982). Segundo SANDERSON &
CLARK, (1983); MORRIS (1990) e CARROLL et alit (1983) este
biopolimero € o Unico "agente gelificante universal microbiano” produzido
até o presente momento . Foi aprovado pelo FDA em 1990, para uso limitado
a alguns tipos de alimentos, como geléias, coberturas para tortas e frutas,
congelados, "fondant" e "marshmallow" (SANDERSON, 1990). Os géis
obtidos com gelana sdo firmes, transparentes e brilhantes.

Welana

A welana, produzida por Alcaligenes sp, ¢ um polissacarideo
extracelular, cujas solugdes aquosas s@io altamente viscosas e estaveis a
temperaturas superiores a 150 0C (KANG et alii, 1983). E empregada como
agente de suspensdo e na manutencio de fluidos de perfuragiio na prospeceio
de pocos de petréleo e na mineracdo (CRESCENZI et alii, 1986; KIRIAKI &
TAKO, 1990 e MASAKUNI & MASAHIRO, 1990).

Succinogiucanas

Succinoglicanas é o nome genérico de um grupo de polissacarideos
produzidos por Pseudomonas sp, que atualmente vém sendo produzidos pela



empresa comercial Shell Co. , Inglaterra, para utilizagio na recuperacio de
petroleo (DUSSAP et alii, 1991 e PONS et alii, 1989).

Biopolimero produzido por Pseudomonas sp 11264

Pseudomonas sp 11264, isolada de efluentes ricos em carboidratos,
produz. um biopolimero com propriedades gelificantes. A viscosidade das
solugbes deste biopolimero ¢ dependente da temperatura (WILLIAMS et alii,
1979).

Biopolimero produzido por Pseudomonas atlantica

Pseudomonas  atlantica produz um polissacarideo extracelular
denominado "glycocalys”. Sua maior produgdio ocorre na fase estaciondria,
quando a célula mostra-se na energia metabdlica maxima (UHLINGER &
WHITE, 1983).

Biopolimeros produzidos por Pseudomonas sp NCMB 2021

Pseudomonas sp linhagem NCMB 2021, bactéria encontrada na dgua
do mar, é capaz de preoduzir biopolimero extracelular em duas fases: na fase
exponencial de crescimento, produz um biopolimero que forma solugdes
muito viscosas em agua, forma gel reversivel em concentragdes elevadas,
precipita com cétions multivalentes e, no final da fase exponencial e na fase
estaciondria, produz outro biopolimero que, mesmo em altas concentragdes
forma solucdes aquosas com baixa viscosidade (CHRISTENSEN, et alii
1985).

Biopolimero produzido por Pseudomonas sp EPS-5028
O biopolimero sintetizado por Pseudomonas sp EPS-5028, forma

solugles viscosas, em concentracdes de 1% em 4gua deionizada. Esse
polissacarideo pode ser produzido usando-se varias fontes de carbono, tais
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como galactose, glicose, sacarose e lactose, sendo que o rendimento depende
da fonte de carbono utilizada (CONGREGADO et alii , 1985).

Biopolimere produzido por Pseudomonas sp GSP-910

MANRESA et alii (1987) estudaram a produgdo de um biopolimero
extracelular por Pseudomonas sp GSP-910, isolada do solo. Este biopolimero
forma solugdes altamente viscosas em baixas concentracdes, estaveis na faixa
de temperatura de 25 a 45 0C ¢ na faixa de pH de 2 a 12, na presenca de sais
monovalentes. Na presenca de cétions divalentes, como Cat+, as solugdes
contendo 1% deste polissacarideo gelificaram. Os autores sugeriram as
mesmas aplicagdes da xantana para este biopolimero.

Os cinco tltimos biopolimeros produzidos por Pseudomonas, ainda nio
tiveram o potencial de uso considerado.

Biopolimeros produzidos por Beijerinckia

Somente quatro espécies de Beijerinckia foram identificadas até hoje:
Beijerinckia indica (DERX, 1950); Beijerinckia mobilis (DERX, 1950a)
Beijerinckia fluminensis (DOBEREINER & RUSCHEL, 1958) e Beijerinckia
derxii (TCHAN, 1956). O género Beiferinckia, aparentemente parece estar
distribuido somente em solos tropicais e, em menor, quantidade em solos
subtropicais.

A obtengdo do polissacarideo extracelular produzido pela bactéria
Beijerinckia indica, linhagem Hawai-2, foi estudada pela primeira vez por
LOPEZ & BACKING em 1968, nos Paises Baixos. Qs resultados
apresentaram dados de producéo para o meio liquido utilizado e composicio
do polissacarideo.

HAUG & LARSEN, (1970) estudaram a composi¢do do polissacarideo
extracelular obtido por Bejjerinckia indica em meio liquido. A determinacio
dos grupos acetil foi feita de acordo com KUNZ & HUDSON. Para analise do
grau de acetilagfo, o biopolimero foi hidrolisado 5 horas com 4cido sulfirico
2N a 100 ©C. Os constituintes do biopolimero, glucose e acidos urdnices,
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foram determinados por cromatografia em papel. A presenca do 4cido
gulurdnico foi confirmada por reagfio de carbazol.

COOKE & PERCIVAL (1975) investigaram a estrutura do
polissacarideo extracelular produzido por Beijerinckia mobilis, esta
considerada uma variante da Beijerinckia indica. Apds a remogdo dos
contaminantes protéicos, o polissacarideo foi separado em polissacarideo
neutro e polissacarideo acido. A fragfo neutra continha glicose, arabinose e
ramnose. O polissacarideo 4cido continha dcido glucurdnico, glicose , 4acido
acético e acido pirGvico.

BECKING (1974) estudou as caracteristicas morfoldgicas, a formagio
das substincias de reservas e os aspectos ecoldgicos de distribuicdo de
Beijerinckia. Seu trabalho relatou a quantidade de polissacarideo obtido no
meio liquido utilizado e sua composicio. Esse trabatho é o {inico apresentado
no Manual de Bergey, sobre Beijerinckia derxii.

O polissacarideo extracelular, denominado PS-7, produzido por
Beljerinckia indica (Azobacter indicum), descoberto por KANG &
McNEELY, (1976 e 1977), U.S patente 3.960.832, embora forme soluctes
com viscosidade e estabilidade 4 temperatura, superiores as solugdes de
xantana, ¢ com capacidade de formar gel na presenca de cations ou fons
polivalentes, teve seu uso sugerido somente para tintas (SUTHERLAND,
1983). Segundo SANDFORD (1979), esse polissacarideo foi desenvolvido
pela empresa comercial Kelco Co.; porém, sua utilizagfo s6 é recomendada
para uso em lamas de perfuragfo para pogos de petréleo. Apesar dos testes
realizados para determinar a eficiéncia como agente de suspensfio terem
demonstrado que este polimero ¢ o melhor agente de suspensdo ja testado,
outros potenciais de aplicagfio foram sugeridos, como adesivos para sementes,
para tintas de base aquosa e para aumento da recuperagfio do Sleo em sistemas
inundados de agua.

No Brasil, extensos trabalhos com bactérias do género Beijerinckia
foram realizados por DOBEREINER (1955, 1958, 1959a, 1959b, 1965 ¢
1976) sempre relacionados com sua capacidade de fixar nitrogénio; porém
nenhum destes trabalhos teve como objetivo verificar a capacidade de estas
bactérias produzirem polissacarideo extracelular.
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3.3 Ocorréncia de Beijerinckia no solo

Os estudos sobre Beijerinckia, como bactéria fixadora de nitrogénio,
foram realizados em vérias partes do mundo, nas décadas de 50 até 70. DERX
(1950) isolou, na Indonésia, um novo género de bactéria fixadora de
nitrogénio, Befferinckia, que mais tarde foi classificada como Beijerinckia
indica var Derx. Esta bactéria também foi isolada por TCHAN (1953), que
estudou a presenca de Beijerinckia no norte da Australia e sua distribuicio
geografica. DOMMERGUES (1963) ¢ MOUREAUX (1954) isolaram
bactérias fixadoras de nitrogénio do solo de Madagascar. KLUYVER &
BECKING (1954) estudaram a Bejjerinckia derx isolada de solos da Guiana
Holandesa.

A presenca de Bejjerinckia no solo do Brasil foi estudada por
DOBEREINER, que relacionou a distribuigdo deste microrganismo no solo
dos seguintes estados : Pernambuco, Para, Rio Grande do Norte, Alagoas,
Bahia, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Seus estudos com
esta bactéria iniciaram em 1935 e foram até 1966. A conclusio destes estudos
quanto a ocorréncia foi de que néo ha presenga de Beijerinckia nas regides de
seca prolongada, como os estados de Pernambuco, Pard ¢ Rio Grande do
Norte. Foi observada ocorréneia de Bejjerinckia, em abundéncia, no solo dos
estados do Rio de Janeiro, Minas Gerals, Alagoas ¢ S#o Paulo.
(DOBEREINER & CASTRO, 1955; DOBEREINER, 1959b e DOBEREINER
& RUSCHEL, 1958).

Estudos sobre a influéncia da cana-de-aglicar na populagiio de
Beijerinckia do solo foram realizados por DOBEREINER (1959b, 1961), que
concluiu ter, a cultura da cana-de-agticar, uma influéne¢ia favoravel no
desenvolvimento desta bactéria.

A faixa de temperatura de crescimento das espécies de Beijerinckia é de
10 a 359C; as mesmas possuem tolerdncia a baixos valores de pH (4.5 2 5,2),
no entanto, ja foram isoladas também em pH neutro, na Ameérica do Sul,
(BECKING, 1961a e FLORENZANO et alii, 1968).
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As bactérias fixadoras de nitrogénio comumente encontradas no solo, e
que foram estudadas, produziram quantidades variadas de polissacarideo
(KANG & McNEELY, 1977 e JARMAN, 1979).

3.4 Sintese do biopolimero

Morfologicamente sdio trés os tipos de biopolimeros encontrados :
intracelular, da parede celular e extracelular. Por razfes praticas, os
microrganismos que produzem polissacarideo extracelular livre sfo os
primeiros a serem explorados, para evitar os procedimentos dispendiosos de
purificacio que s#io necessarios aos outros tipos de polissacarideos. Os
polissacarideos extracelulares tém um grande potencial industrial, porque
podem ser recolhidos em grandes quantidades no meio liquido (McNEELY &
KANG, 1973). Também, por razbes Obvias, polissacarideos extracelulares
provenientes de microrganismos causadores de doengas humanas tém sido
evitados. Felizmente, existern muitos microrganismos ndo-patogénicos ao
homem, que produzem polissacarideos extracelulares (SANDFORD, 1979).

Os biopolimeros extracelulares estdo localizados fora da parede celular,
sendo que alguns sdo encontrados ligados as células, como uma verdadeira
capsula. No entanto, outros sdo excretados pelas células no meio de
crescimento. Provavelmente, o polissacarideo extracelular tenha a funco
natural de proteger o microrganismo contra varios fatores adversos do meio
ambiente. Por exemplo: quando na forma de capsula, serviria como protetor
contra ataques de fagéeitos (WILKINSON, 1958).

Em geral, o polissacarideo nfo aparece como fun¢fo de reserva de
fonte de energia. A bactéria normalmente nfo ¢ capaz de catabolizar o préprio
polissacarideo extracelular (WILKINSON, 1[958). Outros autores, como
LOPEZ & BACKING (1968) e BEKING (1974), no entanto, mostraram que a
produgéio do biopolimero, ap6s atingir um maximo de rendimento, diminuia
drasticamente. Os autores consideraram que o biopolimero foi utilizado para
o crescimento das células, visto que o nivel de polissacarideo decrescia
concomitantemente com o aumento do nimero de células.
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Os polissacarideos extracelulares podem ser homopolissacarideos ou
heteropolissacarideos. Para sintese de homopolissacarideo, é requerido um
carboidrato especifico, porque polissacarideos como a dextrana e levana , sfio
produzidos, geralmente, por uma s6 enzima ou por um sistema simples de
enzimas. Por causa da simplicidade do sistema, sdo facilmente adaptados para
produclo livre de células, ou seja, por sintese enzimatica. Em contraste, os
heteropolissacarideos sfio formados a partir de qualquer fonte de carbono
utilizavel, embora a eficiéncia varie consideravelmente, porque o sistema de

enzimas ¢ complexo. Para esse tipo de sistema, a sintese por enzimas néo estd
ainda elucidada (WILKINSON, 1958 e SANDFORD, 1982).

Segundo SANDERSON (1983), a sintese de polissacarideos
extracelulares de bactérias, com excecfo da dextrana, levana e mutana,
envolve aglcares ativados, intermedidrios, na forma de difosfato
nucleotideos.

3.5 Cinética do processo fermentativo

Nos processos de fermentagio aerébica, o microrganismo
desenvolvendo sua atividade vital em meios de elevada complexidade,
transforma certas substincias em outras, podendo conduzir a resultados de
interesse econdmico. A célula viva € o agente responsdvel pela
transformacdo, ela assimila diversos materiais, se reproduz e produz outras
substincias, alterando a composi¢dio do meio em que vive. Segundo
BORZANI (1986), o problema para fazer um estudo de cinética reside em
reconhecer dentre as diversas substincias consumidas e produzidas pelo
microrganismo, quais devem ser escolhidas para o estudo. Durante a
fermentacfio, variam as concentragBes de nutrientes, de produtos e de células.
Partindo-se da hipétese de que a concentragfo de células € uma medida
adequada da concentra¢fo do sistema enzimético, € obvio que o estudo inicial
seja feito em relagfo 4 produgdo de células. BORZANI sugere ainda que seja
determinada, inicialmente, a velocidade especifica de crescimento do
microrganismo, e, em estudos mais completos, a velocidade especifica de
formagfio do produto ¢ a velocidade especifica de consumo do substrato para
avaliacio de um processo fermentativo.
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3.6 Condicdes de produciio de biopolimero

O efeito das condicGes ambientais sobre a produgfio de polissacarideo
extracelular tem sido estudado para culturas em crescimento e com suspensio
de células lavadas. Limitacdes das fontes de nitrogénio, fosfato ou enxofre em
presenca de excesso de carboidrato podem conduzir a umn aumento na sintese
de polissacarideo, embora a quantidade seja também afetada pelo teor de
oxigénio, pH e temperatura, sendo que cada cepa difere em sua resposta ao
efeito das mudancas ambientais e a utilizacdo da fonte de carbono. As
condig¢Ges ideais para crescimento e producfo de polissacarideo em culturas
descontinuas também sédo afetadas pela proporgdo entre o volume de ar e o
volume de meio, presenca ou auséncia de agitagdo e tamanho do indculo,
além dos nutrientes (SUTHERLAND, 1972, 1981, 1982 e 1983).

Como regra geral, para fornecer os nutrientes necessarios para o
crescimento e produgdo de biopolimero, o meio deve ter carboidrato, sais de
amd&nic ou aminoacidos e um nimero de sais inorganicos que servem também
como fonte de fons e que atuam como cofatores na sintese de polissacarideo
(BRESTSCHER & KAISER, 1978 ¢ MIAN et alii, 1978). Os nutrientes
inorginicos comumente requeridos para o crescimento podem ser divididos
em macronutrientes tais como fosforo (KHpPO4); potassio (KCl); magnésio
(MgCly.6H2O ou MgSO04); calcio (CaClp); s6dio (NaCl ou NaxCG03.H0)
que podem ser utilizados entre 0,001 a 4 gramas por 100 ml e
micronutrientes tais como ferro (FeCl3Hp0); manganés (MnSO4.HyO);
zinco (ZnO ou ZnS04.7H70); molibdénio (NapMoO4.H20); iodo (KI) e
cobre (CuS04.5H0), que podem ser utilizados entre 0,5 a 13 mg por 160 ml
(REED, 1983).

3.6.1 Influéncia de nutrientes

Os microrganismos estudados, produtores de biopolimero extracelular,
utilizam carboidrato como fonte de carbono e energia, e também sais de
ambnio ou aminoacidos como fonte de nitrogénio e carbono, além de sais
inorganicos liberadores de {ons, que podem servir como cofatores, sendo que
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alguns microrganismos requerem ainda vitaminas e antibidticos (MONOD,
1949; SUTHERLAND, 1982; BIURSTROM, 1987 e SANDERSON, 1990).

O proprio crescimento do microrganismo pode tornar-se um fator
limitante para seu desenvolvimento, pois suas atividades metabolicas
modificam a composi¢do do meio em que se reproduzem, ¢ dependendo das
condi¢des iniciais e do tipo do microrganismo estes podem cessar suas
fungdes rapidamente. Sfo comumente considerados fatores limitantes: a
exaustio dos nufrientes, o acimulo de produtos metabdlitos tdxicos e as
mudancas de pH, os quais sfo conseqiiéncia do desenvolvimento do
microrganismo (MONOD, 1949). No entanto, existem outros fatores fisicos,
tais como temperatura ¢ aeragéo, que também sfio limitantes, ¢ s#o distintos
para cada tipo de microrganismo, os quais nem sempre sdo conhecidos
{(BORZANI, 1986).

3.6.1.1 Na producio de células

Na obtenc¢do de biopolimero, a fonte de carboidrato pode ser a mesma
para a produgio de células e para a fase de fermentacdo, porém as
concentracdes devem ser diferentes para cada etapa. As concentragles dos
aglicares preferidos na produgdio de células ou inoculo, glicose ou sacarose,
variam de 0,2 a 2,0 % (SANDFORD et ahii, 1977, MARQUEZ et alii,1986;
MOCHI & SCAMPARINI, 1992 ¢ VOLPATO & SCAMPARINI, 1993).

SANDFORD et alii (1977) mostraram que, para a Xanthomonas
campestris NRRL-B-1459, quando foi utilizado o meio contendo baixas
concentracbes de carboidrato (0,2%), no primeiro estigio ¢ crescimento
celular ocorreu normalmente, mas o microrganismo ndo sintetizou o
biopolimero. Entretanto, com o aumento da concentragdo do carboidrato,
houve produgfo de biopolimero.

MORAINE & ROGOVIN (1973), estudando a cinética de fermentagio
de xantana, concluiram que a taxa de crescimento aumenta com 0 acréscimo
da concentragio dos nutrientes e que o nitrogénio € consumido
exclusivamente para o crescimento, uma vez que a concentragdo celular
cresce com o aumento da concentragio de nitrogénio no meio.
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3.6.1.2 Na producio de biopolimero

SUTHERLAND (1982), em uma extensa revisfo, com mais de 150
trabalhos, mostrou a influéncia da composicio do meio de cultura,
especialmente quanto a fonte de carbone, nitrogénio e ions, na producfio de
polissacarideo extracelular. A composico do biopolimero independe da
natureza ou do tipo de carboidrato utilizado como fonte de carbono (LILLY et
alii, 1958; UHLINGER & WHITE 1983; SUTHERLAND 1982 e MANRESA
et alii, 1987). No entanto, a composi¢do global do meio ¢ as concentragdes de
seus constituintes podem influenciar o rendimento do biopolimero. A maioria
dos meios de produgdio sdo baseados na alta relagdo entre carbono e
nitrogénio, a qual favorece a producfio de biopolimero, segundo DUGUID &
WILKINSON, 1958 ¢ CORP, 1964. Nutrientes limitantes, como enxofre,
magnésio, potassio e fosforo, foram utilizados no lugar do nitrogénio
(WILKINSON,1953). Segundo SUTHERLAND (1983), foi observado que,
em culturas continuas, o polissacarideo difere nas propriedades reologicas
como no grau de acilagdo, conforme o nutriente limitante utilizado.

CADMUS et alii (1976), em estudos utilizando meio smtético na
produgfo de xantana, concluiram que baixos teores de nitrogénio (0,1%) e ar
(0,25 litro/min) favoreceram a formagfio de xantana com baixo teor de
piruvato, enquanto que o aumento de nitrogénio (1,5%) e fluxo de ar (1,5
litto/min), juntamente com a adicdo de KoHPO4, favoreceu a formagio da
xantana com alto teor de piruvato.

As fontes de carbono mais utilizadas na produg8o de biopolimero séo a
glicose e a sacarose, tendo sido utilizadas na produglo de xantana nas
concentracdes de 2 a 7% (CHEN et alii, 1975; CHEN & TSOU, 1976;
JEANES et alii, 1976 e 1977, CADMUS et alii, 1976 ¢ 1978, SOUW &
DEMAIN, 1979; CRUZ, 1983 ¢ MOCHI & SCAMPARINI, 1993). Na
produciic de dextrana e curdulana, tém sido usadas concentragdes de 2 a 10%
(MURPHY & WHISTLER, 1973, QUEIROZ, 1987; HARADA et alii, 1966);
e em producdes de biopolimeros por Pseudomonas, as concentragles
utilizadas tém sido de 1 a 5% {(KANEKO & KANG, 1979 e CHRISTENSEN
et alii, 1985).
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3.6.2 Influéncia do pH

Para a maioria das bactérias, o pH 6timo de crescimento localiza-se
entre 6,5 e 7,5. Quande as bactérias sdo cultivadas num meio originalmente
ajustado a um pH determinado (pH 7, por exemplo) é provavel que este pH se
altere, pelo resultado das substincias produzidas pelo microrganismo, que
tanto podem ser 4cidas como basicas. O desvio do pH pode ser tdo grande que
ventha a limitar o crescimento do microrganismo. Para evitar essas mudancas
radicais de pH deve-se fazer o uso de tampéo, ¢ qual sera incorporado ao
meio de cultura. A combinagio de KHpPO4 e KoHPO4 ¢ largamente
empregada como tamp#o, nos meios bacteriologicos (PELCZAR et alii,1980).

SILMAN & ROGOVIN (1970) estudaram a producfio do biopolimero
por Xanthomonas campestris e concluiram que, para o meio e condigdes
utilizadas, a produgiio da xantana ¢ funcfio do pH e da taxa de diluicdo. A
faixa de pH utilizada no experimento foi de 7,1 a 7,5. SOUW & DEMAIN
{1980) estudaram o efeito da concentracéo do citrato na produgfio de xantana
por Xanthomnas campestris NRRL-B-1459 e conclufram que o cifrato, nas
concentracdes de 4,7 a 9,4 mM, estimulou a produciio da xantana; porém,
essa melhora na produgio s6 ocorreu quando o pH nédo foi controlado, ja que
o controle de pH elimina estes efeitos benéficos.

KANG et alii (1982) estudaram a producéo do biopolimero obtido por
Pseudomonas elodea em meio quimicamente definido e pH ajustado em 6,5, e
o ajuste do pH foi feito usando KOH 4,45 N ou NaOH 6,25 N.

Segundo SANDFORD et alii (1977), um indicador do comportamento
da goma xantana em solugdo é o contetddo de dcido piravico, o qual é
influenciado pelas condigdes de tempo de fermentagiio e pH. TAIT et alii
(1986) conclufram que o pH 6,4, considerado baixo para esse tipo de
fermentacdo, néo afetou a produgdio da xantana, em processo descontinuo,

MARQUES et alii (1986), para a linhagem de Pseudomonas sp EPS-

5028, constataram que a quantidade de polissacarideo produzido, quando o
pH foi ajustado para 7,0, dependeu do contetido de fosfato presente no meio.
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Em 1985, CONGREGADO et aln concluiram em seu estude com
Pseudomonas sp EPS-5028, que o pH exerce uma profunda influéneia no
crescimento de células e na produgdo do polissacarideo. O acréscimo ou o
descréscimo na producio do polissacarideo também estio relacionados com a
quantidade de sais adicionados. Para esse experimento, o melbhor volume de
solugfo salina por litro de meio foi de 4 a 6 ml.

Segundo HARADA et alii (1966, 1977 e 1981) ¢ NAKANISHI et alii
(1974), o melhor pH para produgéio de curdulana é o pH 7,0.

MONOD (1949) considerou que o crescimento total do microrganismo
depende da natureza dos fatores limitantes ¢ que o pH ¢ um dos fatores
limitantes mais comuns, depois da exaustdo dos nutrientes e do actimulo de
produtos toxicos.

O pH dentro de certos limites (6,5 a 8,0) tem pouca influéncia na taxa
de crescimento, mas pode influenciar no numero total de bactérias. No
entanto, valores de pH extremamente baixos (menores que 4,5) podem levar o
* microrganismo rapidamente & morte (CASTRO, 1993),

3.6.3 Influéncia da temperatura

A temperatura 6tima de crescimento pode nfo ser a temperatura étima
para outras atividades celulares, como, por exemplo, a producdo de
biopolimeros. O limite térmico para as bactérias mesofilas € de 15 a 45 0C
(PELCZAR et alii, 1980). Com relagdo ao tempo de geragfo, os mesmos
autores afirmam que variagdes de temperatura também podem influenciar os
processos metabblicos ¢ a morfologia celular. CASTRO (1993) tambeém
afirma que o tempo de geragio é altamente influenciado pela temperatura de
incubaciio, podendo duplicar na faixa 6tima, para uma diferenca de 10°C e
quintuplicar para 100C acima ou abaixo da faixa 6tima de temperatura .

Um aspecto importante a ser considerado no estudo das fermentagles

reside no fato de que as concentragdes das enzimas e catalisadores das
reacdes que se processam, ndo se mantém constantes com o tempo. Em
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alguns casos, uma decomposicio relativamente rapida desses catalisadores
pode ocorrer devide a condigdes ambientais pouco favoraveis,
particularmente a temperatura (BORZANI, 1986). O agente responsavel em
wim processo fermentativo € a célula viva, que assimila diversos materiais, se
reproduz e produz outras substincias, alterando profundamente o meio em
que vive. Para cada bactéria, hd uma temperatura 6tima de crescimento; no
entanto, a temperatura de producdo de polissacarideo nem sempre ocorre
nessa temperatura, mesmo quando se encontra em meio adequado de
mutrientes (BORZANI, 1986; CONGREGADO et alii, 1985 ¢ MANRESA et
alil, 1987).

Estudos realizados por MIAN et alii, em 1978, com Pseudomonas
aeruginosa utilizaram a mesma temperatura de crescimento da célula para
produ¢do do biopolimero, ou seja, 30°C. KANG et alii (1982), para obter
biopolimero por Pseudomonas PS-60 em meio com agitagdio, utilizaram a
temperatura de produgfo entre 30 e 330C. CONGREGADO et alii (1985), na
producdio de biopolimero EPS-5028, por Pseudomonas sp, utilizaram duas
temperaturas e verificaram que a melhor temperatura de crescimento foi a
30°C, enquanto para produgio do polimero, a melhor temperatura foi a 25°C.

MANRESA et alii (1987) determinaram que a melhor temperatura para
sintese do polimero por Pseudomonas sp. GSP-910 foi a 25°C, enquanto que
a maxima biomassa foi obtida a 18°C.

A temperatura utilizada por LOPEZ & BECKING (1968), para
obtengdo de biopolimero por Bejjerinckia indica, foi 30°C, enquanto a
utilizada para obtengdo do biopolimero por Pseudomonas sp NCMB-2021
variou de 20 a 22 °C (CHRISTENSEN et alii, 1985).

3.6.4 Influéncia da aeracio

A agitacfio adequada satisfaz uma necessidade basica em fermentagao,
que é a homogeneidade do cultivo, impedindo a ocorréncia de diferentes
concentragdes de nutrientes, pH e temperatura, além de dispersar as bolhas de
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ar na massa liquida, permitindo, assim, que o oxigénio do ar chegue ao
microrganismo (BRUNELLO & CONCONE, 1936).

A aeragdo, ao contrario do que se poderia pensar, ndo tem nenhum
efeito no tempo de geracdo do microrganismo, mas aumenta
consideravelmente o total da massa bacteriana. A oxigenacdo, além de manter
a cultura por mais tempo em metabolismo oxidativo, gerando, portanto, mais
ATP para a biossintese, parece promover a oxidagdo de certos produtos que se
acumulam no meio de cultura, resultantes do proprio metabolismo celular, e
que sfio toxicos para as bactérias (CASTRO, 1993).

Agitagdo e aeragio slo fatores importantes a serem considerados nas
fermentacdes que utilizam microrganismos aerdbicos, principalmente em
processos continuos; no entanto, em produgdes descontinuas, a agitaco e o
volume de ar sdo também importantes, pois os processos de reprodugio de
microrganismos se ddo em presenga de oxigénio, e em determinadas
fermentacBes a necessidade de oxigénio ndo € sé para produzir células, mas
também para aumentar o rendimento dos produtos destas fermentagdes
(BRUNELLO & CONCONE 1986).

Em 1982, KANG et alii, visando a produzir gelana em fermentadores
com capacidade de 30 litros, utilizaram uma agitacio de 400 a 800 m/min e
uma taxa de aeracdio de 2 ( meio/ar, v/v/m). A eficiéncia de conversdo em
relacdo & fonte de carbono inicial, para uma fermentagdo de 50 horas, foi de
50%.

LOPEZ & BACKING (1968) produziram biopolimero com a bactéria
Beijerinkia, utilizando agitador do tipo rotativo para pequenos volumes, ou
seja, 25 ml em Erlenmeyer de 100 ml, e para quantidades maiores, 1 litro em
frascos "Kluyver" com capacidade de 2,5, litros com aeragdo através de ar

comprimido.
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3.7 Meios utilizados na producéio de biopolimeros

3.7.1 Dextrana

A dextrana ¢ produzida pela enzima extracelular dextrana-sacarase;
portanto, sua obtengdo pode ser feita na presenca ou auséncia de células, isto
¢, pelo processo convencional ou pela sintese enzimatica, utilizando-se
enzima purificada. Conhecendo-se a enzima produtora, torna-se mais facil
determinar o meio de produgfo. O meio convencional usado contém em g/l :
sacarose 100, extrato de levedura 2,5; MgSQ4.7H>0 0,20; KoHPO4 5.0 ¢ o
pH ajustado para 7,0. O rendimento para esse meio é proéximo a 25 %. Esse
meio produz dextrana de alto peso molecular (JEANES et alii 1948 ¢
JEANES, 1965). Segundo MURPHY & WHISTLER (1973), variando-se a
concentragdo inicial de sacarose ou adicionando outros aglcares ou
oligossacarideos de baixo peso molecular , inclusive dextrana hidrolisada,
pode-se obter dexirana de baixo peso molecular no proprio meio de produgio.
Outro meio de produzir dextrana com peso molecular entre 10 000 e 300 000
¢ variando as concentracBes de sacarose entre 20 e 80 % e adicionando
carboidratos como glicose , frutose, maltose, oligossacarideos ou dextrana.

A maioria das dextranas comercials sdo produzidas pelo processo
convencional. ALSOP (1983) relatou, na produgéio de dextrana nativa, que a
concentragio de sacarose a qual apresenta maior rendimento industrial € de
17%, nfo sendo adicionados outros aguicares. QUEIROZ (1987) usou um
meio para produgdo de dextrana, com a seguinte composicdo em g/1: sacarose
40, extrato de levedura 20, KaHPO4 20, MgSO4 0,2, NaCl 0,01, Fe804 0,01,
MnSO4 0,01 e CaClp 0,02.

Qutras fontes de nutrientes, como melaco e agua de maceracdo de
mitho, foram utilizadas para substituir o extrato de levedura. Quando se
utilizou 4gua de maceragfio de milho, nfio se obteve nenhum incremento
significativo na produgfo de dextrana-sacarase. A adigfio ou omissio de sais
no meio com melaco niio modificou de forma significativa a produgiio de
dextrana-sacarase. QUEIROZ (1987) testou concentragdes de 0 a 30 g/l de
fosfato, para as quais obteve um aumento significativo de dextrana-sacarase,
quando se aumentou o teor de fosfato, verificando que, acima de 30 g/l, houve
queda na produgdo da enzima.
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3.7.2 Xantana

A produgfio de xantana utilizando diversas fontes de carbono fol
estudada por LILLY et alii (1958). O meio continha glicose de amido ou
sacarose, caseina hidrolizada e sais minerais. O rendimento obtido foi de até
6g de polissacarideo por litro de caldo de fermentago. No entanto, a primeira
tentativa de determinacfo dos requerimentos nutricionais de Xanthomonas
campestris NRRL-B-1459 foi feita por ROGOVIN et alii { 1961), sendo que a
constituicdo do meio em gramas por litro foi a seguinte : glicose 25, fosfato
de potassio 20 e tracos de sais minerais.

ROGOVIN (1969} utilizou para producfo continua com a mesma
bactéria, um meio contendo 22,5 g/l de agtcar de milho, e, ap6s 13 dias de
fermentacfo, obteve 79,6% de rendimento (baseado na quantidade de aghcar
consumido). Ainda com a mesma linhagem, SILMAN & ROGOVIN (1970)
usaram um meio contendo glicose, sais minerais, residuos soliveis de
destilaria e uréia, para fermentacfio continua por 20 dias e obtiveram melhor
rendimento quando o pH foi ajustado entre 7,1 - 7,5 ¢ quando a taxa de
diluicdo foi aumentada de 0,024 para 0,028 hr-1 a pH 7,5.

Em 1976, CADMUS et alii testaram um meio sintético com a seguinte
composicio em gramas por litro: MgSO4 0,001, fosfato de aménio 0,01 e
glicose 26, para o qual obtiveram um rendimento de 50%. SOUW e DEMAIN
(1979) aumentaram para 70% o rendimento da xantana quando utilizaram um
meio quimico definido, contendo como fonte de carbono a sacarose (40 g/l) e
quantidades Otimas de acidos orgénicos. Em 1980, os mesmos autores
estudaram o efeito de citrato em concentragbes de 4,7 - 9,4 mM, no meio de
producdo, e concluiram que o citrato estimula a produ¢io de xantana quando
ndo se controla o pH.

CRUZ (1983), estudando a producfic de xantana por Xanthomonas
manihotis, utilizou o meio cuja composigio foi a seguinte, em gramas por
litro: glicose ou sacarose 40; KHrPO4 5,0; MgS0O4.7H2O 0,2; (NH4)2S804
2.0: acido citrico 2,0; H3BO3 0,006; ZnO 0,006; FeCl3.HoO 0,0024; CaCO3
0,02 e 0,13 ml de HC1 a 0,1%, sendo que o pH foi ajustado para 7,0. Para
quantidades iguais de glicose e sacarose, obteve-se o mesmo rendimento em
termos de polissacarideo; porém quando se utilizou a glicose como fonte de
carbono houve maior producio de massa celular. Neste experimento, CRUZ
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obteve 1,742 g/l de células secas quando usou glicose e 1,424 g/l quando usou
sacarose. O mator rendimento de xantana obtido foi de 50%, tanto para
sacarose como para glicose.

MOCHI & SCAMPARINI, em 1993, produziram xantana com as
linhagens DCA450 e DCA459 de Xanthomonas campestris pv. manihotis,

utilizando o meio com a seguinte composicdio em gramas por litro : sacarose
20; KoHPO4 5,0, MgSQ4 0,001 ¢ o pH foi ajustado para 7,0.

3.7.3 Curdulana

A produgdo de curdulana pode ser obtida em meio definido com altas
concentracbes de carboidrato simples e a pH neutro. O rendimento de
produgdo & proximo a 50 % (HARADA et alii, 1966 ¢ NAKANISHI et alii,
1974).

3.7.4 Zanflo

Este biopolimero ¢ melhor sintetizado quando se usa sacarose, maltose
ou misturas destas com glicose; no entanto, a taxa de conversfio ¢ baixa
(GLICKSMAN, 1982).

3.7.5 Gelana

A Pseudomonas elodea foi isolada do tecido da planta Elodea, em 1979
por KANEKO & KANG. A goma gelana foi denominada PS-60
(COTTRELL, 1980; KANG et alii, 1982 ¢ KANG et alii, 1983). Em 1982,
KANG et alii usaram um meio de produgio contendo: 30 g de glicose, 0,5 g
de KoHPO4; 0,1 g de MgSO4.TH0; 0,9 g de NH4NO3; 0,5 g de Promosoy
em 1 litro e 1 ml de solugio salina. A solugfo salina continha os seguintes
componentes por litro de dgua deionizada: 1,8 g de MnClp 4HO; 2,487 g de
FeS04.7H20; 0,285 g de H3BO3. 27 mg de CuClp; 21 mg de ZnClp;; 74 mg
de CoClp.6H20 e 23 mg de MgMoO4 e 2,1 g de tartarato de sédio diidratado.

Embora exista continuidade de trabalhos sobre gelana até 1994, ¢
interessante observar que, apOs o trabatho de KANG et alii (1982), as
referéncias sobre o meio de produgho sBo citadas apenas como: o meio
consiste de uma fonte de carbono como glicose, uma fonte de nitrogénio e um
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nimero de sais inorganicos (SANDERSON & CLARCK, 1983 e
SANDERSON, 1990).

1.7.6 Welana

LAWFORD et alii (1982) realizaram um estudo com Alcaligenes que
envolvia dois estigios continuos para producio do polissacarideo
extracelular, O meio de cultura utilizado para crescimento celular e posterior
produgdo de biopolimero era composto de: glicose, KHoPO4
NasS804.10H>O, MgCL6H2O, FeCl3.6HyO, CaCly.2H20, MnCly 4HO,
acido citrico e propileno glicol como antiespumante. O rendimento de
polimero foi de 42 %. N&o houve deterioragdo da biomassa em 21 dias de
processamento continuo.

Em 1983, KANG et alii estudaram certas espécies de Alcaligenes
capazes de excretar welana em meio contendo glicose como fonte de carbono,
nitrato de amoénia e peptona de soja como fonte de nitrogénio, e tragos de
elementos como ferro, magnésio, molibdénio, cobalto, zinco, cobre, magnésio
e boro. A conversfo fol de aproximadamente 60% da fonte de carbono inicial
para 70 horas de fermentagio.

3.7.7 Succinoglicana

DUSSAP et alii (1991) utilizaram o meio para producio de
succinoglucana que foi descrito e patenteado por LINTON et alii (1984). A
composi¢lo do meio é a seguinte : (mM): glicose (166,5), (NHg)2SO4
(5,67), KHoPO4 (5,52), MgB804 (1,62), CaCly (0,08) e FeCl3 (0,05). Foram
adicionadas solugdes dos seguintes sais em ml: CuSOy4 (1); MnSO4 (1,3);
ZnSOy (1); CoS04 (0,5), H3BO3 (0,5), NapMoQy4 (0,5) e KI (0,5) ¢ o pH foi
ajustado a 6,8 - 7,0 com NaOH 1 N.

3.7.8 "Glycocalys"
DUHLINGER & WHITE (1983) utilizaram para produgdo do

polissacarideo Glycocalys, por Pseudomonas atlantica, o seguinte meio: 100
ml de 4gua do mar contendo 1% (p/v) de galactose e 0,1% (p/v) de proteose
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peptona em 15500 ml. O meio foi inoculado com | ml de cultura na fase
exponencial e incubado a 250C a 150 rpm. A galactose foi substituida por
glicerol, xilose, manose ou glicose. A galactose foi a que apresentou maior
rendimento na producéo do biopolimero.

3.7.9 Polissacarideos produzido por outras cepas de Pseudomonas.

As condigdes de cultura para obtengdo de um biopolimero extracelular
a partir de Pseudomonas NCMB 2021, utilizadas por CHRISTENSEN et alii
(1985) foram : temperatura de 20 - 220C, velocidade de agitagdo 130 rpm e
100 mi de meio contendo : 0,3% peptona ou 0,3% extrato de levedura em
agua do mar filtrada. Também concentragdes até 5% de glicose foram
adicionadas ao meio. O rendimento foi de 240 mg/l, quando se utilizou 1,0%
de glicose no meio.

Em 1986, MARQUES et alii utilizaram o meio inicial quimicamente
definido para Pseudomonas sp EPS-5028, que continha por litro 20g de
glicose, 1g de NH2Cl; 5,44g de KH2PO4 ¢ 6 ml de solugio mineral contendo
por litro: 0,1g de CaCly, 0,4g de FeSO4.7H20; 0,075g de MnSO4.7H>O e 10
g de MgSO4.7H20. O meio de produgio continha, por litro : 20g de glicose,
0,5g de NH4Cl; 2,72g de KHoPO4 e 6 ml da mesma solugio mineral descrita
acima. O pH foi ajustado a 7,0. O frasco de 500 ml continha 250 ml de meio o
qual foi mantido a 28 OC. Essa cultura foi usada como indculo para
fermentacfo continua.

MANRESA et alii (1987) isolaram do solo uma nova cepa de
Pseudomonas sp GSP-910 a qual, produziu biopolimero. no meio contendo :
2% de sacarose, 0,02% de extrato de levedura, 0,2% de triptose, 0,2% de
KHoPO4, 0,27% de MgS504.7H20, 0,001% de MnSO4, 0,001% de FeSO4 e
0,001% de CaCly Para este mesmo meio foram testadas também as seguintes
fontes de carbono: glicose, manose, galactose, frutose, xilose, lactose e
maltose. As condi¢les do experimento foram as seguintes: 100 ml de meio
em frasco de 500 ml, 30 ©C e 150 rpm por 72 h. Os melhores rendimentos
foram 4,81; 4,43; e 3,72 g/l para glicose, sacarose e xilose, respectivamente .
Todas as outras fontes de carbono apresentaram rendimento entre 1,48 e 1,64
g/l.
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3.7.10 Biopolimeros produzide por Beijerinckia

LOPEZ & BACKING, em 1968, utilizaram um meio livre de nitrogénio
para producdo de biopolimero extracelular por Beijerinckia, o qual continha
em gramas por litro de dgua destilada: glucose 20, KaHPO4 0,8; KH2PO4 0,2;
MgS04.7H20 0,5; FeCls.6H20 0,025; Na2Mo+.2H20 0,005. O pH foi ajustado
para 7,2. O rendimento foi de 5,4g/ de biopolimero.

Em 1974, BECKING utilizou o mesmo meio, adicionando 0,05 g/l de
CaCl2 ou 10 a 20 g/l de CaCO3 e o pH foi ajustado para 6,9.

KANG & McNEELY (1977) isolaram e identificaram uma bactéria do
solo como sendo Azotobacter indicus, e codificaram o polissacarideo
produzido como PS-7. Visando a produzir biopolimero, utilizaram o seguinte
meto em g/l: glucose 30; KzHPO4 5,0; MgSO04.7H20 0,1; NHaNGs 0,9 ¢
Promosoy 0,5. SANDFORD (1982) referindo-se ao PS-7 como sendo
polissacarideo produzido por Beijerinckia indica (Azotobacter indicus), cita
para obtencdo deste polissacarideo o mesmo meio utilizado por KANG &
McNEELY (1977). Em 1983, SUTHERLAND relatou apenas que, para a
producfo deste biopolimero em laboratdrio, foi utilizado um meio contendo
nitrogénio e 3% de glicose.

Os resuitados da composicéo dos biopolimeros estio apresentados na
Tabela 1.

3.8 Composiciio dos Biopolimeros

A composicio dos biopolimeros, de acordo com a Tabela 1, € limitada
a um nimero pequeno de monossacarideos, € outros componentes nao
carboldratos, como fosfato, acetato e piruvato. Porém, solugBes aquosas
destes polimeros apresentam diversidade nas propriedades fisicas. Alguns
desses polissacarideos produzem solugdes altamente viscosas, e outros podem
formar géis semelhantes ao agar, pela adigfo de sais.
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CONGREGADO et alii (1985) testaram diferentes fontes de carbono
para obten¢éo do polissacarideo por Pseudomonas sp EPS-5028 e concluiram
que a composi¢do do polimero ndo foi afetada pela natureza da fonte de
carbono.

As bactérias Xanthomonas campestris sp v. campestris e Xanthomonas
campestris v. manihotis produzem através da fermentagio da glicose ou outra
fonte de carbono, a xantana, que ¢ um polissacarideo anidnico de alto peso
molecular (COTTRELL et alii 1980 e SCAMPARINI 1987). Quimicamente
este polissacarideo ¢ constituido por D-glucose, D-manose, 4cido D-
glucurdnico, acido acético e acido pirGvico nos teores 2,8 : 3,0 : 2,0 : 1,7 :
0,51 : 0,63 respectivamente { SLONEKER & JEANES, 1962).

A gelana ¢ também um polissacarideo de alto peso molecular,
sintetizada por Pseudomonas elodea ATCC 31461 em fermentacdo
controlada, com glicose ou sacarose como fonte de carbono, uma fonte de
nitrogénio e um nimero de sais inorgénicos { KANG & VEEDER, 1981). Os
monossacarideos constituintes da unidade formadora da gelana so: glicose,
acido glucurbénico ¢ ramnose na proporgfio 2:1:1  respectivamente
{SANDERSON, 1990 e SANDERSON & CLARK, 1984).

SANDFORD (1982) estudou a composicdo do polissacarideo PS-60,
produzido por Pseudomonas elodea o qual continha glicose, ramnose, acido
glucurdnico e grupos O-acil. CARROLL et alii (1983), apresentam a seguinte
composi¢io para a gelana : 6 % de grupos O-acetil, 22 % acido urdnico,
ramnose e glicose na proporcio molar de 3: 2. O'NEIL et alit {1983),
analisando a estrutura do biopolimero obtido por Pseudomonas elodea, em
meio contendo 3% de glicose como fonte de carbono, encontraram os
seguintes constituintes: glicose , ramnose e dcido urdnico na razéio molar de
1:15:1.

O polissacarideo extracelular 4cido produzido por Rhizobium Trifolii
48, tem a seguinte composiciio : D-glucose, acido D-glucurdnico, acido
piriivico e 4cido acético na proporgdo de  5:2:1:2, respectivamente

(AMEMURA et alii, 1983).

A xiloglucana proveniente da parede celular de Phaseolus coccineus
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fai isolada e parcialmente caracterizada por ONEILL & SELVENDRAN
(1983). Esse polimero ¢ composto de L-arabinose (4,2%), L-frutose (6.0%),
D-Galactose (9.3%), D-xilose (34.1%) e D-glucose (46.4).

A pululana, produzida por Auwreobasidium pullulans, é um
polissacarideo neutro. Ndo forma gel, porém ¢€ solavel tanto em agua como
em sclugbes acidas ou alcalinas (KENNEDY et alii, 1984 ¢ SANDFORD et
alii, 1984). A pululana é um polimero linear de unidades de maltotriose
conectadas por ligagGes o-(1-6); em algumas preparacdes podem ser
encontradas unidades de o~maltotetraose e residuos de glucopiranose ligados
em o-1-3 (SANDFORD, 1982).

A curdulana produzida por Alcaligenes faecalis, var. myxogenes, ¢ um
polimero linear formado por B-1,3-D-glicose (HARADA et alii, 1987). A
curdulana € um polissacarideo linear neutro, capaz de formar gel, o qual
apresenta propriedades entre a elasticidade da gelatina ¢ a rigidez do agar.
(KENNEDY et alii, 1984).

CHRISTENSEN et alit (19835) pesquisaram o polissacarideo
extracelular produzido pela Pseudomonas marinha NCMB 2021, detectando
a produgdo de dois tipos de polissacarideos, o primeiro produzido apenas na
fase exponencial de crescimento, constituido por glucose, galactose, acido
glucurdnico e acido galacturbnico, nas seguintes proporgdes molares 1.00 :81
-0.42 :0.32. De acordo com os autores, este polimero produziu solugdes de
alta viscosidade e formou gel a altas concentragdes com adi¢@o de cations
multivalentes. O outro polissacarideo foi produzido no fim da fase
exponencial e na fase estacionaria, sendo composto por N-acetilglucosamina,
acido 2-ceto-3-desoxioctulosonico, 6-desoxihexose e também grupos acetil.
Este polimero formou solugdes com baixa viscosidade.

Em estudos preliminares, CONGREGADO et alii (1985) apresentaram
a estrutura do polissacarideo produzido pela Pseudomonas sp. EPS-5028,
como sendo constituido por D-glicose, D-galactose e acido urdnico, nas
seguintes relagdes molares : 3: 2: 3 . A viscosidade deste polimero foi de
1600 cP, quando diluido a 1% em agua deionizada.

O polissacarideo extracelular, produzido por linhagens de Lactobacillus
bulgaris, que crescem em leite desnatado, apresentou a seguinte composigéo:
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galactose, glucose e ramnose na propor¢do molar 4:1:1, sendo que o seu peso
molecular € de aproximadamente 500.000 (CERNING et alii, 1986).

A linhagem de Pseudomonas sp. GSP-910, isolada do solo, produziu
um polimero extracelular com a seguinte composi¢io : glucose 28.07%,
galactose 56,8%, dcido glucurbnico 8,8% e grupos acetila 6,23%. Suas
solugbes aquosas a 1 % apresentaram alta viscosidade em presenca de ions
monovalentes e em presenca de fons divalentes (CaCl2 0,5%), formaram gel
elastico ( MANRESA et alii, 1987).

FETT et alii (19389) estudaram um total de 214 linhagens de
Pseudomonas fluorescens associadas a plantas, com a finalidade de encontrar
linhagens produtoras de polissacarideos extracelulares. As linhagens foram
testadas em virios meios de crescimento e condicbes de cultura, sendo que
aproximadamente 10% das linhagens produziram polissacarideo extracelular.
De 20 linhagens examinadas, 6 produziram polissacarideo acido; no entanto
outras 12 linhagens de Pseudomonas fluorescens produziram um outro tipo
de polissacarideo dcido denominado marginalana, composto por glucose e
galactose (1:1) contendo grupos acetil e pirivico. Trés destas linhagens de
Pseudomonas fluorescens produziram um terceiro tipo de polissacarideo
acido, composto por ramnose, manose, € glucose, na propor¢do molar de
1:1:1, contendo ainda grupos acetil e pirivico.

A levana é um polissacarideo produzido pela bactéria isolada do solo,
em meio contendo sacarose, pela linhagem Bacillus polymyxa, estudada por
HAN & CLARKE (1990). A sua constituicdo € inteiramente de frutose com
residuos de frutofuranosideos ligados em B(2-6).

31



Tabela 1 Composigdo de heteropolissacarideos

Heteropolissacarideo

Constituintes Referéncia

_Xantana

(Xanthomonas campestris)

Gelana
(Pseudomonas elodea)

GSP-910
(Pseudomonas sp)

EPS-3028
{Pseudomonas sp)

NCMB-2021
(Pseudomonas sp)

Zanflo
(Erwinia fahitice)

Beijerinckia indica

Beijerinckia indica
{ Azobacter indicus ) PS-7

glicose, manose,
ac. glucurdnico,ac. pirivico,
grupos acetil
(SANDFORD et alii 1977)

glicose, ramnose,
ac. urbnico, grupos acetil
(gelifica)
(KANG et alii 1983)

glicose, galactose,
ac.glucurdnico,grupos acetil
{gelifica)
MANRIESA et alii 1987)

glicose, galactose,
acido urdnico
{(MARQUES et alii 1986)

glicose, galactose,
ac. glucurbnico, dc. galacturGnico
(CHRISTENSEN et alii 1983)

glicose, galactose,
frutose, 4c. glucurdnico,
grupos aceti]
(SANDFORD, 1982)

glicose, manose,
galactose, ac.glhacurdnico,
ac.galacturdnico
(LOPEZ & BACKING 1968)

glicose, ramnose,
ac.glucurdnico, grapos acetil
{gelifica) {(KANG & McNEELY, 1977)




3.9 Meétodos usados na determinacdo da composicio de
biopolimeros

LOPEZ & BACKING (1968) e BECKING (1974), na determinacio da
composi¢do do polissacarideo obtido por fermentagio com Beijerinckia
indica, utilizaram hidrélise total com 4cido sulfirico 1,5 N. A hidrélise foi
realizada em tubo de vidro fechado, por 5 horas a 100 0C, A determinacio
qualitativa dos agticares foi feita em cromatografia de papel, descendente,
usando papel filtro Whatman n® 1 e os seguintes sistemas de solventes : a)
acetato de etila : piridina : dgua, (v/v, 10 : 4 : 3), b) butanol : etanol : 4gua
(v/v,4:1:3)ec)butanol : 4cido acético : dgua (v/v, 8 1 2 : 2). A presenca de
acido galacturénico foi posteriormente confirmada pelo teste de carbazol,
segundo DISCHE (1955), ¢ o 4cido glucurdnico pelo teste de 4cido
tioglicodico, segundo DISCHE (1962). KANG & McNEELY (1977)
analisaram a composi¢o do polissacarideo PS-7, também produzido por
Beijerinckia indica, através da cromatografia em papel e cromatografia
gasosa.

FUKAGAWA et alii (1975), no estudo da estrutura da fucogalactana,
produzida por Rhodotolura glutinis k-24, obtiveram os aglicares residuais
componentes do polissacarideo por hidrélise com 4cido sulfirico 1N por 10 h
a 100°C. O residuo foi submetido a trimetilsililagiio com 0,1 ml de piridina,
contendo hexametildisilazano (50 QI) e trimetilclorosilano (30 Q). A
cromatografia gasosa dos derivados trimetilsililados foi feita em
cromatografo Shimadzu - GC-4APF, equipado com detector de ionizacéo de
chama de hidrogénio. A coluna de vidro ( 0,4 x 200cm) foi empacotada com
3% OV-17 sobre Chromosorb W (60 - 80 mesh). A temperatura da coluna foi
de 165°C ¢ o fluxo de nitrogénio de 5 ml/min.

JANSSON et alii (1975), na determina¢do da estrutura do
polissacarideo extracelular produzido pela Xanthomonas -campestris,
utilizaram metilagdo com e sem redugdio do grupo carboxila ¢ a analise dos
agucares metilados e seus alditéis acetilados foram feitos por cromatografia
gasosa e espectrometria de massa.
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WILLIAMS et alii (1979), em estudos preliminares da composicio e
reologia do polissacarideo extracelular sintetizado pela Pseudomonas PB1
(NCIB 11364), determinaram qualitativamente e quantitativamente os
monossacarideos, através de cromatografia gasosa, usando um cromatégrafo a
gés Pye Series 104 com coluna de vidro e detector de ionizagiio de chama, A
hidrolise do polissacarideo foi feita com HaSQ4 0,5 m por 15 h a 100°C.

A estrutura do polissacarideo PS-60, produzida pela Pseudomonas
elodea, estudada por KANG et alii (1982), foi determinada por metilacio
segundo o metodo de HAKOMORI (1964). Pelo método usado por
BIORNDAL et alii (1970), o polissacarideo metilado foi hidrolisado e os
derivados  foram separados e identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa, usando um aparelho Hewlett-Packard
com coluna de vidro 1.5 -ft ( ca.45.72 cm), contendo 3% QOV-225 a 170 °C.

Os aglcares, componentes da estrutura do polissacarideo A&cido
extracelular produzido por Pseudomonas elodea, gelana, foram determinados
em cromatogafia de papel, (KANG et alii, 1982). Em 1983, ONEIL et alii
determinaram os monossacarideos componentes da gelana, por cromatografia
gasosa, apos terem hidrolisado o biopolimere com H2804 por 2,5 horas, a
100 °C. O 4cido urénico foi determinado colorimetricamente, usando 4cido
D-glucurénico como padrio.

JANSSON et alii (1983), estudando a estrutura da goma gelana,
fizeram a determinaciio dos monossacarideos hidrolisando o biopolimero e,
posteriormente, fazendo cromatografia gasosa. Nas condigdes de hidrolise
usadas por estes autores, o resultado obtido na cromatografia gasosa dos
alditdis acetilados foi D-glucose e L-ramnose na proporgéio molar 1 : 0,47. A
cromatografia foi feita com Perkin-Elmer 550 e Hewlett-Packard 5830 A,
com detector de ionizacfo de chama. A separagio do alditéis acetilados foi
feita em coluna de vidro contendo 3% de OV-225 sobre Gas Chrom Q a 190°
C ¢ os alditdis acetilados parcialmente metilados, na mesma coluna a 170°C.
A metilacdo for feita de acordo com o procedimento de HAKOMORI, com
sodio metilsulfanilimetanida, jodeto de metila e sulfoxido de metila. Para
materiais de baixo peso molecular, o metil sulféxido foi removido por
liofilizagdio, e o produto foi isolado por partigéio entre cloroférmio e dgua e,
quando necessario, fol purificado por cromatografia em Sephadex LH-20.
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IELPI et ali1 (1983) em um trabalho de biossintese de xantana, também
utilizaram cromatografia com papel Whatman nO 1, e eletroforese, sendo que
os solventes utilizados foram : a) acetato de piridina 1,2M, b) aménia 3M em
etanol 99% (v/v) e ¢) isopropanol ; 4cido acético : dgua (27 : 4 : 9).

CONGREGADO et alii (1985), na determinagdo da composigio do
polissacarideo sintetizado pela Pseudomonas sp. EPS-5028, utilizaram o
método de DUBOIS et alii (1956), para a determinacfo dos carboidratos. Os
agucares constituintes foram determinados por cromatografia de camada
delgada. Antes, o polissacarideo foi hidrolisado por 16 h a 100 °C com 4cido
cloridrico 1 M e neutralizado com carbonato de prata. O solvente utilizado foi
agua : acetato de etila : piridina, (25 : 100 : 35). O 4cido pirtivico foi
determinado no polissacarideo parcialmente hidrolisado, (HC1 1M, 5h, 1000
C) utilizando-se o método especifico para piruvato de FRIEDMAN &
HAUGEN (1943).

MANRESA et alii (1987) na caracterizagfo do polimero produzido pela
Pseudomonas sp. GSP-910, utilizaram para determinagio do acido urénico o
método de DISCHE (1962). Os grupos O-acetil foram determinados pelo
meétodo de McCOMB & McREADY (1957), usando-se como padrio
paraacetil glucose. Para fazer analise dos monossacarideos, o polissacarideo
foi hidrolisado com HaSO4 2N a 100 ©C por 24 h, sendo os residuos, apds
neutralizago com CaCO3 e separaclo por centrifugacfio, analisados por
cromatografia gasosa, através de seus alditéis trimetilsililados, segundo
BLAKE & RICHARDS (1970). As andlises cromatograficas foram feitas em
cromatdgrafo Hewlett-Packard modelo 5790A, equipado com detector de
ionizagiio de chama e coluna capilar (25 m x 0,31 mm com 5% fenilmetil
silicone). O cromatégrafo foi programado isotermicamente por 2 min a 80° C
com um gradiente linear de 6°C a 300°C.

3.10 Recuperacio e purifica¢io do biopolimero

ROGOVIN et alii (1961) recuperaram o polissacarideo produzido pela
Xanthomonas campestris NRRL-B-1459, por adigfo de etanol ao meio de
fermentagéo, e a purificagfio foi feita por sucessivas lavagens do precipitado
com etanol 953%.
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MARKOVITZ & SYLVAN (1962), no estudo do efeito do sulfato de
sbdio e sulfato de magnésio sobre a sintese do polissacarideo extracelular, por
bactéria Grara-negativa do solo, utilizaram, apés adicfio de solucdo 0,04 N de
NaCl ou NapSO4 no caldo de fermentagdo, etanol para precipitar o
polissacarideo neutro.

ROGOVIN & ALBRECHT (1964) descreveram um método de
recuperagd@o do polissacarideo produzido por Xanthomonas B-1459 do caldo
de fermentacdo, através da formagio de complexos insoliveis com aminas
quaternarias.

MeNEELY & CONNELL (1966) recuperaram a goma xantana pela
utilizac8o de um hidrolisado de cal (fons calcio) como precipitante. O
precipitado formado foi separado e purificado por lavagem em solugfio salina,

(b polissacarideo  extracelular produzido pela Pseudomonas
NCIB11264, em fermentago continua e descontinua, foi recuperado do caldo
de fermentagdo, por precipitagiio com 2-propanol, e seco sob pressio reduzida
a uma temperatura nfo superior a 40°C. A goma foi purificada por dialise
contra agua destilada a 4°C, usando tubos de dialise pré-lavados com solugio
0,01 M de EDTA 1 % (peso/vol) e solugBo de NapCO3. (WILLIAMS et alii,
1973; WILLIAMS & WIMPENNY 1977 ¢ WILLIAMS & WIMPENNY,
1978 ¢ 1979).

MIANT et alii (1978), em seu estudo sobre a biossintese do
polissacarideo extracelular, em cultura descontinua, por Pseudomonas
aeruginosa, utilizaram na recuperacio do biopolimero, 75 ml de 2-propanol
para 25 ml de sobrenadante; e essa mistura foi agitada e, apds, deixada em
repouso por 10 minutos. O precipitado resultante foi filtrado em disco de
filtro Whatman GF/A, pré-pesado, sendo entfo, seco a véacuo a 45 C, por 24
horas.

CADMUS et alii (1982) centrifugaram o caldo de fermentagdo por 30
min a 20.000 rpm, para remover as células. O polimero foi entdo recuperado
do sobrenadante por precipitagdo com trés volumes de etanol 95% e, apés, foi
dializado contra dgua destilada, ajustado para pH 7,0 e liofilizado.

Nos estudos preliminares sobre a produgfo e composi¢io do
- polissacarideo extracelular sintetizado por Pseudomonas sp. FPS-5028,
CONGREGADO et alii (1985) utilizaram trés volumes de etanol para
recuperar o polfmero; antes, porém, centrifugaram o caldo de fermentacdo a
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11.000 x g para retirar as células. O precipitado foi filtrado em discos de
papel filtro Whatman GF/A pré-pesado. A secagem foi feita a vécuo a 45 oC,
por 24 horas. A purificagdio foi feita dissolvendo o polissacarideo em solucdo
de cloreto de sodio 0,01 M, a qual foi adicionada solugdo de "cetyl pyridium
chloride" até nio haver mais formagéo de precipitado. O complexo insolgvel
foi recuperado por centrifugacio e dissolvido em NaCl a 10 %. Esta solugio
foi dializada contra dgua deionizada e, posteriormente, foi liofilizada.

READ & COSTERTON (1987) na recuperagio do polissacarideo
extracelular aderido, produzido por Pseudomonas putida e Pseudomonas
Jluorescens, centrifugaram o caldo de fermentagiic e lavaram o precipitado
com solugdo I M de NaCl; entdo, centrifugaram novamente o sobrenadante e
adicionaram este novo sobrenadante ao da primeira centrifugacio e, apds,
dialisaram contra dgua deionizada por uma noite e entfio precipitaram o
polimero com dois volumes de etanol 95% a frio.

Na produgdo do polissacarideo extracelular anidnico, por Pseudomonas
elodea, o caldo de fermentacdo fol pasteurizado apés a fermentaciio completa,
para eliminar as células vidveis. Subseqiientemente, foi realizado o processo
de recolhimento do polissacarideo, desacetilado ou ndo, através da adicdo de
dois volumes de isopropanol 99%. O polissacarideo foi recolhido e seco a 55
OC através de circulagdo de ar, por uma hora, enquanto na forma desacetilada
o pH do caldo de fermentago foi primeiramente ajustado a 10,0, com adicio
de KOH ou NaOH, e aquecido a 95 9C e entfio resfriado até 80 °C e mantido
nessa condigdo por 10 minutos. Posteriormente, foi neutralizado com HySO4.
O produto clarificado foi obtido através da filtragem, do caldo de fermentacio
quente tratado com alcali em pH 10,0, em membranas filtrantes Gelman (
KANG et alii, 1982 e SANDERSON, 1990).

A goma xantana produzida apds fermentagio completa por
Xanthomonas campestris, foi precipitada com metanol ( LAWRENCE, 1973).
SCAMPARINI et alii (1990) e MOCHI & SCAMPARINI (1992) utilizaram
etanol comercial para recuperagfio do polimero produzide por linhagens de
Xanthomonas campestris pv. manihotis, A secagem foi feita em estufa a
vacuo por 48 horas a 500C. CHENG et alii (1978) também utilizaram etanol
ou metanol para precipitagio da xantana do meio de fermentacfio em
processo, utilizando Xanthomonas campestris pv. manihotis. CRUZ (1983),
em seu estudo dos fatores envolvidos na produciio de goma xantana por
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Xanthomonas manihotis, recuperou a goma por precipitacdo com etanol,
depois da remocao das células por centrifugacéo a 7000 rpm por 30 minutos.
Apés, filirou o precipitado, e este foi lavado trés vezes com etanol. O
polissacarideo foi seco em estufa a vacuo, a 55 ©C, até a obtengdo de peso
constante.

3.11 Reologia2 de biopolimeros

Exemplificando a importdncia da estrutura quimica desse tipo de
substincia, STADING (1988) ressalta ser possivel que um sol formado por
99,9 % de Agua seja capaz de formar gel e se comportar como solido elastico
em alguma circunstancia, enquanto os oceanos tém 96,5 % de agua e nio
formam géis. Atualmente, o estudo da funcionalidade dos hidrocoléides tem
crescido de importdncia na indastria de alimentos, devido as suas
propriedades espessantes e estruturantes (MORRIS et alii, 1981; MORRIS,
1984; MORRIS, 1992).

Produtos alimenticios devem oferecer uma percepgdo sensorial
agradével; portanto, os agentes formadores de gel devem ter caracteristicas
especiais que satisfacam o consumidor. Esse ¢ um tdpico abordado pela
Psicorreologia, ciéncia ainda nos seus primérdios (BOURNE, 1982 e
MORRIS, 1993).

Deve ser lembrado que a designagio gel tem um aspecto muito amplo,
podendo variar de uma forma elastica como borracha, passando por
quebradica, até pastosa. Da mesma forma, um gel com alto indice de
elasticidade pode entrar em colapso quando sofre uma pequena deformag@o.
Conseqlientemente, torna-se necessério  explicar {eoricamente suas
propriedades reoldgicas em termos de pardmetros estruturais. Para STADING
(1988) as teorias originadas da quimica de polimeros tém sido aplicadas no
estudo dos géis; entretanto, elas oferecem um ntmero de pardmetros que
parecem ser insuficientes para descreverem a estrutura de um gel.

ZReologia € a ciéncia que estuda o fluxe e a deformagio dos materiais, através do emprego de ensaios fisicos
¢ analise matematica
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3.11.1. Medida das propriedades reologicas

As propriedades funcionais dos biopolimeros sfo caracterizadas pela
descrigdio do seu comportamento reolégico, ou seja, pela definigdo das suas
propriedades reologicas, que ¢ a forma mais precisa de se caracterizar um
material, ou de se comparar uma classe de materiais com outra.
Didaticamente, o comportamento reoldgico dos materiais é dividido em dois
grupos: deformacfo de sélidos e fluxo de fluidos, embora a distincfo entre
sblido e fluido ndo seja clara e precisa (MOHSENIN, 1976 ¢ BOURNE,
1982).

3.11.1.1 Viscosidade

Tradicionalmente, a viscosidade de solugdes poliméricas era avaliada
por viscosimetros simples,como o Brookfield, e pipetas de fluxo, que
resultam em valores relativos e altamente influenciados pelas condi¢des de
medida. Mais recentemente, viscosimetros com dispositivos cilindricos do
tipo Couette e cone-prato,como Haake e Shirley-Ferranti, t€m-se tornado
mais populares. Estes caracterizam o sistema em termo de curvas de fluxo:
tensdo de cisalhamento em funcfo da taxa de deformacfio, podendo também
quantificar o comportamento em fungio do tempo e da temperatura (RAQ,
1986).

MIAN et alii (1978) determinaram a viscosidade do polissacarideo
obtido por Pseudomonas aeroginosa, usando um viscosimetro Wells-
Brookfield HBT, com cone e adaptador para pequenas amostras, a
temperatura de 25°C.

A viscosidade da solugfo do polimero produzido por Pseudomonas
elodea foi medida em viscosimetro Brookfield modelo LVF, enquanto a for¢a
dos géis formados pelo mesmo biopolimero desacetilado, denominado PS-60,
foi determinada no gelémetro, Marine Colloids, modelo GT-3 (KANG et alis
1982). A viscosidade da solugfo do polimero produzido por Pseudomonas sp
NCMB, foi medida a 20°C, em viscosimetro capilar Ubbelohde
{(CHRISTENSEN et alii, 1985).
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O polissacarideo proveniente da fermentacfio por Pseudomonas sp.,
denominado EPS-5028, teve a viscosidade de sua solugiio medida a 25 °C e
60 rpm, com "spindle" 4, em Brookfield modelo LVT, sendo que, para
estudos reologicos mais detalhados de solugSes do polissacarideo, foi

utilizado o viscosimetro Ferranti-Shirley, com  sistema cone e prato
(MARQUES et alii, 1986).

CRESCENZI & DENTINI (1987) estudaram a influéncia das cadeias
laterais nas propriedades das solugdes diluidas, de polissacarideos anidnicos
produzidos pelas bactérias Pseudomonas elodea, Alcaligenes (ATCC 31555)
e Alcaligenes (ATCC 31961). Todos estes trés polissacarideos na sua forma
nativa sfo acetilados. O polissacarideo produzido por Pseudomonas elodea,
quando desacetilado, foi denominado PS-60. O polissacarideo produzido por
Alcaligenes ATCC 31555 contendo aproximadamente um grupo o-acetil para
cada duas unidades repetidas de carboidrato, foi denommmado S-130. O
polissacarideo produzido por Alcaligenes ATCC 31961, contendo grupos O-
acetil em cada unidade de carboidrato, foi denominado S-194 . O PS-60
produz gel em presenga de cations, mono e divalentes, enquanto S-130 e S-
194 nio formam gel, mas produzem solucdes altamente viscosas e estaveis a
pH e temperatura.

Estudos de viscosidade foram feitos com o polissacarideo produzido
por Rhizobium CB744 , por BEYER & MELTON (1987). Solugbes da goma
de Rhizobium tiveram uma viscosidade que foi dependente da tensfo de
cisalhamento e do tempo de aplicacio dessa tensfio, e mostraram um
comportamento tixotrdpico. A solugio a 1% apresentou uma viscosidade de
0.16 Pas, quando medida a 15°C e a 60 rpm, em viscosimetro Brookfield
Synchro-Electric. A viscosidade da solugdo da goma mostrou um moderado
decréscimo com a diminuico de pH e ndo sofreu alteragdo pela adigfo de
calcio. A adig¢dio de sacarose 15% p/v reduziu a viscosidade em 30%. A
adiclo de menos de 2% de NaCl teve um pequeno efeito, mas 3% de NaCl
teve uma considerivel reducfo na viscosidade da goma. A goma nfo
apresentou sinergismo com as gomas guar ¢ Xantana. Pasteurizagfo e
congelamento lento ndo apresentaram pronunciados efeitos sobre a
viscosidade da solucdo da goma.

SCAMPARINI et alii (1990) e MOCHI & SCAMPARINI (1992),
efetuaram medidas de viscosidade, em viscosimetro Brookfield, modelo RVT,
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no estudo da estabilidade ao pH ¢ & temperatura, para solucdes de
biopolimeros produzidos por isolados de Xanthomonas manhiotis.

De acorde com SZCZESNIAK (1985) a construgio de curvas de fluxo
¢ extremamente 0til para a caracterizagdo de um hidrocolbide, quando o
objetivo € escolher o mais apropriado para um determinado uso. Os mesmos
autores afirmam que a tenséo residual tem grande influénceia nas propriedades
ligantes e de suspensdo de um hidroceldide.

3.11.1.2 Formacio de gel

O ramo da Reologia que estuda o escoamento dos fluidos, usualmente
relacionando tensfio de cisalhamento com taxas de deformacdo, que classifica
os fluidos em newtonianos e ndo-newtonianos, ¢ insuficiente para descrever o
comportamento de materiais, como solugOes de polimeros, géis e espumas.
Esse tipo de material requer o estudo de propriedades fisicas mais complexas
para a sua descri¢io, uma vez que eles podem exibir comportamento
viscoelastico, isto €, exibem propriedades eldsticas e viscosas ao mesmo
tempo (CAMERON & PRUD'HOMME, 1990).

Varios autores, entre eles BIRD et alu (1977) e ZAHORSKY (1982)
analisaram matematicamente o comportamento de materiais viscoelasticos.
Entretanto, o tratamento é complexo e estd fora do escopo do presente
trabatho.

Um entendimento qualitativo do fendmeno é dado por MORRIS(1984).
Se um material é um sélido hookeano, uma dada tenséo aplicada corresponde
a uma deformacfio, independente do tempo, sendo que a energia aplicada ¢
recuperada com o corpo voltando & sua forma original. No outro extremo,
para um fluido perfeitamente viscoso, nfio ha recuperagio de energia, sendo
esta dissipada com a deformacfio permanente do material. Sistemas reais
comportam-se como sélido e liquido; fogo, para um material viscoelastico,
uma parcela da tensio aplicada podera ser parcialmente recuperada, devido as
propriedades eldsticas, enquanto parte poderd ser dissipada devido as
propriedades viscosas.

Quando o objetivo ¢ avaliar a capacidade de um polimero formar gel, a
viscometria baseada na Lei de Newton e no seu desvio, ¢ de pouca utilidade.
Eventualmente, para solugfes poliméricas de baixa concentragfio (alto carater
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viscoso e baixo carter elastico) ela pode nos fornecer algumas informacdes
sobre capacidade "espessante” de um polimero. Observa-se, para esse tipo de
medida, quase sempre, comportamento no fluxe do tipo pseudopldstico,
tornando possivel a aplicagio de modelos reoldgicos classicos como Lei da
Poténcia, Hershell-Bukley, Casson, dentre outros (SZCZESNIAK, 1985)
Portanto, a utilizagfio de redmetros e viscosimetros do tipo rotativo ou capilar,
na determinagdo das propriedades reolégicas de solucdes poliméricas, deve
ser de uso restrito.

Quando se deseja avaliar os componentes elastico e viscoso de um
material deve-se efetuar medidas dindmicas, onde uma tensio ou deformacio
oscilatoria € aplicada sobre o material, no qual se mede a resposta relativa a
tensfo ou deformacfio, em uma determinada freqiiéncia. A principal razdo
desse procedimento € que o componente eldstico é defasado do componente
viscoso, isto é, quando o componente elastico ¢ maximo, o componente
viscoso é nulo. Na defasagem de 900 do ciclo de oscilacéio, tem-se o caso
inverso. Isto pode ser explicado pela Lei de Hooke, na qual a tensfo de
resposta de um corpo elastico € proporcional & deformagio aplicada, enquanto
de acordo com a Lei de Newton para um fluido viscoso estabelece-se que a
tens3o de resposta ¢ proporcional a taxa de deformacfo aplicada. Pode-se
analisar o problema matematicamente, conforme abaixo:

Seja uma deformacéo aplicada a um corpo:

= Yo Sen ot

onde:
¥o = deformacéo maxima
o = freqiiénceia angular
t= tempo

A tensfio de resposta,t, dependente das propriedades do material, pode ser
escrita cOMO:

1T = 14sen (OtH0) = 15c0s § sen 0t + T1psen & cos ot
onde:

1o = tensdo aplicada
& = diferenca de fase entre a tensfo e a deformagio
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A primeira parte da equacfio em questio pode ser interpretada como a
parcela da tensfio que estd em fase com a deformacgfio, sendo,portanto a
resposta elastica; enquanto a segunda parte pode ser interpretada como a
parcela da tensfo que esta fora de fase com a deformac8o, isto €, € a resposta
viscosa.

A tensfo pode ser expressa em termos de G, modulo de estocagem,
para a parte eldstica e G", médulo de perda, para a parte viscosa, conforme a
seguir;

o= cosd
Yo

=T send
Yo

Esses dois médulos podem ser expressos por um Unico médulo chamado de
médulo complexo G*, conforme a seguir:

G* =G +G"™

Da mesma forma, pode-se definir:
Viscosidade dindmica: n* = G*/®
Viscosidade complexa n' = G"/w

Quando o tende a zero, lim 1= n, isto é, a viscosidade complexa torna-se
igual & viscosidade newtoniana.

Pode-se definir também : tan &= G"/G,

onde & mostra o quanto o material é eldstico ou viscoso, isto &, se & = 909, 0
material é puramente viscoso e se § = (09, o material é puramente elastico.
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A representacdio grafica dos modulos G, G, G*, da viscosidade
dindmica n* e da viscosidade complexa n' em funcfio da freqtiéncia de

deformacédo o, ¢ chamada de espectro mecéinico do material.

MORRIS (1984) exemplificou bem o formato geral dos espectros
mecdnicos obtidos para polimeros, explicando também o efeito das tensdes e
deformagdes sobre a conformagio estrutural. O autor em questio apresentou
didaticamente o espectro mecénico através de uma figura, (Figura 1),
interpretando o seu significado, conforme a seguir:
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Figura 1 Dependéncia de G'(---), G"(=——) e n* (—) com afreqiiéncia(w)
para: a) um gel forte 2% de agar; ) uma solugdo concentrada 5%

p/v de carragena; ¢) uma solucio diluida 5% p/v de dextrana
(MORRIS, 1984).
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1. Figura la, para um gel forte (agar-2% p/v ) o modulo de estocagem
G' € muito maior que o modulo de perda G, sendo praticamente paralelos e
independentes da freqgiiéncia de deformacgfdo. FEsse é o comportamento
esperado para uma estrutura com conformacdo perfeitamente elastica, onde a
resposta ¢ predominantemente eldstica. Observa-se que a viscosidade
dinfmica decresce linearmente, com uma taxa tendendo a -1, o que € esperado
quando G' e G" sdo constantes para a faixa de freqgiiéncia de trabalho.

2. Figura lc, para uma solugdo diluida (dextrana-5% p/v ), o modulo de
perda é substancialmente maior que o modulo de estocagem, evidenciando o
predominio das caracteristicas viscosas, sendo que a viscosidade dindmica
permanece praticamente constante para toda a faixa de freqiiéncia. Nesse caso
a estocagem de energia ocorre por contorcio da estrutura do gel em
conformacfio retorcida, tensionada, enquanto que a energia ¢ perdida pelo
movimento de translacdo no solvente. Para baixas freqiiéncias, o movimento
de translacho predomina, enquanto para freqiiéncias mais altas 0 movimento
segmental interno predomina, aproximando o médulo de perda do médulo de
estocagem

3. Figura 1b, solugio concentrada (A-carragenana-3% p/v ), para baixas

oscilagdes, 0 modulo de perda é maior que o mddulo de estocagem, condigéo
bastante semelhante ao caso de solugbes diluidas, sendo que a viscosidade
dindmica é tipicamente newtoniana, isto ¢, independe da freqiiéncia. Por sua
vez, 0 seu comportamento se aproxima do gel perfeito para fregii€ncias mais
altas, nas quais o modulo de estocagem se torna maior que o modulo de
perda. De acordo com o autor, para freqliéncias mais baixas, as cadeias do
polimero tém tempo suficiente para se desentrelagar e fluir, enquanto para
altas freqiiéneias, a rede se comporta como um gel formado por liga¢des
cruzadas, pois ndo héa tempo suficiente para os entrelagamentos intercadeias
serem desentrelagados dentro do perfodo de oscilagdo.

3.11.2 Fatores que influenciam as caracteristicas reologicas

A estrutura dos géis é muito diversificada, podendo variar de particulas
globulares altamente entrelagadas, até malhas alongadas e fracas,
influenciando diversas propriedades fisicas, como elasticidade, difusio,
ligagdo e textura.
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Para MORRIS (1984) as interacOes funcionais dos hidrocoldides
podem ser sumarizadas em termos de espessamento, quando existem
entrelacamentos de cadeias conformacionalmente desordenadas; ¢ em termos
de estruturacfio, quando se observa especificas associagbes entre cadejas em
zonas de jun¢do conformacionalmente ordenadas.

Uma extensa revisdo das propriedades e estruturas dos geis foi efetuada
por CLARK & ROSS-MURPHY (1987). De maneira geral, os géis podem ser
dos seguintes tipos: 1-Filiformes: com estrutura semelhante a de fios
alongados, retorcidos e fracos. 2-Agregados: quando sdo formados por
mathas agregadas de fios alongados. 3- Com ligacdes cruzadas: quando sdo
formados por polimeros de cadeias retas e longas as quais apds um processo,
ou naturalmente, formam ligacdes entre cadeias lineares. 4- Entrelacados: sdo
constituidos por macromoléculas ramificadas que sfo entrelagadas. As
jungdes sdo entrelacamentos provocados por fendmenos fisicos, ndo sendo
ligages quimicas. 5- Fractais: apresentam uma estrutura que pode parecer
altamente desordenada, mas que mosira uma ordem repetitiva quando
observada numa escala mais ampla. 6 - Particulas semelhantes a bastdes: é
uma estrutura de gel observada para polipeptideos em hélice, semelhante a
bastdes alinhados, formando uma malha ou lidminas com a espessura de
algumas moléculas.

A formacdo e modificaciio de géis com adigdo de fons de metais
divalentes, especialmente calcio, em polissacarideos ami6nicos, tém sido
objeto de estudo por vérios autores, como TAKO & NAKAMURA (1987,
para xantana; MATSUMOTO & MASHICO (1990), para alginatos ;
MORITAKA et alii (1991), para gelana; GAMINI et alii (1990), para pectatos
e alginatos e ROCHAS & RINAUDO (1982 e 1984), para -carragenana.

Co-solutos, como a sacarose, podem induzir 4 formacdo de gel,
aumentando a interagdio hidrofobica através dos seus efeitos nas propriedades
solventes da dgua (OAKENFULL, 1984 citado por BACK et alii).

A formagdo de gel por interagdo sinergistica de polissacarideos,
também tem sido objeto de intensa pesquisa por virios autores, como
CURVELIER et alii (1987), para xantana-"carob"; NISHINARI et alit (1993),
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para gelana-agarose; WILLIAMS et alii (1993) para xantana-glucomanana e
IIDA et alii (1993), para "konjac"- kapa-carragena.

A temperatura e a forga idnica do meio sfo outros dois pardmetros de

extrema importdncia na modificagdo da estrutura dos géis e,
conseqiientemente, das suas propriedades funcionais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
4.1.1 Material permanente
Incubador - Agitador com Ambiente Controlado
marca New Brunswick Scientific, modelo Psycrotherm;
Redmetro marca Haake, modelo CV-20, com os
acessorios: banho com controle de temperatura,
processador de dados, monitor e impressora;
Redmetro Programavel marca Brookfield LV, modelo DVII;
Viscosimetro marca Brookfield, modelo RVT;

Espectrofotémetro marca Beckman, modelo DU-70;

Banho marca Brookfield, modelo TC-500, com temperatura
controlada;

Estufa Bacteriologica marca Fanem,

Estufa de Secagem e Esterilizac8o marca Fanem, modelo
315 SE;

Autoclave Vertical marca Phoenix, modelo AV-75;
Camara de Fluxo Laminar marca Tecnal, modelo 115;
Centrifuga refrigerada marca SORVALL, modelo RC5C;
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Potenciometro marca Digimed, modelo DMPH-2;

Liofilizador marca Labconco modelo LYH.LOC 18:
Analisador de viscoelasticidade marca Vilastic, modelo 3, com
08 acessorios: banho com controle de temperatura, processador

de dados, monitor e impressora;

Moinho de bola microtriturador marca TECNAL, modelo
TE-350;

Microscopio 6tico binocular OLYMPUS - CBA;
Balanca Semi- analitica, Micronal B-600;

Balanga Analitica A & D, modelo FR-200.

4.1.2 Material de consumo

Os reagentes utilizados, todos p.a., foram das marcas Merck, Ecibra
Vetec e Sigma. Os meios de cultura utilizados foram da marca Difco.

4.1.3 Microrganismo utilizado
Foram utilizadas nas determinagGes dos par@metros de produgio do

biopolimero, as cepas da bactéria Beijerinckia sp denominadas 7070 e
9102AA’, que foram isoladas e identificadas neste trabalho.
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4.1.4 Composicio dos meios de isolamente, manutencio e
propagaciio do microrganismo

O meio utilizado para isolamento, manutencfo e propagacdo das
bactérias foi o Meio I, YM (Yeast Malt) com a seguinte composicio em g/l
Extrato de malte 3,0; Extrato de levedura 3,0; Peptona 5,0; Glicose 10,0 ¢
Agar 20,0.

4.1.5 Composiciio do meio de enrriquecimento

O meio de enriquecimento usado antes do isolamento foi o Meio i que
contém todos os componentes do Meio I, com excegdo de agar, nas mesmas
concentragoes.

4.1.6 Composicio dos meios de producio de células

Os meios usados para produgdo de células foram : Meio 1, com a
seguinte composi¢do em g/l 1 Extrato de malte 7,0, Extrato de levedura 7.0,
Peptona 17,0 e Glicose 10,0. Meio IV, com a seguinte composi¢do em g/l :
Extrato de malte 7,0, Extrato de levedura 7,0, Peptona 17,0 e Sacarose 10,0.
Meio V, com a seguinte composicdo em g/l : Extrato de malte 7,0, Extrato de
levedura 7,0, Peptona 17,0, Sacarose 10,0 e NH4H2PO4 0,5.

4.1.7 Composi¢ao do meio de produgiio de biopolimero

Foram utilizados seis diferentes meios na fase de produgdo do
biopolimero: Meios VI, VII, VIIIL, IX, X e XI, cujas composi¢des sdo
apresentadas a seguir:
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Meto VI (SOUW & DEMAIN, 1979)

Componentes (g
Glicose 20
KoHPO4 5,0
Mg SO4 THO 0,2
(NHg)» SO4 2,0
Ac. Citrico 2,0
H3BO3 0,006
ZnO 0,006
FeCly 6H70 0,0024
CaCO3 0,02
O pH foi ajustadoa 7.0

Meio VII - modificado (MANRESA et al 1987)

Componentes (g/b
Sacarose 20
Extrato de levedura 0.2
Triptose 2.0
KoHPO4 2.0
MgSOy4 THO 2.7

O pH foi ajustado 6,5

Meio VIII

Componentes (g/l)
Sacarose ou glicose 20 ou 50
Extrato de levedura 0,2
Triptose 2.0
KoHPOy 2.0
MgSQO4 7TH20 2,7
KH7PO4 13,62 (pH ajustado a 6,5)
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Meio IX (MANRESA et alii, 1987)

Componentes (g
Sacarose 20
Extrato de levedura 0.2
Triptose 2.0
KoHPOy 2.0
MgSQO4 TH0 2.7
MnSOy4 0.01
FeSO4 0.01
CaClp 0.01
O pH foi ajustado a 7.0

Meio X (LOPEZ & BACKING, 1968)

Componentes (g/l)

Glicose 20

KoHPO4 0,8

KHyPO4 0,2

MgS04.7H20 0,5

FeCl3.6H0 0,025

CaCly.2H0 0,05

NarMe07.2H20 0,005  (pH ajustado a 6,6)

Meio XI (KANG & McNEELY, 1976)

Componentes {g/M)

Glicose 30

KoHPO4 5,0

MgS04.7TH20 0,1

NH4NO3 0,9

Promosoy 0,5  (pH ajustado a 7,0)
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4.2 Métodos

4.2.1 Isolamento da bactéria

As amostras foram coletadas durante um ano e meio, com intervalo de
dois meses, em locais pré-estabelecidos nas lavouras de cana-de-agticar e na
planta de producio de uma usina de agiicar e alcool situada na regifio de
Ribeiro Preto, Estado de S&o Paulo.

4.2.1.1 Isolamento das bactérias da terra cultivada com cana-de-acicar.

A coleta foi efetuada em quatro lavouras de cana, pré-estabelecidas.
Sobre 0 mapa das lavouras fornecido pela indistria, foram determinados
aleatoriamente trés pontos de cada lavoura, com extensfo de 100 m2, que
foram subdivididos em cinco de 20 m2, dos quais foi sorteado um ponto,
aleatoriamente, onde foi retirada cada amostra de terra. As amostras, dentro
de cada ponto sorteado, foram colhidas em Im?2 de superficie. A terra coletada
foi subdividida conforme amostragem estatistica utilizada pela prépria usina
para analise de solo. As amostras foram recolhidas em latas esterilizadas.

As amostras, com peso de 100 g, foram colocadas em meioYM, liquido
na proporgdo 1: 1 peso/peso e mantida a temperatura ambiente, a 150 rpm,
por duas horas. Entfo, uma algada de liquido, era transferida para placa de
Petri contendo o meio L

As placas foram incubadas & 24 9C por 48 horas. As coldnias gomosas
foram replaqueadas em placa de Petri contendo o meio I, usando as mesmas
condi¢des descritas anteriormente, até a obtengo de cultura pura.

4.2.1.2 Isolamento das bactérias do caldo de cana e dgua de lavagem de
diferentes ponto da usina de agticar e dlcool.

As amostras de dgua de lavagem foram retiradas do primeiro, terceiro e
sexto terno de lavagem. As amostras de caldo de cana foram retiradas da
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entrada do reservatério de caldo que vai para fermentacéo e da dorna nlimero
sete. As amostras foram recolhidas em frascos esterilizados com capacidade
de um litro .

O plaqueamento foi efetuado no mesmo dia da coleta. Utilizou-se uma
alcada da amostra por placa de Petri contendo o Meio I, o crescimento e o
isolamento das colénias foram feitos como descrito anteriormente, em 4.2.1.1.

4.2.1.3 Isolamento das bactérias da cana-de-aciicar

As amostras foram coletadas nos mesmos locals sorteados para coleta
de terra. Em cada ponto, foram coletadas dez amostras de cana escolhidas
aleatoriamente.

As canas foram cortadas utilizando-se como amostras somente a
primeira terga parte da raiz para cima, a qual, apds picada, foi colocada em
erlenmeyer esterilizado, com capacidade de 1 litro. Foi adicionado o Meio 1
na proporgio de 1:1 peso/peso, e os frascos foram mantidos sob agitacdo de
150 rpm & temperatura ambiente por duas horas.

Utilizou-se uma al¢ada do lquido para o crescimento em placa de Petri,
contendo o Meio 1. As condicdes de isolamento e crescimento das bactérias
foram as mesmas do item 4.2.1.1.

4.2.2 Obtencio de cultura pura

O método utilizado para obtencdo da cultura pura dos isolados foi o de
esgotamento por estrias, em placas de Petri contendo o Meio I, nas quais,
utilizando-se uma al¢a de platina com a bactéria, foram feitas estrias de
esgotamento de acordo com o método descrito por MURO & LUCHI (19%9).
As placas inoculadas foram colocadas em posicio invertida, na estufa, nas
temperaturas de 24 a 270C. Para avaliar a pureza da cultura, foi feita a
coloracdo de Gram em Ildmina onde se conferiram as caracteristicas
microscdpicas e fenotipicas das col6nias isoladas,
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4.2.3 Manutencio e propagacio do microrganismo

Para a manutencéio e propagacio, as culturas puras foram semeadas em
tubos inclinados contendo 6 ml de Meio I e estes foram incubados por 24
horas & temperatura de 24 ou 279C e, apés, foram mantidos a 49C. As
culturas foram reativadas a cada 30 dias. As bactérias selecionadas
permaneceram neste meio até ser feita a série bioquimica para cada uma
delas. Apds a série bioguimica, as bactérias de interesse para testar a
producdo de biopolimeros foram armazenadas liofilizadas ou em porcelana.

As culturas puras, para serem mantidas por liofilizacdo, foram culturas
de 24 horas crescidas em temperaturas de 24 a 270C

As culturas puras, para serem mantidas em porcelanas, foram
preparadas em tubos inclinados contendo 6 ml de Meio I, por 24 horas, a
temperatura de 24 a 270C e transferidas para os cilindros de porcelana
esterilizados em frascos esterilizados, contendo uma camada de stlica gel com
indicador e uma camada de aproximadamente 2/3 de 13 de vidro, segundo
BERGDOLL (1993).

4.2.4 Reativaciio das células

A cultura liofilizada foi suspensa em 1 ml de solugdo N ( NYGB), com
a seguinte composi¢do em g/l : Peptona 5,0, Extrato de levedura 3,0 e 2,0 ml
de glicerol. Esta suspenséo fol adicionada a 50 ml de Meio Il em erlenmeyer
de 250 mil. Apos incubago a 24°C e 100 rpm por 24 horas obtivemos o
indculo que foi usado na etapa de produgiio de células e de polissacarideos.

A preparagio do indculo, a partir da cultura mantida em porcelana foi
feita da seguinte maneira : colocaram-se um ou dois cilindros de porcelana
em 50 ml de Meijo II ou Ili, em erlenmeyer de 250 ml, os quais foram
incubados nas mesmas condicdes do indculo preparado a partir da cultura
liofilizada.
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4.2.5 Selecio da bactéria

Os testes preliminares utilizados para selecionar as bactérias que
apresentaram colonias gomosas em placa de Petri, foram: morfologia, testes
de Gram, catalase e oxidase segundo BERGEY (1984) ¢ DOBEREINER &
RUSCHEL (1958).

4.2.6 Identificacio da bactéria

Os microrganismos que produziram a maior quantidade de biopolimero
em meio liquido foram identificados através das caracteristicas mortologicas
e fisiologicas de acordo com BERGEY (1984), e por testes complementares
de acordo com COSTILOW (1974) e DOBEREINER & RUSCHEL (1958).

4.3 Cinética de crescimento celular

ApoOs a identificagio da bactéria, foi determinada a cinética de
crescimento para a cepa 7070 de Beiferinckia sp no Meio IV,
4.3.1 Cuarva Padrio de Crescimento Celular
] - Foi feito pré-indculo de 18 h com 50 ml de Meio IV, e uma algada da
cultura do isolado, o qual foi incubado & temperatura de 270C e 100 rpm por
18 horas;

2 - Foram feitas dilui¢des com esses caldos;

3 - Foi colocado 1 ml de cada dilui¢io em placa de Petri, usando-se o método
"pour-plate”. A incubagéio foi feita a 27°C por 24 horas;

56



4 - As leituras de absorbancia, para cada dilui¢do, foram feitas em
espectrofotémetro DU-70 Beckman, em comprimento de onda de 550 nm,
utilizando-se dgua destilada para calibragfo do aparelho;

5 - Foram feitas as contagens das Unidades Formadoras de coldnias (UFC) de
cada placa, em cada diluig8o;

6 - Determinou-se a concentracio celular do meio de cultura realizando-se
simultaneamente as medidas indiretas do crescimento bacteriano pelo método
indireto (medigdo de D.O) e pelo método direto (contagem de UFC).
Estabeleceu-se graficamente a relagfo entre os valores obtidos pelos métodos
direto e indireto.

4.3.2 Cinética do crescimento da cepa 7070 de Beijerinckia sp

4.3.2.1 Determinacio da quantidade de sacarose a ser utilizada

Apés a obtengfo da curva de crescimento da cepa 7070, para
determinar a cinética de crescimento em condigfes ideais, foi utilizado o
Meio IV, com concentracdes de sacarose variando de 0,1 até 5,0% para
determinar a quantidade ideal de sacarose requerida pela bactéria para seu
crescimento. A quantidade de agtcar residual foi determinada pelo método de
NELSON (1944) utilizando-se wuma curva padrio de glicose com
concentragtes de glicose variando de 25 a 200 pg/ml
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indculo
7 ml de Meio IV + 1 al¢ada da bactéria
v

24 horas a 27°C ¢ 100 rpm
+

adicdo de 43 ml de Meio IV
y

24 horas a 27°C e 100 rpm

2

Centrifugagéo a 10.000 rpm por 15 minutos

.

sobrenadante

Vs

células

s

Teste para a determinacio do
acticar residual

)

Secagem a 55°C até peso
constante

Figura 2 Fluxograma da produgdo de células da cepa 7070 de Beijerinckia sp
no Meio 1V, contendo 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0.8, 0,9; 1,0;
2,0:3,0; 4,0 ¢ 5,0 % de sacarose.
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4.3.2.2 Cinética do crescimento no Meio IV, contendo 2 % de sacarose

A cinética do crescimento celular foi determinada segundo o
fluxograma mostrado na Figura 3.

100 ml de Meio IV com 2% de sacarose
frasco erlenmeyer de 500 ml

L

1 alcada de bactéria que foi cultivada a 27° C por 24 horas
¢ 100 rpm

\

Incubagdo a 27° C e 100 rpm por 54 horas

\

Determinacfo de D.O a 550 nm de amostras de 4 ml retiradas a cada 6 horas

Figura 3 Fluxograma adotado na produgfio de células da cepa 7070 de
Beijerinckia sp , no meio 1V, contendo 2 % de sacarose.
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4.4 Preparacio do inéculo

A preparagido do inoculo foi realizada em todas as etapas deste trabalho
utilizando-se o Meio IIL, IV ou V, ac qual foi inoculado uma algada da cultura
de 24 horas a 276C, equivalente a 4 x 106 de UFC por ml. O Meio utilizado
foi entfio incubado na temperatura requerida para fermentacfo e a agitacfo foi
sempre igual a 100 rpm.

4.5 Producio de biopolimero

4.5.1 Produgio de biopolimero na fase de pré-sele¢iio das linhagens

Durante o processo de selegdo de linhagens, a produgéo de biopolimero
fol efetuada adicionando-se 350 ml de Meio VII, em erlenmeyers de 500 ml,
os quais foram incubados a 27 OC e 200 rpm por 96 horas e recuperados
conforme descrito no item 4.6.1.

4.5.1.1 Influéncia do meio de fermentacio

Foram realizados ensaios utilizando-se as cepas 1175A, 4342, 7070 ¢
9102AA’, nos seguintes meios de producdo de biopolimero : Meios VI, VII,
VIHI com 2% de sacarose, IX, X ¢ XI. Os ensaios foram desenvolvidos
utilizando-se um total de 350 ml de meio, do qual 15 % era volume de
inoculo, em erlenmeyer de 500 ml. O pH foi ajustado de acordo com o
especificado em cada meio. As condiges de fermentacdo foram 96 horas, a
27 0C e 200 rpm.

O biopolimero produzido foi recuperado de acordo com o item 4.6.1.
As quantidades de biopolimeros produzidos por estas cepas em cada um dos
meios estdo na Tabela 2.
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4.5.1.2 Influencia do meio de producio de células

Visando a verificar a influéncia do meio usado na producdo de células,
foram utilizados dois meios de producio de células combinados com dois
meios de produgfo de biopolimero. Os ensaios foram feitos utilizando-se o
Meio III de produgfio de células com os Meios VII e VIII de producéo de
biopolimero, contendo 50 g/l de sacarose . Da mesma forma, combinou-se o
Meio 1V de producio de células com os Meios VII e VIII de producio de
biopolimero,.contendo 50 g/l de sacarose As condig¢les de fermentacdio foram
96 horas, a 270C e 200 rpm.

4,5.1.3 Influéncia do pH do meio de fermentacio na producio do
biopolimero

Os ensaios para avaliar o efeito do pH do meio na produgio do
biopolimero, foram realizados utilizando-se 300 ml do Meio VIII contendo 50
g/l de sacarose em Erlenmeyers de 500 ml, aos quais foram adicionados 15 %
(v/v) de indéculo. Os valores de pH do meio de fermentaglo foram 5,8; 6,2;
6,5; 6,8 e 7,0. O ajuste do pH foi feito com solugtes IN de HCI ou NaOH. As
condicdes da fermentagio foram 96 horas, 270C e 200 rpm.

4.5.1.4 Influéncia da concentracio e tipo de agucar

Os ensaios visando a avaliar o efeito da concentracio e tipo de aglicar
utilizados no Meio VIII para producio do biopolimero com a cepa 7070 ¢
cepa 9102A A, foram realizados utilizando-se 300 ml deste meio, contendo 20
e 50 g/l (2 e 5%) de glicose ou sacarose a pH 6,5 e 7,0. Ao meio de
fermentacfo foram adicionados 15 % (v/v} de indculo da cepa em estudo,
sendo este produzido da mesma forma que no item 4.4.

As condi¢des de fermentagdo foram 96 horas, a 279C e 200 rpm. O
biopolimero foi recolhido de acordo com o procedimento descrito em 4.6.1.
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4.5.1.5 Influéncia da temperatura

Os ensaios para avaliar o efeito da temperatura, na producio de
biopolimero, utilizando-se o Meio VIiI, com glicose 50 g/l e Meio VIII com
sacarose 50 g/l, a pH 6,5, foram realizados em frascos erlenmeyer de 500 ml,
com 300 ml de meio de fermentagdo. Em cada frasco foram adicionados 15%
(v/v) de in6eulo cultivado por 24 horas na temperatura em estudo e a 100
rpm,

As condigdes de fermentacfo para cada temperatura em estudo foram
96 h, a 200 rpm.

As condi¢des de cada experimento, utilizando-se o isolado Beijerinckia
sp cepa 7070, sdo apresentadas na Figura 4 e 5.
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1 algada de bactéria
(cultura 24 horas)
1
50 ml de Meto III
u
24 horas na temperatura indicada a 100 rpm
!
300 ml de Meio VIII com 50 g/l de glicose
»L
96 horas na temperatura indicada a 200 rpm
v
Centrifugado a 10.000 rpm a 4°C por 15 minutos
¢ 1

células

sobrenadante
tratamento térmico 90° C
por 20 minutos

¥

i

secagem em estufaa 55°C
ateé peso constante

recuperagdo do biopolimero
por adicio de alcool etilico
|
secagem do biopolimero
em estufa a 55°C até peso
constante - trituracgo

Figura 4 Fluxograma adotado na produgdo do biopolimero com a cepa 7070
de Beijerinckia sp a partir de glicose, nas temperaturas de
fermentacio de 15, 20, 24, 27 e 30°C.
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1 al¢ada de bactéria

{cultura 24 horas)
v
50 ml de Meio I
v
24 horas na temperatura indicada a 100 rpm
\
300 ml de Meio VIII com 50 g/l de sacarose
¢
96 horas na temperatura indicada a 200 rpm
|
Centrifugado a 10.000 rpm a 4°C por 15 minutos
v 1
células
sobrenadante
tratamento térmico 90° C
por 20 minutos
|
\

secagem em estufa a 55°C
até peso constante

recuperacéo do biopolimero
por adi¢fo de alcool etilico
y
secagem do biopolimero
em estufa a 35°C ate peso
constante - trituracfo

Figura 5 Fluxograma adotado na producfio do biopolimero com a cepa 7070
de Beijerinckia sp, a partir de sacarose nas temperaturas de
fermentacéo de 15, 20, 24, 27 ¢ 30° C,
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Foram avaliados nesses ensaios: a) a quantidade de biopolimero
produzido; b) o pH final do meio de fermentagdio; ¢} a viscosidade aparente
do caldo no final da fermentacfio; d) a quantidade de agticar residual apos a
fermentagdo; e) a quantidade de células secas residuais; f) o rendimento de
biopolimero em relagdo 4 quantidade inicial de glicose ou sacarose do meio
de fermentagfo.

4.5.1.6 Influéncia do volume do meio

Para avaliar a influéncia do volume do meio na produgdo descontinua
do biopolimero, utilizando-se erlenmeyer com capacidade de 500 ml foi
realizado ensaio com o Meio ITl de produgfio de células e Meio VIII com 5%
de sacarose em quatro diferentes volumes, sendo : 20, 40, 60 e 80 ml de Meio
1l e a cada um foi adicionado 4 vezes o volume de Meio VIII, obtendo-se
100, 200, 300 e 400 ml de volumes totais, respectivamente. As condig¢Bes do
ensaio foram : 96 horas a 200C e 200 rpm.

4.5.17 Influéncia do volume de células no meio de produgiio de
biopolimero

O ensaio para avaliar a influéncia do volume de células no meio de
produgdo de biopolimero foi efetuado, produzindo-se células em seis
erlenmeyer, de 500 ml, contendo 50 ml de Meio lI. Foram utilizadas para
produgdo de células as seguintes condigdes 24 horas a 20 °C e 100 rpm. Para
metade do ensaio, foram utilizados trés erlenmeyer, contendo 50 ml do
sobrenadante do meio de células que foi centrifugado, no qual foi adicionado
300 m] de Meio VIII, com 5% de sacarose; meio de produgiio de biopolimero.
Aos outros trés erlenmeyer com o meio de produgdo de células néo
centrifugados, foi adicionado, igual volume do meio de produgéio de
biopolimero. As condigdes de fermentagéio foram 96 horas a 20 °C e 200 rpm.
O biopolimero, foi recolhido de acordo com o procedimento descrito em
4.6.1.
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4.6 Recuperacio do biopolimero

4.6.1 Recuperaciio do biopolimero natural

Apos o término da fermentaco, o meio foi centrifugado a 10.060 rpm,
a 40C por 20 minutos. O sobrenadante foi submetido ao tratamento térmico a
900C por 20 minutos, resfriado a 259C e o biopolimero foi precipitado com
trés vezes o volume de etanol 95%. O biopolimero precipitado foi recolhido
em peneiras e seco a 55 OC até peso constante, sendo finalmente triturado em
moinho de bolas por 1 minuto. As amostras foram armazenadas em vidros
com capacidade de 80 ml, tampados e lacrados com parafilme,

4.6.2 Recuperaciio do biopolimero desacetilado

Quando a fermentagdo completou 96 horas, o caldo de fermentagéo foi
centrifugado a 10.000 rpm e 4°C por 15 minutos, € o sobrenadante teve seu
pH ajustado para 10, com solugfio de KOH 4N ou solugfio de NaOH 4N. O
sobrenadante foi entdo aquecido a 909C por 20 minutos e, apos, resfriado a
250C; o pH foi ajustado a 7,0 ¢ o biopolimero foi precipitado com trés
volumes de etanol 95 % . O precipitado foi recolhido em peneiras e seco a
550C até peso constante. Apos a secagem, foi dissolvido em 4gua deionizada
na concentracfio de 1% e centrifugado, precipitado novamente, seco, triturado
¢ armazenado da mesma forma que no item 4.6.1.

4.7 Determinacio dos constituintes do biopolimero

4.7.1 Purificacio do biopolimero

O biopolimero foi dissolvido a 1 % em agua deionizada e foi dialisado
contra dgua deionizada por 48 horas. A dialise foi feita em tubos de dialise,
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membrana de celulose marca Sigma, com capacidade de retencdo de peso
molecular de 12.000 Daltons ou maior.

Apos a didlise, o biopolimero foi reprecipitado com etanol 95 % e seco
a 559C até peso constante.

4.7.2 Hidrdlise total do biopolimero

Trés gramas do biopolimero foram adicionadas a 100 ml de acido
cloridrico 1 N e a solugfio foi aquecida sob refluxo a 700 C por 16 horas, em
banho com temperatura confrolada.

A solucéo foi neutralizada com bicarbonato de sédio e deionizada pela
adi¢iio de uma mistura em quantidades iguais das resinas Amberlite IR 120,
forma Ht, 28-35 mesh e Amberlite IR 45, forma -OH, 28-35 mesh. O
material ndo retido nas resinas foi liofilizado e, posteriormente, utilizado na
determinagiio dos componentes do biopolimero.

4.7.3 ldentificacio dos produtos da hidroélise total do biopelimero

Os residuos de aglicares neutros foram identificados por cromatografia
descendente, durante 24 horas, em papel Whatman n° 1, sendo o solvente
empregado Acetato de etila, piridina e 4gua, na propor¢fio de 8:2:1 (v/v)
segundo método descrito por ASPINALL & JIANG (1974). Os reveladores
usados foram p-anisidina-dcido ftalico e nitrato de prata e hidréxido de sédio
dlcoolico, segundo KREBS et alii (1969).

A identificaclo dos acidos galacturbnico e glucurdnico foi feita por
cromatografia em camada delgada, ascendente, em placa de silica, em cuba
pré-equilibrada, utilizando-se como solvente isobutanol : acido acético : dgua,
na proporgdo 2:1:1 (v/v), segundo método utilizado por HAY, LEWIS e
SMITH (1963). O revelador utilizado foi 4cido sulflirico concentrado.

Os componentes especificos foram determinados por varios testes

colorimétricos. Para 4acido urbnico, o teste de carbazol; para o &cido
galacturdnico, o teste de carbazol modificado; para o 4cido glucurénico em
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presenca de manose, o teste com acido tioglicdlico e 4cido sulftirico, de
acordo com os métodos de DISCHE (1955 e 1962).

4.8 Comportamento reologico de solucdes de biopolimeros

4.8.1 Viscosidade do caldo de fermentagio

A viscosidade do caldo de fermentagio foi determinada no final da
fermentacfo, utilizando-se o Brookfield RVT, "spindle" 21, 50 rpm e 25 OC,
As medidas foram feitas em triplicata para cada amostra.

4.8.2 Viscosidade aparente de solugdes aguosas

A viscosidade aparente das solugdes aquosas com 1% de biopolimeros
obtidos na fase da seleciio das bactérias foi determinada com o mesmo
equipamento ¢ condigdes descritas anteriormente.

4.8.3 Curvas reologicas de solucdes aquosas

As avaliagdes do comportamento reolégico das solugBes aquosas
preparadas com 6 %, de biopolimero em 4gua deionizada a pH 7,0, foram
realizadas no redmetro Haake, modelo CV 20, a temperatura de 25°C. Os
biopolimeros utilizados foram os obtidos nas fermentacdes a 15, 20, 24, 27 ¢
300C em Meio VIII contendo 5% de glicose ou sacarose. As amostras foram
preparadas por aquecimento a 70°C por 40 min . Apés resfriadas, eram
submetidas a vacuo, visando a remover bolhas de ar.

O estudo do comportamento reolégico medido nas temperaturas de 25,
45 e 65 C foi realizado com a amostra produzida por fermentacdo com Meio
VI, contendo 5% de sacarose. O preparo das amostras, equipamento e
condigdes foram as mesmas do item anterior.
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O estudo comparativo do comportamento reoldgico entre a soluglo
aquosa contendo 6% do biopolimero produzido segundo o método descrito na
Figura 5, antes ¢ apds o tratamento térmico de 1210C por 30 min foi feita a
pH 7,0, a 25 e 65 9C. O preparo das amostras, equipamento ¢ condigdes
foram as mesmas do item anterior.

O estudo do comportamento reoldgico de solugdes aquosas contendo
1% de biopolimero em agua deionizada a valores de pH 3.0, 7,0 e 11 foi
determinado em reémetro Brookfield LV - DVIII, com "spindle” SC4-31. As
amostras foram preparadas da mesma forma descrita anteriormente .

Visando a verificar se solugdes aquosas do biopolimero finham
capacidade de formar gel, foram realizados estudos utilizando-se um
analisador de viscoelasticidade marca Vilastic. Para obtengic dos espectros
mecénicos foram preparadas as seguintes solugdes aquosas, contendo 3 ou 6
% de biopolimero em agua dejonizada: 1 -Amostra com 6 % de biopolimero
em 4gua deionizada. 2 - Amostra com 6 % de biopolimerc e 50 mM de
CaCly. 3 - Amostra com 6% de bilopolimero e 30 % de sacarose. 4 - Amostra
com 3% de biopolimero e 0,6 % de goma guar. O biopolimero utilizado foi o
produzido na fermentagdo, no Meio VIII com sacarose, a 27°C, o qual foi
denominado B-27. Todos os espectros mecanicos foram obtidos na
temperatura de 0°C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identifica¢fio do microrganismo

As cepas 7070 e 9102AA", produtoras de biopolimero extracelular,
isoladas de solo cultivado com cana-de-agtcar (Saccharum officinarum),
foram identificadas como bactérias do género Beijerinckia. As caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas e fisiolégicas das cepas 7070 e 9102ZAA’ estlo
ilustradas na Tabela 2. As Figuras | e 2 mostram coldnias dessas cepas.

Tabela 2 Caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e fisiologicas da
Beijerinckia sp , cepas 7070 e 9102AA"

Cepa 7070 Cepa 9102AA°
Morfologia Bastonete Bastonete
Coloragio de Gram - -
Temperatura de crescimento
16a37°C + +
Temperatura 6tima 15 a 30 0C + +
Crescimento:
Em meio sem nitrogénio + +
Quantidade de biomassa
FEm meio sem nitrogénio 0,4-0,6 ¢/l 0,3-0,5 g/l
Em meio com nitrogénio 1,8-2,0 g/l 1,8-2,0 g/l
Bom crescimento em
meio com:
glicose + +
3acarose + +
maltose + +
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Crescimento fraco
em meio com:
galactose + +

Motilidade + +

Coloracdo das colbnias em meio:

YM Amarela Amarela
NA Branca Branca
Especifico p/ Beijerinckia Transparente Transparente

Crescimento em .

Aerobiose + +
Anaercbiose + +
Oxidase - -
Catalase - -
Benzidina + +
H28 em Meio TSI - -
(3as + +
Acido(fundo) + +
Urease - -

Indol - -

Vermelho de metila - -

Voges Proskauer + +
Citrato + +
Liquefacfio de gelatina - +
Presenga de nitrogenase + +
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O. F (Glicose)

Tubo aberto/fechado  Fermentativa

produz gas +

produz écido +
(O.F.(Sacarose)

Tubo aberto/fechado  Fermentativa

Produz gas +

Produz acido +
BGA cresce
Fermentacfo da lactose -
McConkey cresce
Fermentacdo da lactose -
Meio NA a 37 °C cresce

Meio YM
Meio especifico Beijerinckia
Com CaClp
Com CaCOj

Com 0,5% Na(l
Peptona agar 25 a 27 €C

Tolerdncia a pH 3,5 - 8,0
TFT

EMB
Fermentacéo da sacarose

Reducio de nitrato

Sudan Black
Presenca de corpos lipoides

cresce

Cresce
Cresce

nio cresce
cresce
__1._

Cresce

cresce
4

.{...

Fermentativa
+
+

Fermentativa
+

-+

Cresce

Cresce

cresce

Formou pelicula superficial caracteristica de Beijerinckia

Crosce

CTEsCe
cresce

nio cresce
cresce

+

Cresce

Cresce
+

+
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Figura 6 - Colonias da cepa 7070 de Beijerinckia sp, em meioYM 24 horas, de
incubagfio a 20 °C

Figura 7 - Coldnias da cepa 9102AA’ de Beijerinckia sp em meio YM 24 horas, incubagio 2 20°C.
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5.2 Cinética de crescimento celular

Os resultados da determinag@o do crescimento celular da cepa 7070 de
Beijerinckia sp, em meio com concentracdes de 0,1 a 5,0% de sacarose , de
acordo com o item 4.3.2.1 , so apresentados na Figura 8. Como pode ser
visto, 0 melhor crescimento ocorreu a partir de 1% de sacarose, ndo havendo
proporcionalidade entre o aumento da concentragfio de sacarose no meio de
produgdo de células e a quantidade de células produzidas, isto para as
concentracOes testadas. A concentrac8o a 1% de sacarose foi considerada a
methor, tendo em vista que resultou em menor quantidade de agticar residual
no final de 48 horas. Estes resultados estio de acordo com trabalhos
realizados por VOLPATO e SCAMPARINI (1993), para isolados de

Xanthomonas e Alcaligenes.

A Figura 9 mostra a curva padrio de crescimento celular de
Beijjerinckia sp cepa 7070 que foi utilizada durante a fase de desenvolvimento
do estudo do melhor meio de producfo do biopolimero, com a finalidade de
padronizar o inéculo.

A Figura 10 mostra a cinética de crescimento celular da cepa 7070 de
Beifjerinckia sp, determinada no meio contendo 1% de sacarose, nas
condicBes descritas no item 4.3.2.2, Como pode ser visto nessa figura, esta
bactéria tem um crescimento rapido neste meio e nas condigdes em que foi
testada, sendo que a fase log estava completada com 18 horas.
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CELULAS SECAS (g/l)

1.80 — 4

160
1.40
0.00 ' 2.00 3.00 400 5.00
CONCENTRAQAO DE SACARCSE (%)

Figura 8 Quantidade de células secas (g/1) obtidas nas concentra-
coes de sacarose de 0,1 a 5,0 % no meio 11l de produgio
de células com a cepa 7070 de Beijerinckia sp.
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Figura 9 Curva Padrdo de Crescimento Celular de Beijerinckia cepa
7070.
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Figura 10 Cinética do crescimento da cepa 7070 de Beijerinckia sp.
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5.3 Sele¢io do microrganismo

Utilizou-se-0 Meio 1, nas condi¢des de incubacio descritas no item
4,2.1.1. Foram encontradas diversas colbnias que apresentaram gomosidade
neste meio solido. Na Tabela 3, sdo mostradas as cepas, as quais
posteriormente, foram selecionadas de acordo com o item 4.2.5, como sendo
Gram negativas, tipo bastonete, catalase negativa e oxidase negativa, que
foram submetidas a fermenta¢des em Meio VII liquido , de acordo com o item
4.1.7 e nas condigdes do item 4.5.1. Nesta fase, a sele¢do das cepas das
bactérias foi baseada nos pardmetros : quantidade de biopolimero produzido e
viscosidade aparente da solugdo aquosaa 1 % .

Tabela 3 Quantidade e qualidade dos biopolimeros produzidos pelas cepas
das bactérias denominadas 1175, 4341-4343, 7021-7070, e 9102-

9103
Quantidade Viscostdade Quantidade Viscosidade
de de
biopelimero Aparente biopolimere Aparents
cepas cepas
g (cP) & {cP)
7041 0,58 12,0 4343F 0,85 26,0
7052 0,50 12,8 43435 0,46 10,0
7027 0,42 73,0 4342F 0,98 29,0
7029 0,62 34,0 4341F 0,63 29,0
7043 0,25 6,2 43436 0,40 22,0
7039 0,52 26,5 1175 0,62 29,0
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7023 0,86 11,2 1175F 0,47 16,5

7044 0,28 5,5 1175AA 0,32 43,0
7028 1,10 22,0 1175A 0,40 68,0
7021 0,80 17,0 1175B 0,72 50,0
7045 0,25 2,5 9103A 0,42 80,0
733 0,20 14,0 91038 0,53 70,0
7047 0,25 9.4 6103 0,40 38,0
7034 0,20 7,0 9102AA" 0,65 90,0
7046 0,15 30,5 9102A 0,50 54,0
7037 0,27 3,0 9102A2 0,38 32,0
4343 0,80 11,0 7070 0,63 132,0
4342 0,82 19,0 4341F 0,65 26,0

Como pode ser visto na Tabela 3, as melhores cepas, com relagdo a
produgiio de biopolimero e viscosidade aparente destes em solugdes aquosas a
1 %, em cada grupo foram 1175A, 4342F, 7070 e 9102AA’'. Estas

cepas.foram as selecionadas para estudo dos pardmetros de produgéo.

5.4 Determinacio dos parimetros de produgiio de biopolimero pelas
cepas 1175A, 4342F, 7070 e 9102 AA' de Beijerinckia sp

Considerando-se que os parfmetros, como composi¢o do meio, pH,
temperatura, concentragdo e tipo de agcar desempenham um papel
importante na produgio de biopolimeros, foi estudado o efeito destes fatores
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na obtencio do biopolimero pelas cepas que se mostraram promissoras para a
producio de biopolimeros

5.4.1 Influéncia do meio de fermentagio

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos no estudo do efeito do meio
de fermentacfo na produgo de biopolimero pelas cepas 1175A, 4342F, 7070
e 9102AA' de Beijerinckia sp, efetuado de acordo com o procedimento
descrito em 4.5.1.1. Esses resultados mostram que a composigfo do meio de
fermentacdo influencia significativamente a produgfio do biopolimero. Como
pode ser observado nessa tabela, os meios IX, X e XI provocaram uma
redugiio da produgio de biopolimero, enquanto que ndo houve crescimento no
meio VI. Dos seis meios testados verificou-se que os meios VII e VIII foram
os que produziram maior quantidade de biopolimero e as melhores cepas
quanto a produgdo foram a 7070 e a 9102AA",

Tabela 4 Quantidade de biopolimero produzido pelas cepas 1173A, 4342F,
7070 e 9102AA’, nos meios VI, VII, VIIIL IX, X e XI

Quantidade de
Meio Cepas hiopolimero
(g/h

Vi 1175A 3,00
4342F 0,00
7070 0,00
2102AA° 0,00

VII 1175A 0,43
4342F 0,97
7070 0,63
9102ZAA' 0,55
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VIl 1175A 0,80

4342F 0,66
7670 1,93
O102AA' 1,75
iX 1175A 0,12
4342F 0,14
7070 0,22
G102AA 0,11
X 1175A 0,26
4342F 0,04
7070 0,19
9102AA 0,11
X1 1175A 0,14
4342F 0,20
7070 0,60
O102ZAA’ 0,24

5.4.2 Influéncia do meio de producio de células

Para estudar se o tipo de aglicar utilizado no meio de produgio de
células poderia ter influéncia na quantidade de biopolimero produzido, foram
realizados experimentos combinando-se os meio Il e IV de produgio de
células com os meios VII e VIII de fermentagdo. Os resultados apresentados
na Tabela 5 mostram que hé diferenga na produggio de biopolimero pela cepa
7070, quando se utilizaram tanto os meios de produgio de células III ou VI,
com os mejos VII e VIII de fermentacio. Em termos de quantidade de
biopolimero e viscosidade aparente das solugdes dos biopolimeros, a melhor
combinagio foi a do meio IV de produgdio de células, com o meio VIHI de
produgio de biopolimero.
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Tabela 5 Quantidade de biopolimeros produzidos pela cepa 7070 de
Beijerickia sp nos meios VII ¢ VIII de produgdo de biopolimero,
combinados com os meios Il e IV de producéio de células e
viscosidade aparente de suas solugdes a 1%.

Meio de Meio de {Juantidade Yiscosidade
producio produgio de aparente das
de de biopolimero solucdes a 1%

células biopolimero (g/h) {cP)

v VI 1,92 114

v Vi 1,59 70

I VIII 1,80 90

1 Vil 1,61 70

5.4.3 Efeito do pH na producio de biopolimero pela cepa 7070 de
Beijerinckia sp

Como a cepa utilizada neste estudo foi isolada de uma regido com pH
do solo entre 3,5 2 6,5 e a faixa de pH citada na literatura € de 6,0 a 7,2 onde
podem estar presentes bactérias do género Befjerinckia, estudou-se a
influéncia do pH do meio de fermentagdo na produgdo do biopolimero na
faixa de pH de 5,8 a 7,0. A quantidade de biopolimero obtido para os
seguintes valores de pH inicial 5,8; 6,2; 6,5; 6,8; e 7,0 foram,
respectivamente, de 7,12; 8,60; 10,77; 10,28; e 9,72 ¢/l, nas condigbes do
item 4.5.1.3. Verificou-se, portanto, que o pH do meio de fermentacdo tem
grande influéneia no processo de produgdo, e que, para cepa 7070, o pH
6timo para a producdo de biopolimero situou-se em torno de 6,5. A Figura 11
mostra o efeito significativo do pH na produgio de biopolimero.
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LOPEZ & BACKING (1968) utilizaram pH 7,2 para Beijerickia Hawai
2, porém o rendimento obtido pode ser considerade baixo quando comparado
ao da cepa 7070 de Beijerinckia. Esses autores obtiveram apenas 4,5 g/l de
biopolimero para o meio contendo 2% de glicose, enquanto que, para essa
mesma concentacio de glicose no meio, obtiveram-se no presente trabalho
8,34 g/l para pH 6,5 ¢ 7,94 g/l para pH 7,0 .

A influéncia do pH na produgéio de biopolimero ja foi observada por
CONGREGADO et alii (1985) que, trabalhando com a produgdio de
biopolimero por Pseudomonas sp EPS-5028, verificaram que a faixa de pH
para obtenciio de maior quantidade do polissacarideo foi de 6,7 a 8,0.
Também WILLIAMS & WIMPENNY (1977}, estudando a produglo do
exopolissacarideo por Pseudomonas NCIB 11264, verificaram que, na faixa
de pH 3,0 a 6,5 a produgo variou de 0,1 a 1,0 mg/ml , enquanto que na faixa
de pH de 7,0 a 8,0, variou de 4,0 a 5,0 mg/ml. Os mesmos autores verificaram
que em pH 9,0 a produgio foi de 4,5 mg/ml. Esses resultados foram obtidos
em meio contendo 2% de glicose.
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Figura 11 Quantidade de biopolimero obtido pela cepa 7070 de
Beijerinckia em meio VIII contendo sacarose 50 g/l fer-
mentada por 96 horas a 27 oC ¢ 200 rpmem pH de 3.8
a70.
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5.4.4 Influéncia da concentraciio e tipo de acticar

Foram efetuados estudos com a cepa 7070, relacionando-se duas
concentracdes de glicose ou sacarose (2% e 5%) em pH 6,5 e 7.0. As
quantidades de biopolimeros produzidas em meio de fermentacdo contendo
2% de sacarose ou glicose em pH 6,5 foram, respectivamente, 8,34 e 7,50 g/
e para concentragdo de 5% de sacarose ou glicose, foram, respectivamente,
10,86 ¢ 9,80 g/l. Para concentragfio de 2% de sacarose ou glicose, em pH 7,0,
os resultados foram 7,94 ¢ 6,94 g/l de biopolimero e para 5% de sacarose ou
glicose foram respectivamente 10,06 e 9,45 g/l. Os resultados mostraram que
a quantidade de biopolimero para qualquer concentragfio e tipo de agucar,
dependeu do pH para os dois tipos de aglicar. Estes dados mostram que 2
maior quantidade de biopolimero foi obtido em pH 6,5 quando se utilizou
sacarose a 2% ou 5%. Tais resultados estdo de acordo com os dados obtidos
para cepa 9102AA' por VENDRUSCOLO e SCAMPARINI (1993). Tanto a
sacarose como a glicose influiram na quantidade do biopolfmero obtido;
porém, esta influéneia pode ser considerada pequena, quando comparada com
variaglio verificada entre estes dois tipos e os demais aglicares citados na
literatura. As diferencas de rendimento entre a sacarose € a glicose neste
trabalho nflo ultrapassaram a 5% enquarnto que dados citados por MANRESA
et alii (1987) mostram uma diferenga de aproximadamente 10 % entre esses
dois aclicares, e de até 70 % de rendimento enire a glicose € outros aglicares,
tais como, galactose, lactose, frutose e maltose.

Também WILLIANS & WIMPENNY (1977) utilizaram varias fontes
de carbono, dentre elas a glicose e a sacarose, para uma fermentacdo de 48
horas, obtendo 3,23 mg/ml de polissacarideo para 1% de glicose inicial e 2,87
mg/ml para 1% de sacarose inicial. Um extenso trabalho com a Pseudomonas
NCIB 11264, realizado por estes autores, utilizando doze agtcares diferentes,
mostrou o quanto o tipo de agticar influi significativamente na produgdo do
biopolimero, tendo sido 0,43 mg/ml a producio minima e 3,23 mg/ml a
produ¢io méxima quando a concentragao inicial foi 1% de agucar. Estes
autores afirmam, no entanto, que o tipo de aglicar ndo altera a composicio do
biopolimero .

Esses mesmos autores estudaram a influéneia da glicose ¢ sacarose nas
concentragdes de 0,5 a 2,0 % na produgdo do biopolimero em fermentagfo de
48 horas. Somente na conceniracio de 1 % a quantidade de biopolimero
produzido foi acima de 1,5 mg/ml para glicose e sacarose. Na concentragfo
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de 2 %, a quantidade foi de 4,0 mg/ml para glicose e de 2,8 mg/ml para
sacarose. Estes resultados também confirmam a influéneia da concentragdo ¢
do tipo de agticar na produgdo de biopolimero verificado no presente trabalho.

CRUZ (1983), na produgio de xantana por Xanthomonas manihotis
utilizando glicose ou sacarose no meio de fermentagfo em concentragdes de 2
e 5 %, obteve 11,55 g/l de biopolimero em concentragSes de 2 % de glicose ¢
pH 5,5, Para concentragdes de 2% de sacarose e pH 6,4, obteve 11,58 g/l de
biopolimero. Quando utilizou 5% de glicose ¢ pH 6,3, obteve 21,83 g/l , ¢
22,35 g/l quando utilizou 5 % de sacarose em pH 5.5.

5.4.5 Influéncia do volume de meio

O expetimento para determinar a influéncia do volume de fermentagio
em erlenmeyer de 500 ml (4.5.1.6) no qual foram utilizados 20, 40, 60 e 80
mi de meio de produgdo de células com adicdo de 4 vezes o volume de meio
de fermentacdio para perfazer os totais de 100, 200, 300 e 400 ml , nas
condicBes do experimento, resultaram na produgdo , respectivamente, de 4.5,
11,4, 12,0, 9,0 g/l de biopolimero, que significam rendimento de 9%, 22,8%,
24% e 18% respectivamente.

Pode-se observar que os melhores rendimentos de biopolimeros foram
obtidos para os volumes de 200 e 300 mil, onde a diferenca de 33 % do
volume aumenta somente em 2 % a produgfio de biopolimero. Os menores
rendimentos foram obtidos com os volumes de 100 ml e 400 ml, onde a
reduciio de 75 % do volume causou uma diminuigdo de 50 % no rendimento
do biopolimero. Tais resultados indicam que ha uma faixa de volume a qual
proporciona uma aeragdo adequada, resultando em melhor rendimento na
produgdo do biopolimero.

Na literatura consultada nfio foram encontrados estudos sobre volume
de meio para o recipiente utilizado nas fermentages do tipo descontinuo.
Segundo BORZANI (1986), a literatura ¢ rica quando trata do problema de
aeracfio; porém, os dados encontrados sobre quantidades de oxigénio
necessarias sdo bastante controvertidos e, muitas vezes, constituem segredo
de fabricacdo.
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5.4.6 Influéncia da temperatura de fermentagio

Os resultados dos ensaios da influéncia da temperatura de fermentagéo
no rendimento e no comportamento reologico dos biopolimeros produzidos
nas condicBes estabelecidas nas Figuras 3 e 4, estfo na Tabela 6 ¢ Tabela 7 e
nas Figuras 12,13, 14, 15 e 16,

Tabela 6 Efeito da temperatura de fermentagio no processo descontinuo de
produgdio de biopolimero pela cepa 7070 de Bejjerinckia sp, com
meio VIII, contendo 5§ % de glicose, 96 horas a 200 rpm e a pH
inicial de 6,3.

Temperatura (°C)
15 20 24 27 30

biopolimero

(g/D) 10,74 12,11 11,43 10,61 7,97
células secas

(g/D) 0,348 0,192 0,319 0,912 0,829
pH final 5,29 4,87 4,71 4,63 4,70
Viscosidade aparente
do caldo (cP) 225 390 493 180 120
Agtcar residual

(g/1) 5,95 10,0 7.8 6,0 4,0
Conversio de glicose
em biopolimero

(%). 21,48 24,22 22,86 21,22 15,94
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Tabela 7 Efeito da temperatura de fermentagfo no processo descontinuo de
produgdo de biopolimero pela cepa 7070 de Beijerickia sp, com
meio VIII, contendo 5 % de sacarose, 96 horas a 200 rpm e a pH
inicial de 6,5.

Temperatura (9C)

15 20 24 27 30

biopolimero

{g/1) 10,18 12,64 10,60 8,69 7,28
células secas

g/l 0,349 0,218 0,314 0,796 0,838
pH final 5,14 4,74 4,97 4,57 4,76
Viscosidade aparente
do caldo (cP) 200 410 510 270 R0
Agucar residual

(g/h) 2,5 8,7 54 34 4.3

Conversio de sacarose
em biopolimero
(%) 20,36 25,28 21,20 17,38 14,56

Os resultados do estudo da influéneia da temperatura na produgdo do
biopolimero com a cepa 7070 de Beijerinckia sp, em meio VII, contendo
glicose ou sacarose, mostraram que houve produgio de biopolimero com bom
rendimento nas temperaturas testadas de 15 a 30 0C.

Nas Tabelas 6 e 7 e na Figura 12, pode-se observar que a temperatura
tem influéneia significativa no rendimento da producdo de biopolimero. A
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melhor temperatura, para producdo com glicose ou sacarose, foi em torno de
20 ©C. O rendimento decresceu na temperatura de 159C e a partir de 24 até
300C. Segundo o Manual de Bergey (1984), a bactéria Beijerinckia
desenvolve-se nas temperaturas entre 10 e 35 ©C. Nos experimentos foi
comprovado que para o meio e condig¢des utilizadas, a cepa 7070 nédo apenas
se desenvolveu, mas também produziu substanciais quantidades de
biopolimero na faixa de 15 a 30 OC. Os valores obtidos foram
significativamente superiores aos citados por LOPEZ e BACKING (1968),
pois a quantidade méaxima obtida, para o meic e condiges utilizados, foi de
5,4g/1, usando Beijerinckia indica Hawai 2.

Para homopolissacarideos como a curdulana e a dextrana, a quantidade
de glicose ou sacarose inicial chega a 100 g/l e, segundo HARADA et alii
(1966) ¢ NAKANISHI et alii (1972), o rendimento na producdio do
biopolimero alcanga a 50% para a curdulana; e para a dextrana, o rendimento
atinge de 25 % Porém,segundo ALSOP {1983), o rendimento méximo obtido
industrialmente ¢ de 17 %

O rendimento dos heteropolissacarideos obtidos por Pseudomonas e
Xantomonas é menor. A producfio de xantana, segundo a literatura, varia de
13 g/l até 20 ¢/l (CADMUS et alii. 1976 ; CRUZ, 1983).Para os biopolimeros
obtidos por Pseudomonas, a quantidade produzida € ainda menor, variando de
240 mg/l a 4,8 g/l (CHRISTENSEN 1985 ; MANRESA et alii ,1987).

LAPASIN et alii (1992) realizaram estudo comparativo entre tempos de
fermentagio e quantidade de biopolimero produzido. Em fermentagdes com
7, 14, 21 e 28 dias, obtiveram as seguintes quantidades : 0,85; 1,99; 2,54
3,27 g/, respectivamente, de biopolimero produzido por Cyanospira
capsulata. Este foi o Unico trabalho encontrado onde foi estudada a
quantidade de biopolimero em fungéo do tempo de fermentagfo.
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Figura 12 Quantidade em g/ de biopolimero obtido com a cepa 7070
com o meio VI contendo glicose ou sacarose, fermentada
nas temperaturas 15, 20, 24, 27 ¢ 30 oC.
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Os resultados das Tabelas 6 e 7 e a Figura 13 mostram que o pH do
meio de fermentacdo, inicialmente ajustado para 6,5, diminui para até 4,57 no
final da fermentacdo. A bactéria Beijerinkia manteve-se ativa até em pH 4,57,
o que estd de acordo com BECKING (1961a) e FLORENTANO et ahi
{1968), que consideram ter esta bactéria tolerdncia a pH baixo, na faixa de 4,5
- 5,2.

Na Figura 14, é importante notar que a quantidade de células secas
mostrou-se consideravelmente menor apenas para as temperaturas de maior
rendimento do biopolimero. Esse resultado estd de acordo com o experimento
realizado posteriormente, no qual foi avaliada a produgdo de biopolimero,
para mesmo inéculo, com diferentes quantidades células, isto €, inoculo com
e sem centrifugacdo. Para 0 meio de produgdo de células, que foi centrifugado
e utilizado o sobrenadante na fase de fermentacfio, obteve-se um aumento no
rendimento de 12%. Ficou assim demonstrado que quanto menor o volume de
células maior foi a produgdo de biopolimero.

LAPASIN et alii (1992) produzindo fermentagdes nas mesmas
condi¢des, para comparar o efeito do tempo de fermentagfio na quantidade do
biopolimero produzido por Cyanospira capsulata mostraram que a
quantidade de biomassa obtida: 1,56, 2,73; 4,02 e 4,14 g/l, nio foi
proporcional a quantidade do biopolimero produzido, que foi respectivamente
de 0,85; 1,99; 2,54 ¢ 3,27 g/l. Segundo os mesmos autores, a viscosidade do
sobrenadante do caldo de fermentagio aumentou proporcionalmente com a
producio do biopolimero, até 21 dias de fermentag8o; porém, manteve-se a
mesma até o vigésimo oitavo dia, quando houve um aumento de cerca de 25%
na produgdo, comparando-se com os resultados de 21 dias.

Na Figura 15, pode-se observar que a maior viscosidade aparente do
caldo de fermentacio ocorreu nas temperaturas de 20 e 24 ©C, nas quais se
obteve maior rendimento na producdio do biopolimero, quando se utilizou
glicose ou sacarose. O aumento da concentrago de biopolimero no meio de
fermentacdo explica o acréscimo de viscosidade. A viscosidade do caldo de
fermentacio, quando se utilizou sacarose, foi superior a do caldo em que se
utilizou glicose, na faixa onde houve maior produtividade de biopolimero. Os
resultados de viscosidade aparente da solucfio de biopolimero a 6%, que
podem ser vistos nas Figuras 18 e 20, mostram que a viscosidade foi major
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Figura 13 Quantidade de biopolimero (g/1) e pH obtidos no final
das fermentagOes em meio VIII comacepa 7070 de
Beijerinckia sp nas temperaturas de 15,20, 24, 27
e 30 oC.
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Figura 14 Quantidade de biopolimero (g/1) e quantidade de células
secas (g/1) obtidas nas fermentacdes em meio VIII coma
cepa 7070 de Beijerinckia, nas temperaturas de 15, 20, 24
e 30 oC.
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Figura 15 Viscosidade aparente (cP)do caldo de fermentacio, das
fermentagOes em meio VIII com a cepa 7070 de Beijerin-
ckia sp nas temperaturas 15, 20, 24, 27 e 30 oC.
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para solugfo do biopolimerc obtido com sacarose. Verificou-se que, nesse
caso, houve uma correlagfio direta entre a viscosidade do caldo e a da solugfio
do biopolimero.

CRUZ (1983) também utilizou 5 % de concentragdo inicial de aglicares
e obteve maior viscosidade aparente no caldo de fermentacio, quando utilizou
sacarose do que quando utilizou glicose. J& CONGREGADQO et alii (1985)
obtiveram para o caldo de fermentagfio uma viscosidade de 100 a 500 cP para
os diferentes aguicares testados, sendo que a concentracdo inicial de cada um
deles foi de 2%. Porém, quando se usaram concentragdes iniciais de 0.5 a 2,0
% de glicose, os resultados de viscosidade aparente do caldo de fermentacio
foram praticamente iguais nas concentragdes de 1.0, 1.5 e 2.0 %, nas quais a
viscosidade foi de aproximadamente 150 c¢P.

Na Figura 16, verifica-se que a maior quantidade de ag¢tcar residual foi
determinada na faixa de temperatura de maior produgiio do biopolimero. Uma
provavel explicacfio para esse fato ¢ a presenca de menor quantidade de
células, o que leva a um menor consumo de aclicar para crescimento e
manuten¢io das celulas.

Nos resultados obtidos por LOPEZ & BACKING (1968), a quantidade
de glicose do meio decresceu até atingir o segundo maior ponto de producio
do biopolimero; porém, enquanto a produgdo de biopolimero decrescia, o
nivel de glicose no meio cresceu, mostrando que, para o menor nivel de
produciio de biopolimero a quantidade de glicose retornou ao mesmo nivel de
méaxima producio. WILLIAMS & WIMPENNY (1977) obtiveram os
seguintes resultados para uma fermentacfo de 50 horas com a Pseudomonas
NCIB 11264, em meio contendo 2% de glicose: um decréscimo lento da
quantidade de glicose nas 20 primeiras horas, quando a producdo de
biopolimero atingiu 5 mg/ml. De 20 até 50 horas, a quantidade de glicose caiu
para aproximadamente 0.5 %, enquanto a produgido de biopolimero aumentou
para 7mg/ml.
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Figura 16 Quantidade de biopolimero (g/l) ¢ aglicar residual (g/1)
obtidos nas fermentacGes em meio VIII com a cepa 7070
de Beijerinckia, nas temperaturas de 13, 20, 24, 27, 30 oC.
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5.4.7 Influéncia do volume de células no meio de producio de
biopolimero

O estudo em que se utilizou somente o sobrenadante do meio de
producdo de células apds a centrifugacéio, comparando-se este com 0 mesmo
volume de meio de producio de células sem centrifugacéio, e nas condicdes de
fermentacfio estabelecidas no item 4.5.1.7, observou-se uma produgio de
17,02 g/l de biopolimero, quando se utilizou o sobrenadante do meio
centrifugado; e 10,74 g/t de biopolimero, quando se utilizou o meio nio
centrifugado. Quando se usou o sobrenadante que tinha menor quantidade de
células que o meio ndo centrifugado, o rendimento aumentou em torno de
12%, Para os parAmetros anteriormente estudados o maior rendimento obtido
era em torno de 21% e nas condigdes, uso do sobrenadante, o rendimento
passou para 34%. Possivelmente o excesso de células interfere negativamente
no rendimento do biopolimero, pela concorréncia destas na utilizacdo dos
componentes do meio, visando a sua manutengio e reproducio. CRUZ (1983)
também obteve maior quantidade de biopolimero para uma biomassa menor
que foi de 22,353 g/l de xantana para uma biomassa de 1,088 g/l e 21,836 g/l
de xantana para 1,740 g/1. No entanto, LAPASIN et alii (1992) mostraram que
nfo houve proporcionalidade entre a biomassa obtida no final da fermentagfo
e a quantidade de biopolimero produzido.
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3.5 Determinacfio dos constituintes do biopolimero B-27

Atraves da comparacfo dos valores de R dos agticares padrdes com os
valores de R(3 obtidos através de cromatografia descendente dos compostos
obtidos na hidrélise total, foram identificados galactose, glicose e manose,
como os monossacarideos constituintes do biopolimero.

Figura 17 Cromatograma : amostras Al e A2, padrdes Pl 4c. galacturdnico
e P2 4c. glucurdnico

Os resultados da cromatografia ascendente mostraram a presenca dos dcidos
glucurdnico e galacturénico, na composi¢io do biopolimero, conforme pode
ser visto na Figura 17.
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Portanto, pode-se afirmar que o biopolimero B-27 € constituido de
galactose, glicose, manose, acido glucurdnico e 4cido galacturdnico.

Essa mesma constitui¢io foi encontrada por LOPEZ & BACKING
{1968) no polissacarideo produzido pela Beijerickia indica, Hawai-2. HAUG
& LARSEN (1970) citam que JONES et alu (1963) encontraram a seguinte
constituigBo para o polissacarideo produzido por Beijerinckia indica: D-
glucose, D-manose, acido D-glucurdnico e tragos de acido galacturdnico e
gulurdnico. HAUG & LARSEN (1970) concluiram que o polissacarideo
obtido por Bejjerinckia indica, em diferentes bateladas, possui quantidades
significante de acido manurénico e glucurdénico. KANG & McNEELY (1977)
e SANDFORD (1982) encontraram a seguinte constituicdo para o
heteropolissacarideo produzido pela Beijerinckia indica : glicose, ramnose e
acido gulurdnico. Para o polissacarideo produzido por Beijerinckia mobilis,
COOKE & PERCIVAL (1975) encontraram a seguinte constitui¢fo: glicose,
arabinose e ramnose, para a fragfo neutra, ¢ para a fracfo 4cida : Acido
gulurénico, glicose, acido acético e 4cido pirfivico.

5.6 Reologia de solucdes aquosas do biopolimero produzido pela
cepa 7070 de Beijerinckia sp

5.6.1 Viscosidade

Os reogramas obtidos com dispositivos cilindricos rotativos, (Figuras
18, 19, 20 e 21) mostram que o biopolimero em questdo possui fortes
caracteristicas pseudoplésticas, isto ¢, a viscosidade aparente descresce de
maneira substancial & medida em que se aumenta a taxa de deformacdo.
HOLDSWORTH (1971), interpretando esse tipo de comportamento, afirma
que o aumento da taxa de deformacdo causa um progressivo
desembaracamento do arranjo das cadeias moleculares longas, contribuindo
para reduzir a resisténcia intermolecular ao fluxo.

Outra importante caracteristica observada nos reogramas € a existéncia
de uma alta tensfo residual e, como conseqiiéncia, uma alta viscosidade
aparente para baixas taxas de deformagéo. Tenséo residual € o valor minimo
de tensio a que deve ser submetido o fluido para que ele escoe. Conforme as
Figuras 19 e 21, a tensdo residual mostra-se elevada para taxas de deformagéo
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Figura 18 Comportamento reoldgico de solugdes a 6% de biopolimero
obtido nas fermentagdes em meio VI contendo, glicose a, 15,
20, 24, 27 e 30 oC, determinado em redmetro Haake a 25 oC.

100



VISCOSIDADE APARENTE ( Pa.s)

1.00 5

0.00 10.00 goioo 30.00
TAXA DE DEFORMACAOD (s-1)

Figura 19 Viscosidade vs. Taxa de Deformaggo de solugéo aquosa com
6% de biopolimero obtidos nas fermentagdes a 15, 20, 24,27
e 30 oC ¢ meio VIII contendo glicose. As curvas foram de-
terminadas em redmetro Haake a 25 oC.
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Figura 20 Comportamento reologico de solugbes a 6 % de biopolimero
obtido nas fermentacdes em meio VI, contendo sacarose a 15,
20, 24, 27 e 30 oC, determinado em redmetro Haake a 23 oC.
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Figura 21 Viscosidade vs. Taxa de Deformagfo, de solugio aquosa
de biopolimeros obtidos nas fermentagdes a 15, 20, 24, 27
e 30 oC em meio V1L contendo sacarose. As curvas foram
determinados em redmetro Haake a 25 o(..
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em torno de 1,5 s~1. SZCZESNIAK (1985) apresentou reogramas da goma
xantana, cujo comportamento é semelhante aquele apresentado no presente
trabalho, onde um pico de tensdo residual € seguido por uma regifio de "shear
thinning”", isto é: de viscosidade aparente decrescente. De acordo com o
mesmo autor, a tensio residual € uma importante caracteristica das
substAncias utilizadas como agentes ligantes e de suspensfio. Resultados de
reogramas apresentados por MANRESA et alin (1987) para a goma xantana
comparada com o polimero extracelular GSP-910 produzido por
Pseudomonas, também mostraram-se semelhantes aos obtidos para o
biopolimero do presente trabalho.

SZCZESNIAK (1985) afirma que altas viscosidades obtidas com
baixas taxas de deformacfio, e baixa viscosidade com altas taxas de
deformacfo, conferem a substdncias excelentes caracteristicas de suspensio e
sensacdo bucal nfo pegajosa, como apresenta a goma xantana.

Ainda pode ser observado nos reogramas o fluxo dependente do tempo,
com histerese do tipo tixotrépico. Nio se dispde de informagdes sobre a
extensio em que esse fendmeno afeta as propriedades funcionais dos
hidrocoldides. Entretanto, SZCZESNIAK afirma que esse comportamento €
importante na manufatura de produtos espessados com gomas. Us mesmos
autores citando RAO & KENNY (1975) afirmam que as gomas xantana ¢
guar ndo exibem acentuado comportamento dependente do tempo, ao
contrario de solucdes da goma furcelarana.

Nas Figuras 18 e 22, pode-se observar que a temperatura de
fermentacdo influiu na histerese. Houve uma reduglo da histerese nas
solugdes com biopolimeros produzidos nas temperaturas extremas 15 e 30
0C, e esta aumentou nas solugdes com biopolimeros produzidos nas
temperaturas de 20, 24 e 27 °C. A redugio da histerese pode ser interpretada
como uma capacidade de recuperacio das caracteristicas elasticas inerentes a
estrutura do biopolimero.

A temperatura de fermentagdo influiu na viscosidade aparente das
solucBes dos biopolimeros. As malores viscosidades foram para os
biopolimeros obtidos a 20, 24 e 27 OC, tanto para © meio VIiI, contendo
glicose, como para 0 mesmo meio contendo sacarose. As menores
viscosidades foram para os biopolimeros obtidos nas temperaturas de 15 e
300C. No entanto, quando se comparam as viscosidades nas mesmas
temperaturas com meios contendo glicose ou sacarose, observa-se que as
viscosidades aparentes foram superiores quando se utilizou a sacarose.
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Figura 22 Comportamento reologico de solugdes a 6 %o de biopolimero

obtidos na fermentacfio em meio VIII com sacarose a 27 oC
determinado em redmetro Haake a 25, 45 ¢ 65 oC.
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Figura 23 Viscosidade vs. Taxa de Deformagdo, da solugho aquosaa
6% do biopolimero B-27. As curvas foram obtidas em rebme-
tro Haake nas temperaturas de 25, 45 e 65 o(.
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Provavelmente, o tipo de agtcar ¢ a temperatura influem na produgfo da
enzima de polimerizagdo, resultando em polimeros com diferentes pesos
moleculares. Deve ser salientado que, no processo de produgiio de dextrana, é
possivel controlar o peso molecular. A dextrana de baixo peso molecular pode
ser obtida diretamente no meio de cultura, alterando-se algumas condigdes
como a concentracio inicial de sacarose e adigfo de outros aglcares de baixo
peso molecular. (MURPHY & WHISTLER 1973). Entretanto, WILLIAMS &
WIMPENNY (1977), estudando a producdo de exopolissacarideo por
Pseudomonas NCIB-11264, verificaram que a composi¢io do biopolimero
formado foi independente da fonte inicial de carbono.

As Figuras 22, 23, 24 e 25 mostram que a viscosidade é dependente da
temperatura. Porém, o polimero recupera as suas caracteristicas reologicas
quando medidas novamente na terperatura anterior, no caso, 250C. Esse fato
sugere que temperatura até 65 OC nfio tem efeito sobre a estrutura quimica da
cadeia, mas atua sobre a conformacio da mesma guando em solugéo.

A dependéncia entre a viscosidade e a temperatura foi observada por
BEYER et alii (1987) que observaram para solugdes a 1% do polissacarideo
produzido por Rhizobium CB744, medidas a 25 e 65 °C, um decréscimo da
viscosidade com a taxa de deformacio e com a temperatura. Entretanto,
MANRESA et alii (1987) mediram a viscosidade de solugbes a 1% do
biopolimero GSP-910, nas temperaturas de 25, 35 e 45 OC, e obtiveram
maiores valores de viscosidade para temperatura de 45 ©C. Para a goma
xantana, 0s mesmos autores determinaram um comportamento usual: maiores
viscosidades a4 medida que a temperatura ¢é reduzida. O mesmo
comportamento para a goma xantana foi constatade por WHITCOMB &
MACOSKO (1978). MARQUES et alii (1986) verificaram que o
polissacarideo extracelular produzido por Pseudomonas sp EPS-5028 em
solucfes a 2% mostrou a mesma viscosidade tanto a 109C, como a 70 ©C,
com valores de pH variando de 1,5 a 13, sendo que esse comportamento se
reproduziu quando em solugfio contendo 25 % de NaCl.

Os resultados do tratamento térmico da solucdo do biopolimero B-27 a
6% em pH 7.0, podem ser vistos nas Figuras 24 e 25. O tratamento térmico a
121 OC por 30 minutos reduziu a viscosidade aparente das solugbes do
biopolimero, para aproximadamente 30% do valor inicial, quando a
temperatura aumentou de 25 ©C para 65 O9C, o que indica uma provavel
ruptura da molécula no tratamento térmico. Observa-se também que o
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Figura24 Efeito do tratamento térmico no comportamento reologico
de solugdes aquosas contendo 6% de biopolimero B-27 a
pH 7. determinado em redmetro Haake a 25 ¢ 65 oC.
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de biopolimero B-27 a 6 %, submetidas ou ndo ao trata-
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com rebmetro Haake a 25 e 65 o(C.
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tratamento térmico ndo eliminou a histerese apresentada antes do tratamento
térmico. No entanto, a soluglo manteve-se estdvel quanto & viscosidade
quando o tratamento térmico foi de 100 OC e a medida foi efetuada na
amostra resfriada a 25 0C.

As Figuras 22 ¢ 23 mostram os resultados das medidas de viscosidade
de solugdes a 6% do biopolimero, obtidas na fermentagéo a 27 OC para trés
ternperaturas, Esses resultados indicam que o biopolimero em questdo é
relativamente estavel 3 temperatura, uma vez que a queda da viscosidade com
o aumento da temperatura ndo foi acentuada. As solugdes de biopolimeros séo
geralmente estaveis a temperaturas de até 100 OC, como demonstrado para
solugdes de goma xantana a 1% por WHITCOMB & MACOSKO (1978), e
por SANDFORD (1982) tanto para xantana como para o polissacarideo PS-7
produzido por Beijjerinckia indica. No entanto, os Unicos biopolimeros cujas
solucGes mantém estabilidade em temperaturas superiores a 1000C sfio a
curdulana (MIWA et alii, 1993) e a wellana, que apresentam estabilidade em
temperaturas superiores a 150 9C (KANG et alit 1983). As solugdes do
polissacarideo produzido por Pseudomonas PBI(NCIB 11264), estudado por
WILLIAMS et alii (1979) apresentaram estabilidade na viscosidade somente
até 60 OC, decrescendo sensivelmente até 100 OC, guando se preservou
menos de 30 % da viscosidade inicial. O mesmo ocorreu com o polissacarideo
natural PS-60, produzido por Pseudomonas elodea (SANDFORD, 1982).

Os resultados da viscosidade aparente das solucdes a 1%, 3% ¢ 6% do
biopolimero B-27, em pH 7, que foram 160 cP a 1% ; 5700 ¢P a 3% e 78000
cP a 6% na taxa de deformac@o de 0,3 s-!, confirmam que ha, usualmente,
uma relaco direta e ndo linear entre viscosidade e a concentragdo do
polissacarideo (VENDRUSCOLO, 1990). A ndo-linearidade entre
viscosidade de solugdes e concentracdes do biopolimero indica ser este
biopolimero um coléide linear cujas particulas interagem em solugfo.

O mesmo foi observade por SCHAMS & JAMES (1983), na
caracterizagdo do exopolissacarideo produzido por Corinebacterium #98,
quando em solucbes cujas concentracdes variaram de 0,5 a 2,5%. Também
MARQUES et alii (1986), para o polissacarideo sintetizado por Pseudomonas
sp. cepa EPS-5028, obtiveram um aumento de viscosidade das solugdes com
o acréscimo da concentragéo, quando utilizaram sete concentracdes entre 0.25
e 3.0% . Esses autores mostraram também um decréscimo da viscosidade com
o aumento da taxa de deformacfo. Resultados semelhantes foram obtidos por
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MANRESA et alii {1987) para estudos comparativos de concentragdes de
0.25 até 2.0 % de polissacarideo GSP-910 e goma xantana, onde o aumento
de viscosidade das solugGes foi praticamente o mesmo para as concentragtes
de 1.5 e 2.0%, para os dois biopolimeros. Para concentra¢des inferiores a
essas, o aumento da viscosidade foi superior para o polissacarideo GSP-910.

Polissacarideos como a k-carragenana e a A-carragenana, também
confirmam a relacfo direta e ndo linear entre a concentracéo e a viscosidade.
A solucéio a 6% mostrou, na temperatura de 60 ©C uma viscosidade aparente
de 8000 cP e 3000 cP, respectivamente; enquanto que, para uma concentragfo
de 3%, a viscosidade foi de 2000 cP e 500 cP (LARA, 1991).

Qs resultados da influéneia do pH para solucgdes do biopolimero B-27, a
1% e 3%, podem ser vistos nas Figuras 26 e 27, onde € mostrado que se pode
considerar a existéncia de estabilidade ao pH, visto que, para solugbes a 1% a
nmdanga de pH praticamente nfo altera o comportamento da solugfio do
biopolimero B-27. No entanto, para solugdes a 3%, a diferenca em pH 3 ¢é
visivel; possivelmente, este descréscimo ocorra devido a conformagéio que a
molécula adquire em meio acido, pois quando se retornou a pH 7, houve
recuperagdo da viscosidade. A diferenga de viscosidade aparente é menor para
o pH 11, quando comparada ao pH 7,0.

Os resultados da adicdo de CaCly na soluglio aquosa a 1% do
biopolimero, podem ser vistos na figura 28. E mostrado que este sal tem
influéneia na viscosidade, tanto para a adiggo de 0.5%, como 1% deste sal,em
solucBes a pH 3.0, pois modificaram sensivelmente a viscosidade nestas
condicdes. J4 nas solugdes aquosas a 1% do biopolimero a pH 7.0, néio houve
alteracio da viscosidade mesmo quando foi adicionado 1% de CaClp.
SANDFORD (1982) mostrou que nfio apenas o Ca(lp, mas também outros
sais como NaCl, MgCly e FeCly, quando adicionados nas concentragdes de 1,
3,5, 10, 15 e 20 %, em solugdes a 0.5% de scleroglucana aumentaram a
viscosidade das solugdes. Para o polimero PS-60, produzido por
Pseudomonas elodea, a adico de CaCly na concentragfo de 0.1% em solugdo
a 1,0 % do biopolimero foi suficiente para aumentar a forca do gel (KANG et
alil, 1982). No entanto, a adigBo de NaCl, nas concentragdes de 0.1 a 1.0%
nio alteraram a viscosidade das solugdes contendo 0.1% a 1.0 %, de xantana (
PETTITT, 1982).
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Figura 26 Comportamento reolégico das solugfes de 1% de biopoli-
mero B-27 em pH 3.0, 7.0, e 11. Determinado em redmetro
Brookfield LV, spindle SC4-31 a 25 oC.
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Figura 27 Comportamento reoldgico de solugdes aquosas a 3% de bio-

polimero B-27 a pH 3.0, 7.0 ¢ 11, determinados em rebmetro
Brookfield LV, spindle SC4-31.
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5.6.2 Determinacfio das caracteristicas elasticas do biopolimero e
Espectros mecinicos das solugdes

Pode-se observar, na Figura 29, para a solucfio a 6% de biopolimero na
temperatura de 00C, que a resposta eldstica ou sélida (G') predomina sobre a
resposta viscosa (G") em toda a extens@io do espectro de freqliéncia
testado. Também se observa uma baixa dependéncia dos dois médulos com a
freqliéncia, De acordo com MORRIS {1984) esse tipo de espectro representa
que a substiancia forma um gel tipico o qual, no caso limite, se comporta
como um solido perfeito, quando os modulos G'e G" resultam em retas
paralelas independentes da frequéncia. O mesmo autor afirma ainda que esse
comportamento € tipico para géis com ligacdes cruzadas ndo covalentes, com
tendéncia a formarem redes tridimensionais permanentes.

A Figura 30 mostra o espectro mecénico quando se adicionou 30% de
sacarose a solugo contendo 6 % do biopolimero B-27. Comparado-se com a
Figura 29, é possivel observar que a sacarose teve pouca influéncia no
comportamento do biopolimero, resultando em leve redugio dos médulos de
elasticidade e viscosidade, & medida em que se aumentou a freqiiéncia de
oscilagdo. Conseqiientemente, a sacarose como co-soluto ndo foi efetiva na
indugiio da geleificagio do biopolimero B-27, contrariando a afirmativa de
BACK et alli 1979, citados por OAKENFULL (1984).

Na Figura 31, € mostrado o espectro mecénico obtido para a goma
Gelrite, um biopolimero produzido por bactéria, consagrado no mercado
como excelente substituto do agar como agente geleificante (KELCO, 1989).
Fsta figura mostra que a Gelrite apresenta médulos de elasticidade e de
viscosidade bastante semelhantes ao do biopolimero em questéo. Nas Figuras
32 e 33, sio mostrados, respectivamente, 0s espectros mecénicos desse
hiopolimero em solugdo aquosa a 3 % associado a 0,6 %, de goma guar e do
biopolimero em solugfo aquosa a 6 %, contendo 50 mM de CaCly. Como
pode ser visto os espectros mecénicos sfo bastantes semelbantes ao da goma
Gelrite, em que o médulo de elasticidade ¢ superior ao modulo de
viscosidade, mostrando pouca dependéncia da freqliéncia de oscilagdo, ao
contrario do médulo de viscosidade.
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Figura 29 Espectro mecénico da solugfo aquosa com 6% de biopoli-
mero B-27, determinado no VILASTIC 2 0 oC.
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Figura 30 Espectro mecinico da solugio aquosa com 6% de biopolimero
B-27 e 30% de sacarose, determinado no VILASTIC a 0 oC.
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Figura 31 Espectro mecnico da solugio aquosa com 1% de gelrite,
determinado no VILASTIC a 0 oC.
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Figura 32 Espectro mecinico da solugio aquosa com 3% de biopolime-
ro B-27 e 1% de goma guar, determinado no VILASTIC a 0 oC.
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Deve ser ressaltado que o estudo dos espectros mecanicos das solugdes
do biopolimero B-27 se limitou a dar algumas indicacdes com respeito a
capacidade de o biopolimero obtido formar géis verdadeiros. Esse ramo da
Reologia ¢ associado a Fisico-(Quimica, altamente especifico e complexo,
com recentes ¢ inéditas técnicas e resultados. O presente trabalho abre um
vasto campo de pesquisa, que certamente deverd ser explorado em futuro
proximo. Os poucos ensaios realizados foram em condi¢des aparentemente
bastante favoraveis a formagdo de gel. Entretanto, MIYOSHI et alli (1993)
afirmam que, se em um espectro mecénico, uma substincia apresentar uma
resposta eldstica maior que a resposta viscosa em algum ponto dentro de um
amplo espectro de freqiiéncia de oscilagdio, ela ¢ altamente vidvel de formar
gel, modificando-se as condigdes iniciais. Essas modifica¢des incluem, dentre
outras, a concentragio, a temperatura, a adicdo de sais, a adicdo de co-solutos
e a associagio com outras gomas. Exemplificando essa afirmacfo, os autores
em questdo constataram que solugdes da goma gelana formam géis fracos ou
se comportam como solugles diluidas, quando testadas de 0 OC até 30 °C, na
concentragdo de 2%, enquanto que a adiclo de sais permite a formacio de
géis fortes. De modo contrério, pode-se referir 2 goma ardbica, que ndo forma
gel em solugBes de até 50 %, sendo que a adig¢fio de cations diminui ainda
mais a viscosidade das solugdes (BOBBIO & BOBBIO, 1992).

Finalizando, pode-se afirmar que os ensaios efetuados indicam possuir
o biopolimero obtido, boas caracteristicas geleificantes. Entretanto, sugerem-
se estudos mais aprofundados, visando a determinar os limites da sua
aplicagfo industrial.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, fez-se o isolamento de um microrganismo para o qual
foram examinados os seguintes aspectos : 1. cinética de crescimento; 2,
desenvolvimento de um meio de produgdo de biopolimero; 3. parmetros de
produgiio de biopolimero; 4. composi¢o do biopolimero e 5. reologia das
solucBes aquosas destes biopolimeros.

1. Os microrganismos isolados e selecionados do solo cultivado com
cana-de-acticar da regifio de Ribeirfo Preto, S.P., foram identificados como
Beijerinckia sp e as cepas foram denominadas 7070 e 9102AA'".

2. O estudo da cinética de crescimento do microrganismo em meio YM,
contendo 1% de sacarose, mostrou que a cepa 7070 tem um crescimento
répido, tendo sido a fase logaritimica de crescimento, completada em 18
horas.

3, No estudo da determinacio dos pardmetros para a obtencdo do
biopolimero, concluiu-se que :

3.1. O meio VIII, com 2% ou 5% de glicose ou sacarose, desenvolvido
neste trabatho, mostrou ser eficiente para produgfo do biopolimero pelas
cepas 7070 e 9102AA";

3.2. A influéneia do pH foi limitante para a producio de biopolimero,
Na faixa estudada de 5,8 a 7,0, obteve-se¢ o maior rendimento em pH em torno
de 6.5;

3.3. A influéncia da temperatura também foi limitante na produgfo de
biopolimero. As temperaturas estudadas foram 15, 20, 24, 27 e 30°C. A
temperatura em que se obteve maior produgfio de biopolimero esta na faixa de
20 a 24° C. Também a temperatura de fermentagfo mostrou influéncia na
viscosidade aparente de solugbes aquosas do biopolimero;

3.4. O tipo de acgucar influiu no rendimento e na qualidade do
biopolimero produzido. Para o meio VIII, contendo 5% de glicose ou
sacarose, obteve-se maior rendimento com sacarose. Os rendimentos foram,
aproximadamente 20% e 22%, respectivamente. As viscosidades aparentes

122



medidas a 25°C de solugbes aquosas a 6% do biopolimero foram sempre
maiores para os biopolimeros fermentados com sacarose. Para a sacarose, a
viscosidade minima, 39.000 cP, foi obtida a 15°C, e a mdxima, 175.000 cP, a
24°C. Para a glicose, a viscosidade minima, 19.000 cP, foi obtida a 15°C, e a
méxima, 81.000 cP, a 24°C. A concentragfo inicial de agticar no meio
também influiu na quantidade de biopolimero obtido, que foi maior para a
concentracio a 5% do que para a 2%;

3.5. O volume do meio no frasco de fermentacdo influenciou o
rendimento do biopolimero. Obteve-se maior rendimento para os volumes de
200 e 300 ml (11,7g/1 que corresponde ao rendimento de 23%). O rendimento
foi 14,4% menor para o volume de 100 ml (4,5g/1 igual a 9% de rendimento)
e 5,4% menor para o volume de 400 mi (9,0g/l igual a 18% de rendimento).

3.6. O volume de células no meio teve influéncia significativa no
rendimento, obtendo-se um acréscimo de 12,5% de rendimento (17,02¢/1
igual a 34% de rendimento), quando se usou o sobrenadante em relacio a
quando se utilizou o meio de células.ndo centrifugado, (10,74¢/l igual a
21,5% de rendimento).

4. O biopolimero tern a seguinte composicdio : glicose, galactose ,
manose, acido galacturdnico ¢ dcido glucurdnico.

5. Os estudos dos espectros mecanicos indicam que as solugdes do
biopolimero B-27 a 3% contendo 0,6% de goma guar, ¢ as solugles a 6% do
biopolimero contendo 50 mM de CaCl,, sdo capazes de formar gel.

Conclusio Final

A cepa 7070 de Beijerinckia sp ¢ produtora de biopolimero
extracelular. O rendimento, o comportamento reologico , a estabilidade ao
pH, 4 temperatura e ao tempo, das solugdes aquosas, satisfazem as exigéneias
minimas necessarias para viabilizar a produgdo em nivel industrial.
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7 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Considerando-se a experiéncia adquirida com o desenvolvimento deste
trabalho, sugere-se:

Desenvolver, em funcfio dos resultados encontrados, um estudo de
otimizaco de produgio de biopolimero, em fermentadores contintios;

Determinar se a acfo para produgfo do biopolimero é de enzima
extracelular ou intracelular;

Verificar se a temperatura de fermentagfio influi na composi¢io do
biopolimero;

Determinar a estrutura quimica deste biopolimero através de
cromatografia gasosa; acoplada a espectrometria de massa ¢ por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); RNM de protons e C13-

Determinar 0 peso molecular deste biopolimero por centrifugagio;

Determinar em estudos mais aprofundados, o comportamento reologico
do biopolimero obtido quando associado a outros biopolimeros; o estudo dos
espectros mecénicos das solugdes deste biopolimero, deverd ser melhor

explorado;

Verificar a capacidade de fixago de Nitrogénio desta cepa 7070 de
Beijerinckia sp em gramineas;

Verificar a capacidade de retengdio de dgua no solo, pela aplicagdo deste
biopolimero na forma de p6 ou de solugSes.
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