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RESUMO GERAL

RESUMO GERAL

A utilizacdo da técnica de secagem por atomizagdo como meétodo de
preservagdo de células de X. campestris pv manihotis cepa 280 foi estudada,
visando a manutengao da viabilidade celular e da capacidade de produgao de goma
xantana.

A fim de investigar a viabilidade da bactéria durante o processo de secagem
por atomizagdo, os efeitos das condigdes de crescimento, os diferentes fluidos de
suspensdo e de reidratacdo dos concentrados celulares na taxa de sobrevivéncia
das células apos a secagem por atomizagao foram estudados.

Alta taxa de sobrevivéncia celular foi obtida quando leite desnatado
reconstituido 10% como meio de suspensao das células e agua destilada como fluido
de reidratagdo do concentrado celular atomizado foram utilizados. Considerando as
condi¢oes estudadas e utilizando a temperatura do ar de entrada no spray drier de
135°C e temperatura do ar de saida de 75°C, foi encontrado 98,42% de
sobrevivéncia celular apoés secagem por atomizagdo. Inoculando o concentrado
atomizado em meio de fermentagdo contendo 2,0% de sacarose foram produzidos
13,86g/L de goma xantana, o que indica um aumento significativo na produgao deste
polissacarideo em relagdo a produgdo de goma xantana através dos concentrados
originais utilizados neste experimento. A viabilidade das células apos secagem por
atomizagdo foi mais bem preservada quando os concentrados celulares foram
armazenados a 5°C. Uma baixa recuperagéo de células viaveis foi obtida quando as
culturas foram armazenadas em dessecador a temperatura ambiente.

A utilizacao de diferentes temperaturas do ar de entrada do spray drier de 135,
150 e 200°C e diferentes temperaturas do ar de saida de 75, 85 e 90°C tambem
foram avaliadas. A utilizagao de temperatura do ar de saida mais baixa resultou em
maior taxa de sobrevivéncia do concentrado celular ap6s secagem por atomizacao.

Apds 12 meses de preservagao ensaios de viabilidade mostraram que as
culturas concentradas atomizadas, armazenadas em dessecador a temperatura
ambiente e a 5°C permaneceram estaveis, nao sofrendo alteragado morfoldgica. Nao

se detectou a presenca de sublinhagens mutantes. A utilizagdo de uma suspensao
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contendo maltodextrina 20 DE (30%) e goma arabica (10%) resultou em maior

protecdo as células e maior recuperacgao de celulas viaveis.



GENERAL SUMMARY

GENERAL SUMMARY

The use of spray drying as a preservation method of Xanthomonas campestris
pv manihotis strain 280 cells was studied aiming to maintain cellular viability and
capability to produce xanthan gum.

In order to investigate cells survival during spray drying process, the effects of
growth conditions, different suspending and rehydration fluids on the concentrated
cells survival rate after atomization were determinated.

The highest viability rate was found, when skim milk 10% as cells suspension
media and distilled water as rehydration fluid were used. Considering culture
conditions, inlet air temperature of 135°C and outlet air temperature of 75°C,
approximately 98,42% of survival rate was found. When this spray dried concentrated
cells were inoculated in fermentation media containing 2% sucrose, it was produced
13,86g/L of xanthan gum per liter of broth. This date indicates a significant increase in
the exopolysaccharide production.

The viability of spray dried cells showed good preservation when the
concentrated cells were stored at 5°C. The storage at room temperature (25°C)
compromised the culture survival rate resulting in lower recovery of viable cells.

After 12 months of preservation viability tests carried out demonstrated that the
spray dried concentrated cells stored at 5°C and at room temperature did not present
any morphological modification. It was not found any mutant strain. The maltodextrin
20DE (30%) and gum arabic (10%) blend provided protection concentrated cells

resulting in further viable cells recover .
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INTRODUGCAO

O interesse na preservagao de culturas concentradas secas aumentou nos
ultimos anos. Devido ao grande numero de aplicagbes dessas culturas nas industrias
de alimentos, faz-se necessaria a obtengao de culturas bacterianas estaveis e
altamente viaveis (Lievense e van't Riet, 1993). Na escolha do método de
preservacado do microrganismo, deve-se levar em consideragao a finalidade a que se
destina e particularmente as caracteristicas como manutengdo da viabilidade celular
durante o armazenamento, auséncia de perda das culturas, o controle eficiente da
pureza, evitando qualquer fonte de contaminacgso, os custos com 08 materiais @ com
os equipamentos e a frequéncia do uso do microrganismo preservado. E pouco
provavel que um Unico método apresente as condigoes ideais para todas as
linhagens de uma colegdo de cultura destinada a industria ou a investigagao
cientifica (Snell, 1991).

No Brasil encontram-se diferentes linhagens de bactérias do género
Xanthomonas mantidas sob refrigeracdo em tubos em meio inclinado ou por
liofilizagdo, mas pouco se conhece sobre as condigbes para manutencdo dessa
cultura concentrada utilizando o processo de secagem por atomizagao.

Neste estudo utilizou-se a técnica de secagem por atomizagdo como método
de preservacgao de células de Xanthomonas campestris pv manihotis cepa 280. As
bactérias do género Xanthomonas sao conhecidas por produzir grande quantidade
do exopolissacarideo denominado goma xantana quando cultivadas em meio
contendo carboidratos. Sob condigdes 6timas cerca de 70% da fonte de carbono
pode ser convertida a polissacarideo. Este biopolimero € sem duvida, a mais
excepcional das gomas ja desenvolvidas por processos biotecnologicos (Betz, 1979).
A goma xantana grau alimenticio e industrial & produzida em grande escala e
comercializada por varios produtores (Sutherland, 2001).

O objetivo deste trabalho foi estudar a preservagao do concentrado celular de
Xanthomonas campestris pv manihotis cepa 280 através da técnica de secagem por

atomizacgao.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Caracteristicas da bactéria Xanthomonas campestris

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas s&o microrganismos
fitopatogénicos especificos de ocorréncia natural. Sdo bactérias Gram negativas,
obrigatoriamente aerébias, com células exibindo morfologia de bastonetes curios e
delgados. O crescimento destas bactérias em meio YM agar é caracterizado pela
presenga de grandes coldnias de aspecto mucoide, com ou sem pigmentagao
(Bradbury, 1984). As espécies de Xanthomonas podem crescer em meio contendo
apenas 0,5% de glicose; 0,1% de NH4CI; 0,2% de KH,PO, e 0,02% de MgSO..
7H,0, sendo que metionina, acido glutdmico e acido nicotinico serviram apenas para
estimular o crescimento, ndo sendo essenciais para a maioria das linhagens testadas
(Starr, 1946).

A espécie Xanthomonas campestris € composta por linhagens fitopatogéncas
de alta viruléncia que podem causar uma doenga vascular em plantas da familia das
cruciferaceas, conhecida como podriddo negra. O dano no sistema vascular da
planta hospedeira & provocado pelo bloqueio do fornecimento dos nutrientes devido
a viscosidade produzida pela presenga do exopolissacarideo sintetizado pela
bactéria com a viscosidade da goma do que com a quantidade produzida pelo
microrganismo durante a infestagéo. Dentre os fatores que acarretam a propagacgao
da doenca estdo a infestagdo das sementes das plantas infectadas pelos
microrganismos patogénicos e a persisténcia das bactérias no solo (Fukui et al.,
1994).
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2. Secagem por atomizacao

A secagem por atomizagdo € a técnica mais comumente empregada em
métodos de encapsulagdo na indlstria de alimentos. As principais variaveis do
processo séo as temperaturas do ar de entrada e saida, o padréo do fluxo de ar, a
distribuicido de temperatura e umidade, o tempo de residéncia e geometria da
camara. O fluido é atomizado utilizando um bico aspersor ou um atomizador
centrifugo. As goticulas formadas entram em contato com o fluxo de ar quente e
entdo passam do estado liquido para o s6lido em um curto espago de tempo devido
a grande superficie de contato do material atomizado, com uma variagdo muito
rapida de temperatura e atividade de agua. A rapida evaporagado mantém a
temperatura das goticulas relativamente baixa, podendo-se assim, aplicar altas
temperaturas no ar de secagem sem afetar o produto final (Filkova e Mujumdar,
1995).

A secagem por atomizagdo pode ser dividida em trés etapas: atomizagao do
produto liquido; mistura ar-gotas aspergidas e evaporagao da agua, separacao do
produto seco do ar de saida (Filkova e Mujumdar, 1995). O tipo de atomizador
determina nao somente a energia necesséria para formar o spray como o tamanho e
distribuicido de tamanho das goticulas, além da trajetoria e velocidade que
determinam a morfologia final do produto. O tamanho da gota estabelece a superficie
de transferéncia de calor disponivel e assim a taxa de secagem. Os atomizadores
mais comumente utilizados sdo os centrifugos, os aspersores de fluido simples e
aspersores de fluido duplo (Filkova e Mujumdar, 1995). Com esses atomizadores,
solugoes de baixa viscosidade (em torno de 2000 cP) podem ser quebradas em
goticulas de até 2u. Devido a este aumento da superficie de contato, a secagem em
um secador por atomizagao pode ser realizada em fragées de segundos. Segundo
Kieckbusch e King (1980), a retengao de volateis varia consideravelmente com 0s
diferentes modelos de aspersores a uma dada distancia axial.

A secagem por atomizagdo produz particulas esféricas devido a suspensao

livie das goticulas liquidas no meio gasoso. As particulas formadas podem ser
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solidas ou porosas dependendo das caracteristicas do material utilizado e das
condigées de secagem (Balassa e Fanger, 1971).

As propriedades fisicas, a composicdo e a qualidade das capsulas estao
sujeitas a variac6es consideraveis dependendo da diregéo do fluxo e temperatura do
gas de entrada, da uniformidade da atomizagdo e concentragdo de solidos,

temperatura e grau de aeragéo do liquido de entrada (Lievense e van't Riet, 1993).

3. Utilizacao da técnica de secagem por atomizagdo para preservagao de
bactérias

A possibilidade de preservar culturas através da secagem em spray drier data
de 1914 com os estudos de Rogers, que investigou a secagem de bactérias laticas.
A pesquisa utilizando a técnica de secagem por atomizagdo como metodo de
preservagao de bactérias a fim facilitar a manipulagéo, expedicdo e armazenagem
das culturas sem perda da sua atividade foi estudado por Prajapati et al. (1987).

Do ponto de vista de inativagéo térmica, a principal vantagem mencionada € a
rapidez da secagem (Filkova e Mujumdar, 1995; Metwally et al., 1989), devido a alta
area de superficie especifica do spray. Isto resulta em um curto tempo (20 — 40s) de
residéncia para as células bacterianas no spray dryer, limitando assim a inativacao
térmica (Elizondo e Labuza, 1974).

O choque térmico & sem davida uma das razoes para a baixa sobrevivéncia
de bactérias durante o processo de congelamento e liofilizagao, bem como durante o
processo de secagem por atomizagado (Beal e Corrieu, 1994; Daemen et al., 1983).
Demonstrou-se que a sobrevivéncia das bactérias durante a secagem foi afetada por
muitos fatores, tais como a composigao do meio (Daemen, 1983), a fase de
crescimento da populagao bacteriana (Teixeira et al, 1995a), e a concentracao da
biomassa (Bozoglu et al., 1987).

Segundo (Lievense e van't Riet, 1993), por causa do resfriamento evaporativo
na primeira parte do processo de secagem, a sobrevivéncia das celulas bacterianas
durante atomizacao esta fortemente qorrelacionada a temperatura do ar de saida, e

nao diretamente a temperatura do ar de entrada do secador. Labuza et al. (1970),
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investigaram o efeito da temperatura na viabilidade celular em secagem por

atomizagao. Lievense e van't Riet (1993), em temperaturas de saida altas um maior
grau de inativagao celular ocorreu. A maior taxa de sobrevivéncia € encontrada nas
menores temperaturas de saida. Obviamente, baixas temperaturas resultam em
menor inativagao térmica, mas possivelmente também maior concentragao de agua
residual a qual pode influenciar a sobrevivéncia. Segundo Favaro-Trindade e Grosso
(2002), com temperatura do ar de entrada de 130°C e temperatura do ar de saida do
spray drier de 75°C, o numero de células vidveis de Bifidobacterium lactis
praticamente ndo alterou, enquanto a populagdo de Lactobacillus acidophilus foi
reduzida em 2 ciclos logaritmicos.

As culturas secas sao comumente produzidas por liofilizagao. Entretanto em
escala comercial apresentam custo alto e a produgdo e o rendimento € baixo.
Secagem por atomizagdo pode ser um meétodo alternativo para preservagao de
microrganismos e o spray drier tem maior rendimento de producgao e menor custo de
operacio. Além disso, culturas de lactobacillus delbrueckii em yogurte (Bielecka e
Majkowska, 2000) e encapsulagdo de Pseudomonas fluorescens putida para

inoculacdo em plantas (Amiet-Charpentier et al., 1999), foram estudadas.

4. Influéncia do tamanho da particula e da umidade no processo de secagem

A umidade e temperatura de um sistema sao influenciadas significativamente
pelo tamanho da particula. O tamanho da particula depende de trés propriedades
fisicas da suspensdo celular: viscosidade, densidade e tensao superficial. A
viscosidade & o unico parametro que pode ser alterado consideravelmente pela
mudanga de concentragao celular (Josic, 1982). A alta concentragao de solidos da
suspensao celular resultara em grandes particulas (Espina e Packard, 1979). Com o
aumento do tamanho da particula o tempo de secagem também aumentara. Isso
pode diminuir a taxa de sobrevivéncia porque o tempo de contato das particulas com
o ar quente (necessario para alcangar uma certa concentragcao final de agua)
aumentara (Masters, 1989).

O tamanho da particula também pode ser influenciado pelo tipo de bico

aspersor e a pressdo de atomizagéo (Filkova e Mujumdar, 1995). Uma redugéao da
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sobrevivéncia de Lactobacillus bulgaricus e S. thermophilus (de 19,5% para 11%,
respectivamente) devido ao maior tamanho da particula na menor pressdo de
atomizagao foi relatado por Metwally et al. (1989). Kim e Bowmick (1990)
encontraram em experimentos sobre secagem de culturas para iogurte, que a
sobrevivéncia de Lactobacillus bulgaricus e S. thermophilus aumentou com redugao
da pressao de atomizagao.

As células de Rhizobactéria Pseudomonas putida foram microencapsuladas
em EUDRAGIT RS30D por meio de secagem por atomizagdo. Estas microparticulas
foram em seguida incluidas na cobertura de sementes ou na forma de pellet. A
sobrevivéncia das células em microparticulas foi estudada sob diferentes valores de
umidade relativa (UR): 0, 33, 55 e 100%. O efeito protetor da silica, presente em
certas formulacdes, foi demonstrado nas umidades relativas de 33 e 55%. A
velocidade de liberagdo da bactéria encapsulada durante o tempo também foi
estudada. A liberagao foi rapida, apés 15 minutos de imersdo das microcapsulas de
EUDRAGIT em meio tampao aquoso a 20°C, a bactéria ja estava liberada. Este
resultado mostrando que a agua é o elemento chave para a liberagao das células de
rhizobactéria (Amiet-Charpenter et al., 1999).

Uma colegdo sinergistica de espécies de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus 151 e Streptococcus thermophilus MK-10 foi preservada com o metodo de
secagem por atomizagdo. Os Estudos foram baseados no efeito da temperatura do
ar de saida na faixa de 60-80°C na sobrevivéncia das culturas no iogurte, bem como
o contetido de umidade e propriedades sensoriais do iogurte em pé. A sobrevivéncia
das culturas foi maior a 60 e 65°C, mas a umidade excessiva (10,2%) do iogurte em
p6 teve um efeito negativo sobre sua textura. O contetdo de umidade do po foi baixo
a 80°C (4,4%), falhas sensoriais apareceram a esta temperatura, e a sobrevivéncia
da bactéria diminuiu consideravelmente. A temperatura na faixa de 70-75°C
assegurou a sobrevivéncia satisfatéria das culturas do iogurte (L. delbrueckii subsp.
bulgaricus — 13,7 —15,8; S. thermophilus 51,6-54,7%, mantida a proporgao das
espécies L:S — 1:3), conteido de umidade satisfatério (5,1 — 6,3), e boas

propriedades sensoriais do iogurte em p6 (Bielecka e Majokowska, 2000).
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Outros fatores inerentes ao processo de secagem por atomizagao podem ser
importantes para se obter uma alta qualidade da cultura starter atomizada. Esperava-
se que o cisalhamento no bico aspersor exercesse influéncia sobre a taxa de
sobrevivéncia, mas estudos mostraram que nao houve efeito do cisalhamento no
bico aspersor sobre a sobrevivéncia de Streptococcus lactis ou S. cerevisae
(Elizondo e Labuza, 1974; Labuza et al., 1970). Um outro fator que pode influenciar a
taxa de sobrevivéncia, sdo os depositos na parede do spray drier. Estes depésitos
aumentam o tempo de residéncia e assim a inativagéo térmica das células
bacterianas. A deposicdo na parede pode ser influenciada pela concentragdo de
4gua no produto e consequentemente a taxa de secagem (Lievense e van't Riet,
1993).

Inumeras vantagens e desvantagens do processo de secagem em spray drier
podem ser citadas. Uma vantagem do processo de secagem por atomizagao € que
as células bacterianas podem ser secas como uma suspensao, sem a necessidade
de material suporte (Lievense e van’t Riet, 1993).

Uma desvantagem pode ser a nuvem de poeira que € geralmente obtida apos
secagem (Filkova e Mujumdar, 1995). Um passo secundario da secagem consiste de
uma vibracdo usada para aglomeragdo durante o estagio de secagem em leito
fluidizado para prevenir a nuvem de poeira. Geralmente, boas propriedades de
reconstituicdo de produtos atomizados podem ser consideradas como uma
vantagem, enquanto que volumes pequenos desses pés aumentam os custos de
embalagem e estocagem (Lievense e Riet, 1993).

Como mencionado acima, uma escolha correta da taxa de fluxo e da
temperatura de entrada do ar e a taxa de fluxo de agua que tem de ser evaporada (e
assim a taxa de fluxo de alimentagdo bombeada para o bico aspersor), junto com o
tamanho da particula e da distribuicdo do tamanho, minimizarao a inativagao térmica.
A situagao certa para essas variaveis € na maioria das vezes, atingida pelo método
de tentativa e erro, pois é dificil calcula-la antecipadamente. A necessidade de
realizar tais experimentos, o controle relativamente dificil durante o proprio processo

de secagem, e a complicada modelagem/otimizagdo do processo podem ser
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considerados como desvantagens do processo de secagem por atomizagao
(Lievense e Riet, 1993).

5. Danos celulares provocados pela secagem

De acordo com Lechevalier et al. (1985), a injuria celular tem sido definida
como uma conseqiiéncia fisiologica subletal da exposigdo de um microrganismo a
um chogue ambiental que pode causar a perda da capacidade desse microrganismo
em crescer normalmente sob condi¢gbes que sa@o satisfatérias para as células nao
tratadas.

A injuria pode ser manifestada pela incapacidade dos microrganismos em
formar colénias em meio contendo um agente seletivo que ndo tem agéo inibitdria
aparente sobre as células originais que nao foram expostas a condigoes ambientais
adversas. Células danificadas podem exibir uma fase lag muito extensa resultando
num lento crescimento associado a um baixo acimulo de produtos finais. De modo
geral, a injuria dos microrganismos representa uma condigao temporaria. Do
contrario, a mudanca permanente das suas fungdes poderia ser interpretada como
sendo uma mutagao e, portanto, de carater irreversivel. As células sao classificadas
como injuriadas quando podem recuperar seu estado fisiologico normal,
concomitantemente com o inicio do crescimento celular. A restauragao da
capacidade metabolica perdida pelo “stress” ambiental tem sido definida como
processo de reparo das células. Uma vez reparadas, as células injuriadas nao mais
demonstram qualquer caracteristica que permita diferencia-las das células originais
(Beuchat, 1978).

Sob determinadas condigées, as bactérias danificadas podem se recuperar €
a variabilidade nas taxas de recuperagao refletem as diferengas nos tipos de injuria
bem como a complexidade dos mecanismos de reparo de cada microrganismo
especifico (Busta, 1978; Heckly, 1978).

Segundo Busta (1976) as condigdes de crescimento que influenciam a
composicdo da célula ou seu estado fisiologico podem afetar sua susceptibilidade

aos danos provocados pela liofilizagao. Estas mesmas condigbes podem tambem
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influenciar a capacidade de reparo dos microrganismos apos injuria, afetando o

crescimento das células danificadas. Os fatores mais importantes envolvidos nos
mecanismos de reparo das injurias sao: o pH, a temperatura, a atmosfera gasosa, a
presenga de nutrientes e sais especificos, a idade da cultura, a atividade de agua, a
forca i6nica, além de outras variaveis que podem agir na estrutura e na funcao de
proteinas e por sua vez, influenciar de modo decisivo na injuria e no reparo dos
microrganismos.

O reconhecimento da injuria subletal e a compreensdo dos mecanismos de
reparo das células danificadas sao extremamente importantes para minimizar os
efeitos deletérios causados durante a preservagéo das culturas microbianas (Busta,
1978).

De acordo com Teixeira et al. (1995b), a observagdo das caracteristicas
especificas de cada bactéria pode ajudar na eficiéncia da liofilizagdo durante a
producdo de culturas starters. E interessante verificar a resisténcia da cultura ao
choque térmico, a fase de crescimento em que as bactérias sao menos sensiveis aos
processos adversos sofridos durante o congelamento e a secagem, controlar o
processo de reidratagdo e evitar o maximo possivel os danos na membrana

citoplasmatica.

6. Técnicas alternativas para preservacao e manutencao de X. campestris

Em geral, os métodos conhecidos para a manutengao de X. campestris sao
classificados apenas como “adequados” ou “inadequados”, sendo que nao ha dados
na literatura relatando seu desempenho quantitativamente (Salcedo et al., 1992).

Segundo Kidby et al. (1977), a preservagao de X. campestris NRRL B-1459
em tiras de papel foi uma técnica simples e adequada para a manutencao nao
propagativa das células por um periodo de tempo mais curto. Assim, tiras de papel
para cromatografia Whatman com 50 x 3,0 cm foram tratadas com acido
etilenodiaminotetraacético dissédico 20mM e lavadas em agua deionizada.
Posteriormente, foram secas a 100°C por 24 horas e esterilizadas a 121°C por 15

minutos e imersas numa cultura concentrada de X. campestris. Esta técnica de
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preservacao foi aplicada a 36 linhagens de X. campestris resultando em 78% de

culturas viaveis. A producdo de polissacarideos por bactérias preservadas atraves
deste método foi igual a produgdo através de outras formas tradicionais de
inoculacdo. As células preservadas em tiras de papel produziram um inoculo viavel
que ndo mostrou tendéncia a degeneracéo durante o curso de uma fermentagao. No
entanto, a desvantagem desta técnica consistiu no curto prazo de preservagao,
sendo que um novo lote de indculos deveria ser preparado a cada trés meses, a
partir de uma cultura liofilizada. Nos estudos de Baiocco (1997) como método de
preservagédo, o emprego de culturas liofilizadas foi o mais adequado em relagéo ao
bindmio qualidade-custo, uma vez que a bactéria apresentou alta taxa de

sobrevivéncia quando armazenada por um periodo de 12 meses.

Suslow e Schroth (1981) desenvolveram um método de preservacao por
congelamento ou desidratacdo de bactérias em solugdes de metilcelulose. As
linhagens bacterianas forma transferidas para solugées de 1% de metilcelulose até
formar uma suspensao contendo 10® UFC/mL sendo que 3 mL da suspensao foram
congelados a —14°C e 15 mL foram desidratados em placas de Petri formando um
filme fino com 12,7% de umidade residual. A viabilidade de X. campestris foi testada
em varios intervalos de tempo pela reidratacéo de 1 cm? do filme desidratado em
agua destilada e pelo descongelamento de 3 mL da suspensao congelada. Apods 38
meses de armazenamento a —14°C, 10° a 10°> UFC/mL foram recuperadas. Em filmes
desidratados, houve uma sensivel redugdo da concentragao inicial. A preservagao
das linhagens de Xanthomonas em filme de metilcelulose foi considerada uma
técnica simples e eficiente.

Salcedo et al. (1992) avaliaram a preservacédo de X. campestris em sementes
esterilizadas de Brassica oleracea obtendo resultados satisfatorios quanto a
viabilidade celular e a capacidade de produgdo de goma xantana. As sementes
foram esterilizadas por radiagdo gama e por lavagens em hipoclorito de sodio. As
sementes tratadas foram colocadas em frascos contendo suspensdes de X
campestris E-2 contendo 10° UFC/mL. Estas sementes, contendo aproximadamente
13.000 células cada, foram armazenadas durante 12 meses a 4°C. A viabilidade das

bactérias apos este periodo foi de 10% da inicial. Quando estas sementes foram
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usadas como pré-inoculo para a produgdo de goma, a concentragao do polimero
variou de acordo com o tempo de armazenamento da semente e a producdo do
polimero ficou em torno de 11 g/L. Como a semente € o habitat natural destas
bactérias, a presenca de alguns micronutrientes fornecem condigoes
microambientais vantajosas para a preservagao da viabilidade e da capacidade de
produgdo da goma xantana de boa qualidade reologica. Este procedimento
apresenta como principais vantagens a facilidade de inoculagéo, a auséncia de
etapas propagativas através de repiques e a manutengédo da bactéria no seu habitat
natural.

Gibson e Khoury (1986) propuseram um método de preservacao atraves de
ultracongelamento de X. campestris. Deste modo, uma densa suspenséo da cultura
bacteriana foi inoculada em frascos contendo 1 mL do meio composto por 3% de
triptona; 0,5% de glicose; 2,0% de leite desnatado reconstituido e 4,0% de glicerol
sendo imediatamente armazenadas a —80°C. As linhagens preservadas por este
método mantiveram sua viabilidade por um periodo de 28 meses. O método de
ultracongelamento foi mais adequado que o subcultivo em intervalos de tempo,
fornecendo um acesso mais facil e rapido a cultura e reduzindo o tempo e o custo de
producéo e o de reativagao das células. Entretanto, em termos econdémicos, consiste
em uma técnica cara, necessitando de equipamentos de refrigeragao mais
sofisticados.

Contrariando todos os demais trabalhos publicados sobre a manutengao de
culturas de X. campestris e sua conhecida instabilidade genética, Galindo et al.
(1994) descreveram a manutencdo das caracteristicas destas culturas quando
preservadas em meio YM agar inclinado, por um periodo de 11 meses, com repiques
mensais. A bactéria X. campestris NRRL B-1459 nao apresentou deterioracao na sua
capacidade de produgdo de goma xantana de alta qualidade. Testes de
produtividade usando tais culturas forneceram 9,3 g/L de xantana, sem o0
aparecimento de mudangas morfolégicas nas colbnias. De acordo com estes
autores, o genoma de X. campestris ¢ estavel e o aparecimento de linhagens
mutantes poderia estar associado com o crescimento de uma bactéria Gram negativa

freglientemente associada com as culturas de Xanthomonas.
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7. Microencapsulacao

A microencapsulagdo é definida como uma tecnologia de empacotamento de
aplicaveis em solidos, goticulas de liquido ou material gasoso com finas camadas
poliméricas formando pequenas particulas denominadas microcapsulas, que podem
liberar seu contetido sob velocidade e condigdes especificas (Sparks, 1981).

Na indastria de alimentos a microencapsulacdo é aplicada para reter
compostos volateis liberando-os sob condigdes especificas, proteger o conteldo das
microcapsulas contra condigbes adversas como luz, oxigénio, umidade e
ingredientes reativos, facilitar a manipulagdo pela redugao da higroscopicidade
evitando aglomerados, uniformizar uma mistura em fungéo de seu tamanho, quando
usada em pequenas quantidades, transformar liquidos em solidos para uso em
sistemas secos, retardar a liberacdo do conteudo das microcapsulas até que seja
aplicado o estimulo correto e mascarar o sabor e o odor do conteudo das
microcapsulas (Shahidi e Han, 1993).

As microcapsulas séo pequenos envoltérios compostos externamente por um
material de parede e internamente por um material ativo (Jackson e Lee, 1991). Além
dos parametros inerentes ao processo de encapsulacao, a retencao do agente ativo
nas capsulas é governada por fatores relacionados a natureza quimica do material
de recheio, incluindo o peso molecular, a funcionalidade quimica, a polaridade e a
volatilidade relativa (Chang et al., 1988). No caso da cobertura das capsulas, a
capacidade de retengdo estd associada principalmente ao estado fisico do
encapsulante, e as suas caracteristicas fisico-quimicas como o peso molecular e a
funcionalidade quimica (Whorton e Reineccius, 1995).

As microcapsulas podem apresentar diferengas no formato e no tamanho,
dependendo do material de parede e do processo utilizado para prepara-las (Salib,
1997). Para alguns tipos de material de recheio, o tamanho da capsula pode ter
grande influéncia no rendimento e estabilidade das microcapsulas. No caso de
produtos volateis, pesquisadores observaram que particulas de tamanho maiores
resultaram em melhor retencao do flavor (Rulkens e Thijssen, 1972), efeito nao

observado por Reineccius e Coulter (1969). A liberacao do conteudo das

15



CAPITULO 1

microcapsulas ocorre por diferentes mecanismos, por exemplo, ruptura mecanica ou
dissolugdo, temperatura, pH, solubilidade no meio, biodegradagédo e por difusao
(Whorton, 1995). A difus&o, por sua vez, é regida por um gradiente de concentragao
e de forcas atrativas intermoleculares (Shahidi e Han, 1993), controlada pela
solubilidade do componente encapsulado na matriz e pela sua permeabilidade
através da matriz (Reineccius, 1995).

Visando o aumento da vida util, o recheio deve ser protegido da oxidagao.
Deve-se levar em consideragdo a presenga de antioxidantes naturais, tracos de
metais, composi¢ao do ar de secagem e as propriedades de barreira ao oxigénio na
particula microencapsulada. E provavel que o principal determinante na vida util de
compostos sensivels ao oxigénio seja a porosidade da capsula ao mesmo (Risch e
Reineccius, 1988).

8. Ingredientes utilizados como material de parede

A selecao de um material de parede deve obedecer alguns requisitos, por
exemplo, este deve possuir boas propriedades emulsificantes, ser um bom formador
de filmes, ter baixa viscosidade mesmo em solucdes com alto teor de solidos,
apresentar baixa higroscopicidade, baixo custo, ndo possuir sabor e odor, ser estavel
e oferecer boa protegdo ao ingrediente encapsulado. O material de parede pode ser
selecionado dos diversos polimeros naturais ou sintéticos dependendo do material a
ser encapsulado e das caracteristicas desejadas ao produto (Shahidi e Han, 1993).

Os polimeros lipossoluveis sao usados para microencapsular um conteudo
hidrossoluvel, e vice-versa. Dentre os materiais mais utilizados como agentes
encapsulantes estdo incluidas as gomas, como goma arabica, alginato de soédio,
carragena; carboidratos, como amido, dextrina, agucar, xarope de milho; celulose:
carboximetilcelulose, etilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose; lipidios: cera parafina,
triestearina, acido estearico, monoglicerideos e diglicerideos, 6leos, gorduras e oleos

hidrogenados; proteinas: gluten, caseina, gelatina e albumina (Shaihidi e Han, 1993).
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9. Biossintese da goma xantana

Segundo Sutherland (1982a) a sequéncia bioquimica para a biossintese de
goma xantana é iniciada com a entrada do substrato no interior da célula e sua
modificagdo através de uma série de processos enzimaticos. Nesta etapa, o
substrato pode ser entregue tanto para o catabolismo microbiano como para a
sintese do polissacarideo.

Na sintese do exopolissacarideo, a construgcdo da cadeia formada por
unidades repetidas é realizada através da adicdo de monossacarideos ativados
denominados aclcares nucleotideos. No caso especifico da goma xantana, 0s
acucares nucleotideos formados sdo o GDP-manose, UDP-glicose e UDP- acido
glicurénico. Estes agucares nucleotideos doam sequencialmente seus residuos de
acucares para o aceptor lipidico isoprenilfosfato C-55 para formar uma unidade de
pentassacarideo-P-P-lipidio, que é subsequentemente polimerizado, formando a
goma xantana. A seqiéncia correta é garantida pelos carregadores fosfato-alcool-
isoprendides e lipidios-isoprendides. No ultimo estagio da sintese, sao introduzidos
os grupos acetil e piravico (Figura 1). Somente a formagao dos agucares
nucleotideos ocorre no interior do citoplasma, sendo que a biossintese é completada
a0 atravessar a membrana citoplasmatica atingindo o meio externo. A sintese
enzimatica da goma xantana através de fermentagdo sob condigoes controladas
fornece um polimero estruturalmente uniforme com limitada variagdo de peso
molecular, caracteristica esta que pode contribuir para a extraordinaria estabilidade
da solucao de goma xantana (lelpi et al., 1993; Harding et al., 1993; Roseiro et al.,
1993a).
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Di e trifosfato lipideo-PP-gli-gli-Man-gliA
GliA:acido glucurdnico;
GDP:guanosina difosfato GDP-Man

Figura 1 - Biossintese do exopolissacarideo goma xantana. Fonte: Dawes e
Sutherland (1992).

Segundo Jarman e Pace (1974, 1984) e Rye et al. (1988), a via de Entner-
Doudorff e o ciclo dos acidos tricarboxilicos sdo as principais rotas metabdlicas
utilizadas para conversao da glicose a CO; pela X. campestris. Estima-se que para a
sintese da goma xantana sejam utilizados 11 ATP para cada subunidade de 5
hexoses polimerizadas. Toda energia excedente do metabolismo de X. campestris é
direcionada para a biossintese da goma xantana, resultando no aumento da sua

producao (Roseiro et al., 1993a).
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10. Estrutura quimica da goma xantana

A estrutura quimica da goma xantana foi determinada como sendo formada
por uma cadeia principal idéntica a da celulose, composta de unidades de D-glicose
unidas por ligacdes B(1—4) e cadeias laterais com residuos alternados de D-manose
e acido D-glicurénico na proporgao de 2:1 (Sloneker et al.,, 1964); Jansson et al.,
1975). Assim, a -D-manose terminal esta ligada por ligagdes glicosidicas na posi¢ao
4 ao 4cido B-D-glicurénico que, por sua vez, esta ligado na posigcdo 2 da o-D-
manose. Em aproximadamente metade das unidades de D-manose terminal, um
residuo de acido pirtvico esta ligado na posigcdo 4 e 6. a unidade de D-manose nao
terminal carrega um grupo acetil na posigéo 8 (Figura 2). O polimero original contém
cerca de 4,7% de grupos O-acetil e 3,0 a 3,5% de residuos de acido piravico
(Orentas et al., 1963).

% 4) -B-D-Gli(1-> 4)- B-D-Gli{(1>
=
1
R -

B-D-Man-(1—-4)- B-D-GlcA (1—2)-a-D-Man-6-OAc

O/\O
N/
N

/

HaC CO2H

Figura 2. Estrutura quimica da goma xantana. Fonte: Pace e Righelato (1980).
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Estudos sobre a hidrélise da goma xantana foram realizados por Cadmus et
al., (1982); Sutherland (1982b) e Sutherland e Macdonald (1986). Como a goma
xantana €& essencialmente formada por uma cadeia principal de celulose, com
cadeias laterais de trissacarideos ligados as unidades de D-glicose alternadamente,
pensou-se inicialmente, que tais polimeros fossem susceptiveis as celulases ou a
outras enzimas [ (1,4)-glucanohidrolases. Entretanto, somente a goma xantana
produzida por linhagens mutantes e aparentemente deficientes em cadeias laterais,
mostrou alguma sensibilidade as celulases comerciais. O Unico sistema enzimatico
capaz de hidrolisar especificamente a goma xantana € proveniente da bactéria
Bacillus sp e & constituido por duas enzimas induzidas pelo crescimento desta
bactéria em meio contendo goma xantana como substrato. Os produtos da hidrélise
da xantana por preparagdes enzimaticas incluem trissacarideos, residuos de manose

e glicose.

11. Producao de goma xantana

Em 1961, Rogovin e colaboradores relataram a produgéo de goma xantana
como sendo um produto da fermentagao de X. campestris NRRL b-1459, utilizando
meio contendo 2% de glicose, 0,02% de nitrogénio e 0,2% de fosfato de potassio.

De acordo com Sutherland (1972, 1992, 2001), Glicksman (1982) e Kenne e
Lindberg (1983) os exopolissacarideos de origem microbiana constituem uma
importante fonte de agentes emulsificantes e estabilizantes com propriedades
reologicas adequadas para aplicagées nas industrias de alimentos, farmacéutica e de
cosméticos. A produgdo de exopolissacarideos por técnicas de fermentagao
industrial e subsequiente recuperagao e purificagéo, apresenta vantagens sobre a
producdo de outras gomas, com propriedades similares, encontradas em fontes
tradicionais como algas marinhas e plantas terrestres, que sao extremamente
susceptiveis aos fendmenos que ocorrem na natureza.

De acordo com Smiley (1966) e Moraine e Rogovin (1966), devido a alta

viscosidade desenvolvida no fluido da cultura, somente 3 a 5% de glicose poderia ser
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usada no meio de fermentacdo para alcangar maior rendimento e eficiéncia. Na
maioria das fermentacgdes, o crescimento microbiano parava quando a viscosidade
do meio alcangava cerca de 2000cP (Brookfield LVT, 28°C, 30 rpm). Uma possivel
explicacdo para este fato estava na formagao de uma camada de muco ao redor das
células quando a viscosidade aumentava, causando uma resisténcia ao transporte
de nitrogénio para o interior das células e, portanto, restringindo o crescimento e
controlando a sintese de polimeros. Na maioria dos estudos realizados, a alta
producéio de goma favoreceu a emergéncia de sublinhagens bacterianas menos
eficientes, mas que apresentavam um melhor desempenho em meio com alta
viscosidade, quando comparadas com as culturas parentais.

Silman e Rogovin (1970) produziram goma xantana usando a bactéria
Xanthomonas campestris NRRL B-1459 em fermentagbes continuas em meio
contendo glicose, uréia, sais minerais e residuos soluveis de destilaria, por um
periodo de 20 dias, sem reciclagem de nutrientes. Ficou determinado neste estudo
que o componente limitante para o crescimento celular de X campestris foi o
nitrogénio. As taxas de consumo de glicose e de produgéo de goma xantana foram
relacionadas com o pH e com a taxa de diluigao da cultura. Assim, com uma alta taxa
de diluigao, a produgdo de xantana foi de 0,36 g/kg/h, com um rendimento de 68%
em relacdo a glicose consumida. De acordo com estes autores, nao houve evidéncia
de deterioragao da cultura bacteriana durante o periodo de fermentagao analisado.

Os requerimentos nutricionais de X. campestris NRRL B-1459 para produgao
6tima de goma xantana foram estudados em um meio quimicamente definido por
Souw e Demain (1979). Das fontes de carbono testadas, um meio contendo 4% de
sacarose ou glicose produziu o mais alto conteido de goma xantana. A melhor
producéo ocorreu quando 1% de sacarose, 0,5% de frutose ou 0,5% de xilose foram
adicionados a um meio contendo 2% de glicose. Embora a adigao de um excesso de
sacarose ndo tenha causado efeito prejudicial ao crescimento celular nem a
producdo de xantana, a adicdo de um excesso de frutose ou de xilose inibiu
totalmente tanto o crescimento celular como a produgao da goma xantana. As
maiores quantidades de goma xantana foram produzidas com as concentragoes de

0,3% de piruvato; 06% de succinato e 0,4% de a-cetoglutarato, sendo que
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concentragdes superiores as adequadas para cada &cido organico inibiram a
produg8o de goma xantana.

Funahashi et al. (1987) descreveram o efeito de altas concentragées de
glicose na produgdo de goma xantana pela bactéria X. campestris ATCC 13951.
Ficou determinado que a faixa de concentragao de glicose entre 30 a 40 g/kg de
meio foi a melhor para a produgao de goma xantana, sendo que apés 96h de
fermentacao, foram obtidos 43 g de goma xantana por kg de meio. Concentrages de
glicose acima de 50g/kg de meio provocaram a inibigao do crescimento celular e de
produgdo de goma. Segundo estes autores, a quantidade de glicose no meio de
fermentac4o é um dos mais importantes fatores envolvidos na produgéo de goma
xantana. Quando a concentracio inicial de glicose foi de 100 g/kg de meio, o
crescimento celular foi inibido e uma longa fase lag foi observada. Somente apo6s 36
horas, a concentragdo celular atingiu 0 maximo e a produgédo de goma foi iniciada.
Utilizando a concentragéao 6tima de glicose de 45g/kg de meio, as células cresceram
rapidamente, com um periodo de fase lag inexpressivo sendo que apés 24 horas ja
houve produgéao de xantana.

Shu e Yang (1990) observaram que a temperatura iguais ou menores que
24°C, a formagéo de goma xantana foi retardada, ficando atras do crescimento
celular e assemelhando-se a um tipico metabolismo secundario. Entretanto, a 27°C
ou a temperaturas mais altas, a biossintese da xantana seguiu o crescimento celular
a partir do inicio da fase exponencial e continuou na fase estacionaria. O crescimento
celular a 35°C foi muito lento com altas taxas de morte celular. Os resultados obtidos
sugeriram que as temperaturas 6timas para o crescimento celular foram entre 24°C e
27°C, enquanto que para a formagao de goma ficou entre 30°C e 33°C. O rendimento
final de goma xantana aumentou de 54% a 22°C para cerca de 90% a 33°C.
Fermentagbes com temperaturas superiores a 35°C ocasionaram perdas na
viabilidade celular, alta viscosidade do caldo e deplegao dos nutrientes essenciais.

Garcia Ochoa et al. (1992) avaliaram a influéncia da composi¢ao do meio na
produgdo de goma xantana. Os melhores resultados tanto para o crescimento de X.
campestris como para a produgédo de goma xantana, foram obtidos utilizando o meio
contendo: 20g de sacarose; 2,1g de acido citrico; 1,144g de NHiNO3; 2,8669g de
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KH,PO,; 0,507g de MgCl,; 0,089g de Na,SOs; 0,006g de H3BOs; 0,006g de ZnO;
0,0024g de FeCl;.6H,0; 0,020g de CaCOs; 0,13 mL de HCI e 1000mL de agua
destilada. O pH do meio foi ajustado para 7,0.

Mochi e Scamparini (1993) definiram um meio para a produgado de goma
xantana composto por: sacarose 2%; K;HPO4 0,5% e MgSO,4. 7H20 0,01% com pH
ajustado para 7,0. Neste estudo utilizaram as linhagens X. campestris pv. manihotis
DCA 450 e DCA 459.

Segundo Vashitz e Sheintuch (1991), processos de fermentagao continuos
podem ser uma alternativa econdmica na produgao de goma xantana, pois o tempo
de fermentagdo pode ser reduzido e a utilizagdo mais eficiente dos nutrientes pode
ser obtida. Entretanto, problemas como a contaminagdo das culturas e a
degeneracdo das linhagens produtivas que vao sendo substituidos por outras
sublinhagens de baixa produgéo e de crescimento mais lento durante fermentacoes
prolongadas, constituem as principais desvantagens deste metodo de fermentacao e
explica o fato das industrias ainda nao o terem adotado.

O processo de fermentagao por batelada ainda € o método mais utilizado para
a produgdo comercial de goma xantana pelas industrias. As condictes e os
parametros destas fermentagdes tém sido estudados na tentativa de diminuicao dos
custos do processo e para uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na
biossintese deste exopolissacarideo (De Vuyst et al., 1987; Vashitz e Sheintuch,
1991; Roseiro et al., 1993b).

De modo geral, os estudos cinéticos constituem uma parte vital nas
investigagbes da produgdo de exopolissacarideos microbianos. Os modelos
matematicos de tais cinéticas facilitam a analise dos dados e fornece uma estratégia
para a resolugido dos diversos problemas encontrados durante 0s processos de
fermentagbes industriais para produgdo de goma xantana. Uma revisdo destes
modelos pode ser encontrada nos trabalhos de Thomson e Ollis (1980); Pinches e
Pallent (1986); Pons et al. (1989); Suh et al. (1992); Sanchez et al. (1992); Peters et
al. (1992) e Roseiro et al. (1993b); Letisse et al. (2002); Esgalhado et al. (2001); Cho
et al. (2002) e Casas et al. (2000).

23



CAPITULO 1

12. Uso de outras fontes para producao de goma xantana

E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos desenvolvidos para
aumentar o rendimento de produgdo, recuperagdo e purificagdo do polimero,
abaixando o custo total do processo.

De acordo com Godet (1973) e Lawrence (1973) o xarope de milho, o melago
de cana-de-agticar, a sacarose e os residuos sélidos de destilaria sdo os substratos
alternativos preferidos para a produgdo de goma xantana, sendo selecionados com
relacdo aos seus custos. Um meio comercialmente viavel para a producéo de goma
xantana pode ser constituido por sacarose 3%; residuos de destilaria 0,5%; K2HPO4
0,5% e MgS0O,. 7H20 0,1%.

No trabalho de Kennedy et al. (1982) foram pesquisadas fontes de nitrogénio
alternativas e mais baratas para a fermentagéo de X. campestris, tais como: agua de
maceracdo de milho, peptona, farelo de soja, residuos de destilaria e extrato de
levedura. Os resultados obtidos indicaram claramente que as fontes de nitrogénio
que promoveram um maior rendimento foram a agua de maceragao de milho e a
peptona. Os residuos soltveis de destilaria muito usados em trabalhos anteriores
como fonte de nitrogénio na fermentagao de X. campestris (Silman e Rogovin, 1970;
Godet, 1973), produziram mais baixo rendimento de goma xantana quando
comparado com as outras fontes pesquisadas. A agua de maceragao de milho foi
particularmente eficiente, produzindo 59% mais goma do que o uso de peptona. De
acordo com estes autores, uma vantagem adicional do uso destas fontes de
nitrogénio foi a correspondente diminuigdo do tempo de fermentacao, de 92 horas
para 69 horas, para a obtengdo do maximo rendimento. Entretanto, a reologia das
solugcdes da goma xantana sofreu a influéncia da fonte de nitrogénio usada devido a
alteracdo da estrutura basica do polissacarideo e a presenca de materiais
contaminantes como aminoacidos e células bacterianas, precipitaveis pelo uso de
alcool.

El-Salam et al. (1994) investigaram a produgado de goma xantana produzida
pela linhagem de X. campestris E-NRC-3 utilizando melago de cana de agucar como
fonte alternativa de carbono. O meio mais eficiente foi constituido por 2,0% e melago;
0,3% de K,HPO4,: 0,025% de MgS04.7H,0; 0,15% de (NH4),HPO,4 e 0,1% de CaCOs.
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Em meio contendo 2% de agucares totais o rendimento obtido foi de 11,5g de goma
xantana por litto e meio. Em meio contendo 25% de aglcares totais foram
produzidos 41,3 gramas de goma xantana por litro de meio.

De Vuyst e Vermeire (1994) formularam um meio industriaimente viavel para a
producdo de goma xantana constituido por 4% de glicose, 4% de sacarose, 10% de
melaco (valor correspondente ao uso de 5% de sacarose inicial) ou 2,8% de xarope
de glicose como unica fonte de carbono; 2% de agua de maceragao de milho como
fonte combinada de nitrogénio e de fosfato e uma concentragéo adicional de 0,1% de
citrato, dependendo da aplicagdo comercial a que se destina. A producao maxima de
xantana foi de 22,8 g/L utilizando 10% de melago no meio. O uso de melago como
tnica fonte de carbono resultou em uma fase lag maior e em um lento aumento da
viscosidade do meio de fermentacso. A producéo de goma xantana utilizando xarope
de glicose (2,8%) como unica fonte de carbono foi comparavel a obtida com a
utilizagao de glicose (2%).

Segundo Baig et al. (1990), outra fonte economicamente viavel que pode ser
explorada para a produgdo de goma xantana € o soro de leite eliminado como
subproduto das industrias de lacticinios. O soro de leite € constituido por 4 a 5% de
lactose: 0.8 a 1,0% de proteinas, sais minerais e acidos organicos. No entanto, a
bactéria X. campestris possui baixo nivel de B-galactosidase e, portanto nao € capaz
de crescer e produzir significativa quantidade de goma em meio contendo lactose
como unica fonte de carbono. Na tentativa de aproveitamento do soro de leite na
producao de goma xantana, linhagens mutantes de X campestris capazes de
metabolizar soro de leite e a lactose foram pesquisadas por Schwartz e Bodie (1986);
Tait e Sutherland (1989), Fu e Tseng (1990), Konicek e Konickova-Radochova
(1992).

13. Recuperagdao da Goma Xantana

Os polissacarideos podem ser separados das celulas bacterianas por
centrifugacao e/ou microfiltracdo e posteriormente isolados do meio de cultura por

precipitagdo com solventes organicos soluveis em agua como alcoois ou acetona ou
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através de precipitagdo seletiva com detergentes catiénicos. A secagem do

exopolissacarideo separado, apos didlise com agua para remog&o do agucar residual
e do solvente organico, normalmente deve ser realizada a temperatura ambiente
para nao ocorrer degradagéo. Ou através da liofilizagdo do polimero (Druzian, 2000).

Segundo Godet (1973), o método mais usado para a precipitagdo da goma
xantana consiste na adigdo de qualquer tipo de alcool ao caldo, podendo variar do
metanol ao t-butanol. Posteriormente, a goma precipitada pode ser removida do
caldo através de métodos convencionais como centrifugacéo e filtragem. Em escala
industrial, o solvente residual pode ser reciclado apés sua reconcentragao e
purificagéo em coluna de destilagao.

Gonzales et al., (1989) determinaram as melhores condigbes de recuperagao
da goma xantana em solugdes aquosas usando a técnica de precipitagdo com
etanol, na presenca de sais especificos. Em laboratorio os solventes mais utilizados
s30 o etanol e a acetona. O custo do etanol, a sua aceitagdo para uso alimentar e a
possibilidade de sua reutilizagao através de destilagdo sao as principais vantagens
da utilizagdo do etanol na precipitagdo da goma. As melhores condigbes para a
recuperagao da xantana foram a 15°C pela adigao de etanol 65% contendo 1% de
KCL.

14. Aplicagao de biopolimeros

A formacdo de exopolissacarideos € uma caracteristica comum entre 0s
microrganismos, sendo encontrados tanto na forma de uma discreta capsula ao redor
da célula como podem ser secretados no meio externo. Embora estes polimeros
sejam produzidos predominantemente pelas bactérias e leveduras isoladas de solo e
de outros ambientes naturais, podem ser encontrados também em outras especies
microbianas, incluindo microrganismos patogénicos (Kang et al., 1983).

A potencialidade do uso de biopolimeros microbianos na industria de
alimentos moderna & um consenso na literatura existente. Segundo Scamparini et al.

(2000) devido as propriedades funcionais e versateis dos biopolimeros, estes podem

26



CAPITULO 1

se tornar uma ferramenta poderosa para o desenvolvimento de produtos com textura
e viscosidade diferenciadas e, conseqiientemente novos produtos.

Segundo Jeanes et al., (1976) e Betz (1979), as propriedades reologicas da
goma xantana e sua estabilidade numa ampla faixa de pH e de temperatura mesmo
na presenca de sais, a torna um excelente agente estabilizante para alimentos, como
cremes, sucos artificiais, sobremesas enlatadas ou em p6, molhos para saladas,
carne, frango ou peixe, assim como para xaropes e coberturas para sorvetes e
sobremesas. A compatibilidade deste polissacarideo com a maioria dos coldides
usados em alimentos, incluindo o amido, torna ideal para a preparagao de paes e
outros produtos para panificagao (Christianson et al., 1974).

A obtencéo de biopolimeros para consumo humano é uma tarefa mais
complexa do que para a utilizagdo em outros produtos, uma vez que devem ser
considerados seguros do ponto de vista alimentar e, portanto, satisfazer os severos
codigos e legislagdes alimentares, atualmente em vigor. Um exemplo disso € que
apesar da pesquisa em polissacarideos produzidos por microrganismos ter sido
iniciada ha mais de trés décadas, até hoje apenas trés biopolimeros foram aprovados
para uso alimentar nos EUA: xantana produzida por Xanthomonas campestris,
gelana por Sphingomonas e dextrana por Leuconostoc (Stredansky et al., 1999;
Vandame et al., 1996).

O FDA (Food and Drug Administration) permite a adicao de goma xantana em
produtos como queijos e seus derivados, sobremesas congeladas, alguns produtos a
base de leite, molhos especiais para saladas, molhos de tomates, produtos carneos
e seus derivados, produtos de panificacdo, sobremesas formuladas com amido,
bebidas dietéticas, sorvete com baixa caloria, entre outros (Pettitt, 1982).

A goma xantana encontra outros campos de aplicagdo. Na industria
farmacéutica este polissacarideo ¢ empregado em logbes, géis e emulsoes,
fornecendo excelente estabilidade para cremes e logées, melhorando as
propriedades dos “xampus” e de sabonetes liquidos, suspendendo pigmentos
insoltiveis e produzindo um creme de limpeza estavel (Baird e Pettitt, 1991; Dziezak,
1991).
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A solugdo de goma xantana é um excelente agente de suspensao €

viscosidade, estavel numa ampla faixa de pH e temperatura. Apresenta
compatibilidade com muitos componentes dos alimentos € com sais e outros
produtos quimicos. Na industria de petréleo e de explosivos, a goma xantana
também encontra aplicacdo devido a tolerancia & ampla faixa de temperatura, a
reologia e a estabilidade em solugdes salinas, propriedades essas requeridas pelas
industrias desses setores. A compatibilidade do biopolimero com uma grande
variedade de tintas & muito Gtil na formulagéo de pastas de impresséo e de solugdes
para aplicagoes téxteis (Pettitt, 1982; Sutherland, 2001).

Segundo Kennedy et al. (1982), a goma xantana tem sido utilizada
extensivamente pela industria do petréleo, na perfuracao de novos pogos € na
recuperacgdo secundaria do petréleo. O uso de goma xantana em associagao com a
lama de perfuragdo e no fraturamento hidraulico tem resultado num processo de
menor custo e maior eficiéncia para a industria petroquimica. Na agricultura, a goma
xantana tem sido usada como agente de suspenséo e estabilizante em herbicidas,
pesticidas, fertilizantes e fungicidas (Sutherland, 2001).

A bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris produz grande quantidade
de exopolissacarideo quando cultivada em meio contendo carboidratos. Este
polissacarideo que recebeu a denominagéao geral de goma xantana & sem duvida, a
mais excepcional das gomas ja desenvolvidas por processos biotecnolégicos (Betz,
1979). A goma xantana é composta por D-glicose, D-manose e acido D-glicurénico
na propor¢do de 3:3:1, além de residuos de acetato (4,7%) e de piruvato (3,0 a
3,5%). Sua producdo comercial é feita por fermentacao e em batelada, utilizando
meio bem aerado, contendo sacarose ou glicose, nitrogénio e fosfato (Smiley, 1966,
Moraine e Rogovin, 1971 a, b; Godet, 1973; Souw e Demain, 1979).

Devido a grande aplicabilidade industrial da goma xantana € ao seu amplo
mercado mundial inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas para a
determinacdo das condigdes otimas de crescimento celular, de producao,
recuperacdo e de purificagdo deste exopolissacarideo (Silman e Rogovin, 1972,
1972: Kennedy et al., 1982; Funahashi et al., 1987 e Ahigren, 1993).
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Segundo Baird e Pettitt (1991) o mercado americano anual para as gomas

utilizadas em alimentos foi estimado em 405 milhées de dolares e somente para a
goma xantana foi avaliado em torno de 60 milhdes de délares. De acordo com dados
fornecidos pela SECEX, a importagdo de goma xantana no Brasil no periodo de
janeiro de 2002 a dezembro de 2002 foi de 1.640.782 kg liquido totalizando um valor
de US$ 11.831.898. Estes dados justificam a intensa procura por novos processos
mais viaveis e eficientes para a produgdo de goma xantana em lotes homogéneos
com qualidade assegurada.

Contudo, a instabilidade genética da bactéria X. campestris ocasionada pelo
seu continuo subcultivo durante as etapas de produgéo de inéculo constitui-se num
dos principais fatores que afetam a produgao de goma xantana (Jeanes et al. 1976).
O aparecimento de linhagens mutantes ao longo do cultivo de X. campestris tem sido
relatado na literatura (Moraine e Rogovin, 1973; Cadmus et al, 1978). Estas
sublinhagens produzem uma goma xantana claramente diferente da original, com
propriedades reologicas inadequadas e com baixo rendimento, ocasionando um alto
custo de produgao (Ramirez et al., 1988).

Deste modo, a quantidade do concentrado celular de X. campestris €
comercialmente importante, pois, o custo total de fermentagcdo diminui com o
aumento da produtividade. Com a utilizagdo de concentrados bem adaptados,
estaveis, livres de sublinhagens improdutivas consegue-se além de um aumento na
produgdo, a manutengdo e preservacao das caracteristicas originais da cultura
bacteriana (Lawrence, 1973).
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cepa 280 utilizando o método de secagem por atomizagao
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Pippa Scamparini.
RESUMO

A utilizacdo da técnica de secagem por atomizagdo como método de
preservacéo de culturas concentradas de X. campestris pv manihotis cepa 280 foi
estudada, visando & manutengao da viabilidade celular e da capacidade de produgao
de goma xantana.

A fim de investigar a viabilidade da bactéria durante o processo de secagem
por atomizagéo, os efeitos das condi¢bes de crescimento, os diferentes fluidos de
suspens3o e reidratagdo na taxa de sobrevivéncia das celulas apos a secagem por
atomizagao, foram estudados. A mais alta taxa de sobrevivéncia celular foi obtida,
quando leite desnatado reconstituido 10% como meio de suspensao e agua destilada
como fluido de reidratagdo da cultura concentrada atomizada, foram utilizados.
Considerando as condigbes estudadas, a temperatura do ar de entrada no spray
drier de 135°C e temperatura do ar de saida de 75°C, obteve-se 98,42% de
sobrevivéncia celular apés secagem por atomizagao. Inoculando o concentrado
celular atomizado em meio de fermentagdo contendo 2% de sacarose foram
produzidos 13,86g/L de goma xantana, o que indica um aumento significativo na
producdo deste polissacarideo em relagéo a produgao de goma xantana através de
concentrados convencionais. A combinagédo de maltodextrina DE 20 (30%) e goma
arabica (10%) resultaram em maior prote¢ao ao concentrado celular e maior taxa de

recuperagao de células viaveis.

Palavras chaves: Xanthomonas, secagem por atomizagdo, viabilidade celular,

preservacao.
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SUMMARY

The use of spray drying as a preservation method of Xanthomonas campestris
pv manihotis strain 280 cells was studied aiming to maintain cellular viability and
capability to produce xanthan gum.

In order to investigate cells survival during spray drying process, the effects of
growth conditions, different suspending and rehydration fluids on the concentrated
cells survival rate after atomization were determinated.

The highest viability rate was found, when skim milk 10% as cells suspension
media and distiled water as rehydration fluid were used. Considering culture
conditions, inlet air temperature of 135°C and outlet air temperature of 75°C,
approximately 98,42% of survival rate was found. When this spray dried concentrated
cells were inoculated in fermentation media containing 2% sucrose, it was produced
13,86g/L of xanthan gum per liter of broth. This date indicates a significant increase in
the exopolysaccharide production.

The maltodextrin 20 DE (30%) and gum arabic (10%) blend provide protection

concentrated cells resulting to further viable cells recover.

Key Words: Xanthomonas, spray drying, cells viability, preservation.
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INTRODUGAO

A possibilidade de preservar culturas através de secagem teve inicio com os
estudos de Rogers (1914) que investigou a secagem de bactérias laticas. A
preservacédo de bactérias através da técnica de secagem por atomizagao, visando
facilitar a manipulagao, expedicdo e armazenagem das culturas sem perda da sua
atividade, também foi estudada por Prajapati et al. (1987).

Devido ao grande numero de aplicagbes dessas culturas nas industrias de
alimentos, faz-se necessaria a obtencéo de culturas bacterianas estaveis e altamente
viaveis (Lievense e van't Riet, 1993). Na escolha do método de preservagao do
microrganismo, deve-se levar em consideragdo a finalidade a que se destina e
particularmente as caracteristicas como manutencéo da viabilidade celular durante o
armazenamento, auséncia de perda das culturas, o controle eficiente da pureza,
evitando qualquer fonte de contaminagdo, os custos com os materiais e com 0s
equipamentos e a freqiiéncia do uso do microrganismo preservado. E pouco provavel
que um unico método apresente as condi¢des ideais para todas as linhagens de uma
colecao de cultura destinada a industria ou a investigagcao cientifica (Snell, 1991).

No Brasil sdo encontradas diferentes cepas de bactérias do género
Xanthomonas armazenadas sob refrigeragdo em &gar inclinado ou liofilizadas,
contudo pouco se conhece sobre as condigdes para preparagao e manutencao
dessa cultura como concentrado através de secagem por atomizagao.

De acordo com Teixeira et al. (1994), a observagao das caracteristicas
especificas de cada bactéria pode ajudar na eficiéncia da liofilizagdo durante a
producgéao de culturas “starters”. E interessante verificar a resisténcia da cultura ao
chogue térmico, a fase de crescimento em que as bactérias sdo menos sensiveis aos
processos adversos sofridos durante o congelamento e a secagem, 0O controle do
processo de reidratagéo e a preservagéo da membrana das células.

Por causa do resfriamento evaporativo na primeira parte do processo de secagem, a
sobrevivéncia das células bacterianas durante atomizagdo esta intimamente

correlacionada a temperatura do ar de saida e nao diretamente a temperatura de
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entrada do spray drier. O Objetivo deste trabalho foi investigar a preservagao do

concentrado celular de X. campestris pv manihotis cepa 280 através do processo de
secagem por atomizagédo e também os fatores que influenciam a manutengao da
viabilidade e a capacidade de produgdo de goma xantana pela bactéria apos

atomizagao.

MATERIAL E METODOS

Preservagao e manutengao do microrganismo

Nesse experimento foi utilizada a linhagem n® 280 de Xanthomonas campestris pv.
manihotis liofilizada e armazenada a baixa temperatura. Quando necessario, as
culturas foram reativadas e transferidas para tubos de ensaio contendo meio agar
YM inclinado. A cultura pura foi mantida no agar YM em tubo inclinado, sob

refrigeracéo e repicada periodicamente durante o experimento.

Preparo do concentrado celular

Uma alcada padrdo (alga de platina com 3,0mm de diametro) da cultura
bacteriana, crescida em agar YM inclinado, foi inoculada em caldo YM e incubado a
30°C por 40 horas a 200 rpm. Apds o crescimento, a cultura foi centrifugada a
16.000g por 30 minutos em centrifuga refrigerada marca Shimadzu, modelo CR21 a
temperatura de 5°C. O sobrenadante foi descartado e o concentrado celular foi
resuspendido com agua esterilizada por trés vezes, para lavagem das células. Apos
nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante, obteve-se o concentrado celular

padronizado para o spray drier.
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Determinacao da curva de crescimento

Para determinacdo da curva de crescimento da bactéeria X. campestris pv
manihotis linhagem n? 280, foram utilizados erlenmeyers de 250 mL contendo 100
mL de meio YM padrao inoculados com 1% do concentrado inicial reidratado com
agua destilada. Em seguida, a cada intervalo de tempo foram coletadas amostras
para avaliagdo dos seguintes parametros de crescimento: pH final, crescimento

celular, teor de agucares redutores totais e quantidade de goma xantana.

Determinacdo do pH final no meio de crescimento

Depois de retirada cada amostra, foi feita a leitura do pH em potenciémetro

marca DIGIMED, modelo DMPH-2.

Determinagio do crescimento celular

Para essa determinagdo a amostra foi centrifugada a 16000 x g por 30
minutos a 5°C. A cada intervalo de tempo a massa celular obtida na centrifugagao foi
lavada com agua destilada esteril, outra vez centrifugada e levada a estufa a 55°C,

ap6s esse procedimento a amostra foi deixada em dessecador para resfriar, sendo

pesada até peso constante.

Determinagao da influéncia do tempo de crescimento celular.

A influencia do tempo de crescimento celular na sobrevivéncia da bactéria foi

determinada de acordo com Teixeira et al. (1995) e Baiocco (1997).
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Determinacio da influéncia do meio de suspensao celular, do tempo e fluido de

reidratagcao do concentrado celular.

A influéncia do meio de suspensdo celular, do tempo e do meio de reidratacao
celular foi determinada segundo os procedimentos descritos em (Choate e
Alexander, 1967: Teixeira et al. 1995; Baiocco, 1997).

Determinacgao do teor de agucares totais

Para determinagdo do teor de aglcares totais foi empregada a técnica do DNS
(Miller, 1959). O valor de absorbancia obtido de cada amostra foi convertido em
acucares redutores totais utilizando uma curva padrdo de agucares redutores em
funcdo dos valores de absorbancia, previamente estabelecida. A leitura da
absorbancia foi realizada a 540 nm em espectrofotémetro Beckman DU 70. O branco

foi feito substituindo a amostra hidrolisada por 1,0 ml de agua destilada.

Determinagao da goma xantana

Apo6s inoculagdo das células em meio de produgédo de goma (Mochi e Scamparini,
1993) ou caldo YM, as amostras apds 120 horas ou 48 horas de fermentacao foram
centrifugadas para separagdo das células do caldo e a goma foi precipitada do
sobrenadante com etanol na propor¢do de 1 parte de sobrenadante e 3 partes de
etanol. A goma precipitada foi filtrada e seca em estufa a 55°C, até peso constante.

O rendimento de goma xantana foi calculado segundo Jeanes et al. (1967).

Condigdes de operagio do spray drier no processo de atomizagao

Suspensdo de leite desnatado reconstituido 10% (Skim Milk — marca DIFCO),

maltodextrina (Corn Products Brasil) e de goma arabica (Spray Gum IRX 28830,
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Colloids Naturels Brasil Comercial LTDA) em agua destilada estéril foram inoculadas
com o concentrado celular de culturas de Xanthomonas campestris pv manihotis
linhagem n2 280. A suspensdo foi incubada a 30°C por 30 minutos para melhor
adaptacdo da cultura, sob agitagao, e entao atomizadas em “Spray dryer” modelo SD
04 (Lab-Plant, Huddersfield, UK), pressdo do ar 5,0 kg/cm® fluxo da bomba
peristaltica 5 mL/min e didmetro do bico asperssor igual a 0,5 mm. A temperatura de
entrada do ar foi de 135°C, e a temperatura de saida foi de (75, 85 e 90°C). Cada
amostra foi reidratada ao volume original com agua estéril a temperatura ambiente.
As células foram agitadas por 10 minutos em “Shaker — New Brunswick Scientific Co,
modelo G25”. A Figura 1 mostra o equipamento utilizado para microencapsulacao de
células de X. campestris pv manihotis n® 280.

Figura 1. Sistema de secagem por atomizag&o para a producao do concentrado
celular de X. campestris pv manihotis cepa 280.
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Contagem de microrganismos e calculo da taxa de sobrevivéncia celular

Foram realizadas contagens de microrganismos presentes nas suspensoes celulares
antes do processo de atomizagao e em todas as ocasides em que os concentrados
foram reidratados para a realizagdo de um ensaio.

Para contagem dos microrganismos as amostras foram submetidas a diluicoes
decimais em série, transferindo-se 1,0 mL da amostra reidratada para tubos de
ensaio contendo 9 mL de agua destilada estéril, sucessivamente, até as diluigoes
desejadas. As amostras foram plaqueadas em superficie de agar YM. Todos os
testes de contagem foram feitos em triplicata. Os resultados foram expressos em Log
Unidades Formadoras de Coldnias por mL (Log UFC/mL).

A sobrevivéncia foi calculada com relacéo a concentragao inicial de células presentes
no concentrado e os resultados foram expressos em porcentagem de acordo com
Choate e Alexander (1967).

Todos os ensaios foram realizados em trés repetigoes.

Os resultados foram analisados por comparagdo de médias com base no teste de
Tukey com ajuda do software ASSISTAT (Assisténcia Estatistica — Prof. Francisco de
Assis Santos Silva — UFPB).

RESULTADOS

A influéncia da fase de crescimento &€ um fator importante quando se deseja maior
recuperacao da viabilidade celular de bactérias. Apos 40 horas de incubacéo a 30°C
e 200 rpm as células de X. campestris pv manihotis cepa 280 apresentaram maior
resisténcia ao processo de secagem por atomizacdo (Tabela 1). Neste estudo, os
concentrados foram produzidos com células cultivadas em caldo YM, centrifugadas,
resuspensas em leite desnatado reconstituido 10% e reidratadas com agua
destilada.

51



CAPITULO 2

Tabela 1 - Influéncia da fase de crescimento na sobrevivéncia de células de X

campestris pv manihotis cepa 280 durante o processo de secagem por atomizagao.

Tempo (horas de incubagéo)

24 40 48

Log UFC/mL’ 3,59¢ 8,74a 7,48b

2P¢Medias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si (p<0,05)
UFC/mL — Unidades Formadoras de Colonias por mL
Concentracao inicial de células 7,6 x 10° UFC/mL

Assim como o meio de crescimento é essencial para o crescimento celular, o meio
de reidratagdo se constitui fator de importancia no desempenho das culturas
submetidas a condicoes subletais. A Tabela 2 mostra a Influéncia do meio de
reidratacdo na viabilidade da bactéria X. campestris pv manihotis cepa 280.

Tabela 2 - Influéncia do meio de reidratagcdo na viabilidade do concentrado celular de

X. campestris pv manihotis cepa 280.

Meio de reidratagao Log MCS Gomaxantana ART  Rendimento
UFC/mL*  (g/L) (g/L) (g/L) de goma (%)
Agua destilada 8,74 a 0,44 13,86 121 69,45
Caldo YM 540b 1,78 3,46 7,70 17,30
Solucdo de sacarose 10% 9,43 b 2,35 4,23 7,35 21,15

@ P\Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (p<0,05)

*UFC/mL

MCS = Massa Celular Seca

ART = Acucares Redutores Totais

Células cultivadas em caldo YM, centrifugadas, resuspensas em leite desnatado
reconstituido 10% e reidratadas com agua destilada. Demais resultados obtidos apos
120 horas de incubacé@o em meio de produgéo de goma.

Concentragao inicial de células 7,6 x 108UFC/mL
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A utilizacdo de procedimentos inadequados na reidratacao das celulas secas pode
resultar em perda total da viabilidade celular (Josic, 1982). Para avaliar o tempo
6timo de reidratacdo, as células foram cultivadas em caldo YM, centrifugadas,
resuspensas em leite desnatado reconstituido 10% e reidratadas com agua
destilada. O tempo de 10 e 20 minutos na reidratagcdo das celulas resultou em
reducdo logaritmica de 0,14 e 0,34 respectivamente. A Tabela 3 mostra o efeito do
tempo de reidratagdo na sobrevivéncia das células de X. campestris pv manihotis

cepa 280.

Tabela 3 - Efeito do tempo de reidratagdo na recuperagédo das células de X.

campestris pv manihotis cepa 280.

Tempo de reidratacdao (minutos)

5 10 20 30

Log UFC/mL* 5,73b 8,74a 8,54a 5,67b

_f‘ b.°Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si (p<0,05).
UFC/mL — Unidades Formadoras de Colénias por mL.
Concentracao inicial de células foi 7,6 x 10° UFC/mL.

O efeito do pH no meio de crescimento constitui-se um dos principais fatores para o
crescimento celular. Portanto, o ajuste do pH do meio de reidratagdo tambeém

influencia na recuperacao das células viadveis como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Efeito do pH do meio de reidratagdo na sobrevivéncia das células de X

campestris pv manihotis cepa 280.

O meio de suspensdo é essencial para prevenir a secagem excessiva da cultura e
proteger as células dos danos mecanicos e fisicos que ocorrem durante a liofilizagao
e o armazenamento (Font de Valdéz e Giori, 1993). Neste experimento a viabilidade
celular foi marcadamente influenciada pelo meio de suspensdo das células. A
influéncia do meio de suspensao na sobrevivéncia de X. campestris pv manhihotis

cepa 280 ap0s 0 processo de secagem por atomizagao encontra-se na Tabela 4.
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Tabela 4 - Influéncia do meio de suspensdo na sobrevivéncia celular do concentrado

atomizado de X. campestris pv manihotis cepa 280.

Meios de suspensao Log UFC/mL* MCS Goma xantana ART
celular (g/L) (g/L) (g/L)

Leite desnatado

reconstituido 10% 8,74a 0,44 13,86 1,21
Caldo YM 5,85b 1,77 523 5,20
MD (30%) + GA (10%) 5.53¢ 2,71 3,54 5,86

2 b, °Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si (p<0,05)

*UFC/mL obtidas 48 horas apés o processo de secagem por atomizagao.

MD = Maltodextrina

GA = Goma arabica

Células cultivadas em caldo YM. Meio de reidratacéo foi agua destilada. Demais resultados
foram obtidos apos 120 horas de incubagdo em meio de produgao de goma. Concentragao
inicial das células foi 7,6 x 10° UFC/mL

A Influéncia da temperatura do ar de saida do spray drier na sobrevivéncia da
bactéria X. campestris pv manihotis cepa 280 foi estudada. Neste experimento as
células foram cultivadas em caldo YM, centrifugadas, resuspensas em leite
desnatado reconstituido 10% e reidratadas com agua destilada. A utilizagdo de
temperatura mais baixa foi significativamente diferente (p<0,05). A Tabela 5 mostra o

efeito da temperatura do ar de saida na recuperagao das células.

Tabela 5 - Influéncia da Temperatura do ar de saida do spray drier na sobrevivéncia

de células de X. campestris pv manihotis cepa 280.

Temperatura Log MCS Goma ART 2 Rendimento
(°C) UFC/mL' (g/L) (g/L) (g/L) de goma (%)
15 8,74a 0,44 13,89a 1.2 69,45
85 8,66b 0,53 13,57b 1,81 67,85
90 8,52b 0,52 13,54b 1,79 67,70

2b¢ \Meédias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si (p<0,05)

" UFC = Unidades Formadoras de Colonias.

ART = Acutcares Redutores Totais

Células cultivadas em meio YM e resuspensas em leite desnatado. O meio de reidratacao foi
agua destilada. Demais resultados foram obtidos apos 120 horas de incubagao em meio de
producdo de goma. Concentragao inicial de células foi 7,6 x 10® UFC/mL.
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DISCUSSAO

Diversos fatores estdo envolvidos na sobrevivéncia de microrganismos apds o0
processo de secagem por atomizagdo. Assim a influéncia das condigdes de
crescimento da bactéria X. campestris pv manihotis cepa 280 durante o processo foi
estudada. Fatores como os nutrientes presentes no meio de crescimento, o pH, a
temperatura, a fase de crescimento das culturas, influenciam o crescimento celular e
também a taxa de sobrevivéncia (Busta, 1978). As células de X. campestris pv
manihotis cepa 280 apés 40 horas de incubagéo, fase estacionaria de crescimento,
foram mais resistentes ao processo de secagem por atomizagdo do que as células
com 24 e 48 horas. Resultados semelhantes foram obtidos em estudo com L.
bulgaricus em leite desnatado em diferentes temperaturas (Teixeira, 1994; 1995).
Segundo Gehrke et al. (1992), este efeito pode ser atribuido a maior espessura da
parede celular em células que estdo na fase estacionaria de crescimento e que,
portanto, ndao mais passam pelo processo de divisdo celular. Segundo Baiocco
(1997) os indculos liofilizados contendo células recuperadas apos 40 horas de
incubacao apresentaram 80,33% de sobrevivéncia celular, enquanto que as células
recuperadas apo6s 12 horas de incubagdo apresentaram somente 12 % de
sobrevivéncia celular. Uma correlagéo direta entre a fase de crescimento da cultura
de E. coli e a taxa de células sobreviventes apos liofilizagéo foram obtidas por Heckly
(1961), a sobrevivéncia aumentou de 0,02% para uma cultura de 1,25 horas para
12,9% para uma cultura de 18 horas de incubacgao.

A reidratagdo é uma das etapas mais importantes que influenciam a sobrevivéncia
dos microrganismos. Nesta etapa inimeras mudangas ocorrem na concentragao dos
solutos. Estas mudancas afetam nao apenas o equilibrio osmético das células como
também podem afetar os componentes celulares especificos dos organismos
(Choate e Alexander, 1967). Agua destilada foi o melhor meio de reidratagao para o
concentrado celular de X. campestris pv manihotis cepa 280 apds o processo de
secagem por atomizagdo, resultando uma maior recuperagéo de células viaveis. A
liberagao da bactéria da matriz contendo maltodextrina e goma arabica pode ter sido

influenciada pelo grau de intumescimento da capsula e a capacidade de penetragao
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do solvente em hidrocolodides. Segundo Worton (1995), a liberagdo de conteudo das

microcapsulas pode ocorrer através de ruptura mecanica, da agao da temperatura,
pH, solubilidade do meio, biodegradagdo e também por difusao. Para Karel e Buera
(1994), a difuséo é influenciada pelo grau de intumescimento da capsula que pode
ocorrer pela adsorgédo de agua ou outro solvente provocando o aumento dos poros e
dos espacos livies, Segundo Baiocco (1997) inéculos liofilizados e reidratados com
agua destilada obtiveram 35,66% de sobrevivéncia celular e 68,33% quando o meio
de reidratacdo foi solugdo de sacarose 10%. Teixeira et al. (1995) ndo encontrou
diferenca significativa quando agua deionizada, tampao fosfato, caldo MRS e leite
desnatado foram utilizados como meio de reidratagdo. Ray et al. (1971) obteve
resultados semelhantes durante a reidratacdo de Salmonella anatum liofilizada e
propds que leite desnatado pode ter suplementado os nutrientes necessarios as
células com injurias. Neste estudo caldo YM, solugéo de sacarose 10% como meio
de reidratacao contribuiram para a recuperagéo das células, porém com contagem
mais baixa de células viaveis. Interagdo entre os meios e os componentes da matriz
pode ter dificultado a liberagdo das células no meio. Segundo Beuchat (1978) a
capacidade das células em reter a viabilidade quando expostas a um ambiente com
maior ou menor concentragdo de solutos depende da integridade da membrana
celular. Durante um choque osmotico podem ocorrer perdas de proteinas associadas
as membranas, tais como as proteases e consequentemente, provocar uma
diminuicdo na viabilidade das células.

As condigdes de reidratagdo também influenciam a sobrevivéncia das células.
Determinados procedimentos de reidratagdo podem resultar em baixa taxa de
recuperacao das células. Dentre as condi¢des, o tempo de reidratacdo e o pH do
meio foram avaliados. O tempo de reidratagdo de 10 e 20 minutos resultou em maior
recuperacgdo de células viaveis. Com 30 minutos de reidratagao, a sobrevivéncia
decaiu cerca de trés ciclos logaritmicos. Para Leuconostoc mesenteroides a taxa de
sobrevivéncia foi de 70% ap6s 10 minutos de reidratagao e de 57% apos 30 minutos
de exposicao ao fluido reconstituinte (Font de Valdéz et al., 1985a). A capacidade de
fermentacdo das leveduras desidratadas foi destruida pela utilizagao de

procedimentos de reidratagéo que aparentemente nao afetavam a viabilidade celular.
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Métodos especiais de reidratacdo foram necessarios para a retengcdo das

propriedades de fermentagdo (Leach e Scott, 1959). Em alguns organismos, os
fluidos de reidratacdo podem regular a velocidade na qual a agua entra nas celulas,
enquanto que em outras cepas podem provocar fenémenos osméticos desfavoraveis
(Leach e Scott, 1959; Font de Valdéz, 1985c). O tempo de 10 minutos foi importante
na adaptacao da cultura para posterior secagem.

Neste estudo mostrou-se a importancia do pH do meio de reidratagao na
sobrevivéncia das células apés o processo de secagem por atomizagdo. Os
resultados obtidos neste experimento estdo de acordo com os resultados
encontrados por Baiocco (1997) para a bactéria X. campestris pv manihotis
liofilizada. Para os concentrados de X. campestris pv manihotis obtidos apoés
secagem por atomizagdo o pH 6timo do meio de reidratacao foi 6,5 com a maior
contagem de células viaveis. As taxas de sobrevivéncia mais baixas encontradas em
meios com valores de pH mais acidos do que alcalinos, deve-se possivelmente aos
componentes da parede celular serem mais suscetiveis a degradagao em meio acido
do que em meio basico. Deve-se considerar ainda, que o cation da base e o anion do
acido utilizado para ajustar o pH do meio pode interferir nos resultados (Baiocco,
1997).

Desde que a técnica de secagem por atomizagdo envolve a utilizagao de
temperaturas altas, o meio de suspensdo das células deve protegé-las durante o
processo. O melhor meio de suspensao celular para produgao de concentrados de X.
campestris pv manihotis cepa 280 foi o leite desnatado reconstituido 10%, com
recuperacao de 98,42% das células vidveis. Nenhuma diferenca significativa na taxa
de sobrevivéncia ocorreu quando caldo YM, solucédo de sacarose 10% e suspensao
contendo maltodextrina 30% e goma arabica 10% foram usadas como meio de
suspensdo das células. Segundo Gehrke et al. (1992), durante a liofilizagao, os
danos nao ocorrem na fase de sublimagdo, mas durante a fase de desorgéao da agua
e sdo devidos a super secagem das amostras. O maior ou menor grau de
comprometimento das estruturas celulares que ocorre nesta etapa depende
diretamente da composigao do meio de suspensdo utilizado. A utilizagao de leite

desnatado reconstituido 10% como meio de suspensao apresenta a vantagem de
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oferecer suplementacédo de nutrientes, protecao e facilidade de desidratagdo. As

proteinas presentes no leite desnatado reconstituido fornecem uma matriz protetora
para as macromoléculas celulares danificadas durante os processos de preservagao.
Embora a sacarose seja recomendada como um agente adequado para substituir o
leite desnatado, neste estudo a recuperagao das células e a capacidade de produgéo
de goma foram baixas. A adi¢cdo de compostos que influenciam a taxa de secagem
ou nivel de umidade residual e de agua disponivel no produto pode certamente
influenciar a taxa de sobrevivéncia das culturas (Font de Valdéz et al., 1985c). Os
mecanismos de acdo dos agentes protetores ainda ndo estdo bem esclarecidos.
Sabe-se que agentes como a sacarose e o leite desnatado reconstituido na
liofilizagdo, altera as caracteristicas de permeabilidade da membrana celular
permitindo o fluxo de solutos do meio extracelular para o meio intracelular durante
processos de congelamento e o fluxo inverso durante o descongelamento das
suspensoes. Assim, a eficiéncia dos agentes esta na sua capacidade em permitir a
perda de solutos, reversivelmente, pela membrana durante um choque osmotico
(Meryman, 1971).

A taxa de sobrevivéncia ou destruicdo da bactéria durante a secagem por
atomizacao pode depender do binémio temperatura —tempo utilizados no processo e
também da resisténcia do organismo ao calor. A maior taxa de sobrevivéncia do
concentrado celular de X. campestris pv manihotis cepa 280 foi observado na
temperatura de 75°C com 98,42% de células viaveis e 13,86g/L de goma xantana. O
aumento de temperatura para 85 e 90°C nao teve efeito significativo na sobrevivéncia
e capacidade de produgdo de goma do concentrado celular apés atomizagao.
Segundo Lievense e van't Riet (1993) por causa do resfriamento evaporativo na
primeira parte do processo de secagem por atomizagao, a sobrevivéncia da bactéria
esta correlacionada a temperatura do ar de saida e ndo diretamente a temperatura
do ar de entrada do secador. Favaro-Trindade e Grosso (2002) também encontraram
maior sobrevivéncia nas menores temperaturas de entrada e saida do ar, sendo 1,8
x 10® UFC/g antes do processo e 1,3 x 10° UFC/g apos o processo de atomizagao.
Os resultados obtidos neste experimento demonstram que o processo de secagem

por atomizagdo pode ser utilizado como método de preservacgao de concentrados
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celulares de X. campestris pv manihotis cepa 280. Os fatores como a fase de

crescimento, os fluidos de suspenséo celular e de reidratagdo do concentrado foram
essenciais na recuperagdo dos danos celulares causados durante o processo de

secagem por atomizagao.

CONCLUSOES

A preservagao da bactéria Xanthomonas campestris pv manihotis n® 280 através da
técnica de secagem por atomizagdo apresenta a vantagem de facilitar a
manipulagéo, evitando os diversos repiques da cultura, e também o transporte.

A utilizagdo de leite desnatado reconstituido 10% como meio de suspensao € de
fundamental importancia quando se deseja a protegcdo das células de secagem

excessiva.

A agua destilada como meio de reidratagéo associada a um tempo de 10 minutos de
reidratagdo sdo fatores importantes na liberagdo das células da matriz contendo

maltodextrina e goma arabica.

Na temperatura de entrada do ar de 135°C e temperatura do ar de saida no spray
drier de 75°C resultou numa maior recuperagao de células viaveis, porém nao parece

refletir na quantidade goma produzida.

Considerando que a bactéria utilizada neste experimento ja havia sido liofilizada pela
segunda vez, os procedimentos aplicados neste experimento foi satisfatorio quanto a
manutencao da viabilidade celular e da capacidade de produgao de goma xantana do
concentrado celular de Xanthomonas campestris pv manihotis cepa 280.
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CAPITULO 3

Sobrevivéncia de células de X. campestris pv manihotis n® 280 apés Secagem

por atomizacgao.

Cristina Maria Rodrigues da Silva; Maria Candida Maia Mellado;Andréa Barbosa

Santos; Adilma Regina Pippa Scamparini

RESUMO

A utilizagdo da técnica de secagem peor atomizagdo para produgdo de
concentrados de células de X. campestris pv manihotis cepa 280 foi estudada,
visando estabilidade da cultura durante o periodo de armazenagem.

A viabilidade das células apds secagem por atomizagdo foi mais bem
preservada quando os concentrados celulares foram armazenados a 5G. O
armazenamento em dessecador a temperatura ambiente comprometeu a taxa de
sobrevivéncia das culturas levando a uma baixa recuperagao de células viaveis.
Apbs 12 meses de preservacgao os testes de viabilidade mostraram que as culturas
atomizadas, mesmo as armazenadas em dessecador a temperatura ambiente nao
sofreram deterioragao morfolégica, permanecendo estaveis. A utilizagao de
diferentes temperaturas do ar de entrada do spray drier de 135, 150 e 200°C e
diferentes temperaturas do ar de saida de 75, 85 e 90°C também foram avaliadas. A
utilizacdo de temperatura do ar de saida mais baixa resultou em maior taxa de
sobrevivéncia do concentrado celular apds secagem por atomizagao. Na temperatura
do ar de saida de 75°C foram produzidos 13,86; 13,81; 13,78g/L para as
temperaturas do ar de entrada de 135, 150 e 200°C, respectivamente. Ensaios de
viabilidade apos 12 meses de preservagdo mostraram que as culturas concentradas
armazenadas em dessecador a temperatura ambiente e a 5°C ndo sofreram

alteracao morfolégica. Nao se detectou a presenga de sublinhagens mutantes.

Palavras-chave: Xanthomonas, secagem por atomizacdo, viabilidade celular,

preservagao
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SUMMARY

Spray drying as a produce method of concentrated cultures of Xanthomonas
campestris pv manihotis cepa 280 was studied, aiming to maintain cellular viability
and capability to produce xanthan gum during storage.

The viability of spray dried cells showed good preservation when the
concentrated cultures were stored at 5°C. The storage at room temperature (25°C)
compromised the culture survival rate resulting in lower recovery of viable cells.

After 12 months of preservation viability tests carried out demonstrated that the
spray dried concentrated cells stored at 5°C and at room temperature did not present
any morphological modification. It was not found any mutant strain. The maltodextrin
20 DE (30%) and gum arabic (10%) blend provided protection concentrated cells

resulting in further viable cells recover .

Key words: Xanthomonas, spray drying, cells viability, preservation, storage.

66



CAPITULO 3

1. INTRODUCAO

As bactérias pertencentes ao género X. campesiris sao microrganismos
fitopatogénicos especificos de ocorréncia natural. Sao bactérias Gram negativas,
obrigatoriamente aerébicas, com células exibindo morfologia de bastonetes curtos e
delgados. O crescimento destas bactérias em meio Agar YM é caracterizado pela
presenca de grandes col6nias sem pigmentacdo (Bradburry, 1984). A espécie X.
campestris é conhecida por produzir grandes quantidades do exopolissacarideo
Xantana. Devido ao grande interesse comercial e a diversidade de aplicagéo desta
goma, & que se tem Iinvestigado técnicas alternativas para a preservacéo das células
de X. campestris (Kidby et al, 1977; Suslow e Schroth, 1981; Gibson e Koury, 1986).

Segundo Kidby et al. (1977), a preservagéo de X. campestris NRRL B-1459
em tiras de papel foi uma técnica simples e adequada para a manutengao nao
propagativa das células por um periodo de tempo mais curto. Assim, tiras de papel
para cromatografia Whatman com 50 x 3,0 cm foram tratadas com acido
etilenodiaminotetraacético dissdédico 20mM e lavadas em agua deionizada.
Posteriormente, foram secas a 100°C por 24 horas e esterilizadas a 121°C por 15
minutos e imersas numa cultura concentrada de X. campestris. Esta técnica de
preservacao foi aplicada a 36 cepas de X. campestris resultando em 78% de culturas
viaveis. A produgdo de polissacarideos por bactérias preservadas atraves deste
método foi igual & produgdo através de outras formas tradicionais de inoculagao. As
células preservadas em tiras de papel produziram um concentrado viavel que nao
mostrou tendéncia a degeneragéo durante o curso de uma fermentagéo. No entanto,
a desvantagem desta técnica consistiu no curto prazo de preservagao, sendo que um
novo lote de concentrados deveria ser preparado a cada trés meses, a partir de uma
cultura liofilizada. Nos estudos de Baiocco (1997), como método de preservagao, o
emprego de culturas liofilizadas foi o mais adequado em relagdo ao binémio
qualidade-custo, uma vez que a bactéria apresentou alta taxa de sobrevivéncia
quando armazenada por um periodo de 12 meses.

Teixeira (1995) estudou a sobrevivéncia de L. delbrueckii subsp bulgaricus

inoculado em suspenséo de leite em p6 desnatado reconstituido (11% de solidos) e
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maltodextrina (40%) através da secagem por atomizagéo. O efeito da temperatura do

ar de entrada e da temperatura do ar de saida do spray drier na sobrevivéncia de
culturas starter de iogurte também foi estudada por Bielecka e Majkowska (2000).
Gibson e Khoury (1986) propuseram um método de preservagdo através de
ultracongelamento de X. campestris. Deste modo, uma densa suspenséo da cultura
bacteriana fol inoculada em frascos contendo 1 mL do meio composto por 3% de
triptona; 0,5% de glicose; 2,0% de leite desnatado reconstituido e 4,0% de glicerol
sendo imediatamente armazenadas a —80°C. As linhagens preservadas por este
método mantiveram sua viabilidade por um periodo de 28 meses. O método de
ultracongelamento foi mais adequado que o subcultivo em intervalos de tempo,
fornecendo um acesso mais facil e rapido a cultura e reduzindo o tempo e o custo de
producdo e o de reativagédo das células. Entretanto, em termos econdmicos, consiste
em uma técnica cara, necessitando de equipamentos de refrigeracdo mais
sofisticados.

Contrariando todos os demais trabalhos publicados sobre a manutengao de
culturas de X. campestris e sua conhecida instabilidade genética, Galindo et al.
(1994) descreveram a manutengdo das caracteristicas destas culturas quando
preservadas em meio YM agar inclinado, por um periodo de 11 meses, com repiques
mensais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia das células de
Xanthomonas campestris pv manihotis cepa 280 apos secagem por atomizagao

durante o periodo de armazenagem, em temperaturas diferentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preservagao e manutencgéo do microrganismo

Nesse experimento foi utilizada a cepa n® 280 de Xanthomonas campestris pv
manihotis liofilizada e armazenada a baixa temperatura. Quando necessario, as
culturas foram reativadas e transferidas para tubos de ensaio contendo meio agar
YM inclinado. A cultura pura foi mantida no agar YM em tubo inclinado, sob

refrigeracéo e repicada periodicamente durante o experimento.
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2.2. Preparo do concentrado celular

Uma algada padrao (alga de platina com 3,0mm de diametro) da cultura bacteriana,
crescida em agar YM inclinado, foi inoculada em caldo YM e incubado a 30°C por 40
horas a 200 rpm. Apds o crescimento, a cultura foi centrifugada a 16.000g por 30
minutos em centrifuga refrigerada marca Shimadzu, modelo CR21 a temperatura de
5°C. O sobrenadante foi descartado e o concentrado celular foi resuspendido com
agua esterilizada por trés vezes, para lavagem das células. Apos nova centrifugacao
e descarte do sobrenadante, obteve-se o concentrado celular padronizado para o

spray drier.

2.3. Determinacao da curva de crescimento

Para determinacdo da curva de crescimento da bactéria X. campestris pv manihotis
linhagem n2 280, foram utilizados erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio
YM padrao inoculados com 1% do concentrado inicial reidratado com agua destilada.
Em seguida, a cada intervalo de tempo foram coletadas amostras para avaliagao dos
seguintes parametros de crescimento: pH final, crescimento celular, teor de agtcares

redutores totais e quantidade de goma xantana.

2.4. Determinagéao do pH final no meio de crescimento

Depois de retirada cada amostra, foi feita a leitura do pH em potenciémetro marca
DIGIMED, modelo DMPH-2.

2.5. Determinagao do crescimento celular

Para essa determinacdo a amostra foi centrifugada a 16000 x g por 30 minutos a
5°C. A cada intervalo de tempo a massa celular obtida na centrifugacao foi lavada

com agua destilada estéril, outra vez centrifugada e levada a estufa a 55°C, ap6s
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esse procedimento a amostra foi deixada em dessecador para resfriar, sendo pesada

até peso constante.

2.6. Determinagao do teor de agucares totais

Para determinacdo do teor de agucares totais foi empregada a técnica do DNS
(Miller, 1959). O valor de absorbancia obtido de cada amostra foi convertido em
acucares redutores totais utilizando uma curva padrdo de agucares redutores em
fungdo dos valores de absorbancia, previamente estabelecida. A leitura da
absorbancia foi realizada a 540 nm em espectrofotdmetro Beckman DU 70. O branco

foi feito substituindo a amostra hidrolisada por 1,0 ml de agua destilada.

2.7. Determinagao da goma xantana

As amostras apos 48 horas de fermentagao foram centrifugadas para separagao das
células do caldo e a goma foi precipitada do sobrenadante com etanol na proporgao
de 1 parte de sobrenadante e 3 partes de etanol. A goma precipitada foi filtrada e
seca em estufa a 55°C, até peso constante. O rendimento de goma xantana foi

calculado segundo Jeanes et al. (1976).
2.8. Condigdes de operagao do spray drier no processo de secagem por atomizagao

Suspensdo de leite desnatado reconstituido 10% (Skim Mik — marca DIFCO),
maltodextrina (Corn Products Brasil) e de goma arabica (Spray Gum IRX 28830,
Colloids Naturels Brasil Comercial LTDA) em agua destilada estéril foram inoculadas
com o concentrado celular de culturas de Xanthomonas campestris pv manihotis
linhagem n® 280. A suspens&o foi incubada a 30°C por 30 minutos para melhor
adaptagdo da cultura, sob agitagao, e entdo atomizadas em spray drier modelo SD
04 (Lab-Plant, Huddersfield, UK), presséo do ar 5,0 kg/cm?, fluxo da bomba

peristaltica 5,0 mL/min e didametro do bico asperssor igual a 0,5 mm. A temperatura
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de entrada do ar foi de 135, 150 e 200°C, e a temperatura de saida foi de (75, 85 e

90°C). Cada amostra foi reidratada ao volume original com agua destilada estéril a

temperatura ambiente. As células foram agitadas por 10 minutos em “Shaker — New
Brunswick Scientific Co, modelo G25”. A Figura 1 mostra o sistema de secagem por
atomizacdo utilizado na produgdo do concentrado celular de X. campestris pv

manihotis cepa 280.

Figura 1 - Sistema de secagem por atomizacdo para a produgao do concentrado
celular de X. campestris pv manihotis cepa 280.

2.9. Contagem de microrganismos e calculo da taxa de sobrevivéncia celular

Foram realizadas contagens de microrganismos presentes nas suspensoes celulares

antes do processo de atomizacao e em todas as ocasides em que os concentrados

foram reidratados para a realizagdo de um ensaio.
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Para contagem dos microrganismos as amostras foram submetidas a diluigoes

decimais em série, transferindo-se 1,0 mL da amostra reidratada para tubos de
ensaio contendo 9 mL de agua destilada estéril, sucessivamente, até as diluicoes
desejadas (Baiocco, 1997). As amostras foram plaqueadas em superficie de agar
YM. Todos os testes de contagem foram feitos em triplicata. Os resultados foram
expressos em Log Unidades Formadoras de Colénias por mL (Log UFC/mL).

A sobrevivéncia foi calculada com relagéo a concentragao inicial de células presentes
no concentrado e os resultados foram expressos em porcentagem de acordo com
Choate e Alexander (1967).

Os resultados foram analisados por comparagdo de médias com base no teste de
Tukey com ajuda do software ASSISTAT (Assisténcia Estatistica — Prof. Francisco de
Assis Santos Silva — UFPB).

2.10. Influéncia do tempo e da temperatura de armazenagem

As culturas concentradas produzidas em diferentes temperaturas de secagem foram
divididas em dois lotes. Um lote foi armazenado a temperatura ambiente (27°C) e
outro lote foi armazenado sob refrigeragéo a temperatura de 5°C, durante um periodo
de 12 meses.

Para determinar a influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento na
viabilidade celular, foi feita a contagem de microrganismos nas amostras dos dois

lotes de acordo com os procedimentos adotados anteriormente.

2.11 Morfologia das microcapsulas
A morfologia das microcapsulas foi avaliada através de microscopia eletronica

de varredura constando de duas etapas: preparagdo da amostra e observagao em

microscopio eletrénico.
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As amostras foram fixadas em cilindros metalicos, de 1,0cm de didametro, com
fita metalica adesiva de dupla face. Este material foi transferido para um evaporador
Balzer mod. SCD50 para ser recoberto com uma camada de ouro. Foi aplicada uma
corrente de 40mA por 75s formando um filme de ouro com espessura de
aproximadamente 19 nm, conforme Kim e Morr (1996). Os cilindros com as amostras
foram armazenados a vacuo em um dessecador para posterior analise em um

microscopio eletronico de varredura JEOL mod. JSM-T300.

2.12 Distribuicdo de tamanho médio das particulas

Para esta determinagdo utilizou-se um equipamento Lumosed Photo-
Sedimentometer ANTON PAAR modelo A-8054. Através de trés sensores que
medem a transmitancia de feixes de laser que atravessam a cubeta, determinou-se o
perfil de sedimentagdo em relagéo ao tempo e assim se pode calcular a distribuigao
de tamanho de particula. A quantidade de amostra foi de 34,0 mg e o tempo de
analise de cada amostra foi de 10 minutos. O peso das amostras e o tempo de
analise foram determinados em testes preliminares. Para os calculos foram utilizados

como dados:
Densidade do solvente (isopropanol) = 790 kg/m’
Viscosidade do solvente = 0,00286 Pa.séc

Densidade da amostra encapsulada = 500 kg/m® (determinada pela razao da massa

conhecida pelo volume deslocado).

A analise foi realizada em triplicata.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia da composicdo do material de parede na sobrevivéncia celular de X.

campestris pv manihotis cepa 280 apés atomizagao

A influéncia da utilizacdo de maltodextrina, goma arabica e uma mistura
contendo maltodextrina e goma arabica na produgéo do concentrado celular de X.
campestris pv manihotis cepa 280 por meio de secagem por atomizagéo foi
estudada.

As bactérias Gram negativas, de modo geral, apresentam uma alteragao na
resisténcia térmica quando as culturas passam de uma fase de crescimento para
outra. Segundo Beuchat (1978) as células que estdo na fase exponencial de
crescimento sdo geralmente mais sensiveis as injurias e a inativagdo quando
expostas a temperaturas reduzidas do que as células que estéo na fase estacionaria.
A recuperagao das células foi realizada na fase estacionaria de crescimento (com 40
horas de incubagdo) para producdo dos concentrados para o spray drier. Apos
atomizagao as amostras foram reidratadas ao volume original com agua destilada
estéril e foram realizadas as diluicbes necessarias para determinagao da viabilidade
celular.

Os concentrados celulares em suspensado contendo maltodextrina (40%) e
goma arabica (10%) apds atomizagédo obtiveram 98,42% de sobrevivéncia celular,
enquanto que os concentrados celulares com suspensdo de maltodextrina (40%) e
de goma arabica (40%) obtiveram 9583% e 9540% de ceélulas viaveis,
respectivamente. Diferenga significativa (p<0,05) foi encontrada (Tabela 1). Por
questao econdmica e por apresentar maior taxa de sobrevivéncia celular, a utilizagao
da mistura de maltodextrina (30%) e goma arabica (10%) pode ser recomendada
para preservacdo dos concentrados celulares de X. campestris pv manihotis cepa
280.
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Tabela 1 - Sobrevivéncia de X. campestris pv manihotis cepa 280 apo6s atomizacao

em diferentes composigoes do material de parede.

Material de parede Log UFC/mL? (%) Sobrevivéncia
'MD (40%) 851c¢c 95,83
’GA (40%) 8,47 b 95,40
MD (30%) + GA (10%) 8,74 a 98,42

2.b. °Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si (p<0,05)

'MD = Maltodextrina

> GA = Goma arabica

SUFC = Unidades Formadoras de Colénias

Concentracao inicial de células foi de 7,6 x 10® UFC/mL

Condicdes de secagem (temperatura do ar de entrada no spray drier 135°C e
temperatura do ar de saida 75°C)

Segundo Cassidy et al. (1996) a encapsulagdo em spray drier reduz o ndmero
de células viaveis em cerca de 1% em relagdo ao numero inicial, contudo o
percentual de sobrevivéncia celular, varia com a cepa, a composi¢ao do material
parede, do método e das condi¢des de secagem.

Quando inoculado em meio de produgdo de goma o concentrado atomizado
produziu 0,44g/L de massa celular seca e 13,86g/L, enquanto que a cultura original
produziu 12,28g/L de goma xantana. O resultado indica que as condigdes utilizadas
durante o processo de atomizagdo aumentou a produgdo de goma em cerca de
11,40%.

3.2 Morfologia e distribuicdo do tamanho das microcapsulas
O concentrado celular em suspensao de maltodextrina 40% apoés atomizagao

formou microcapsula com parede lisa e de forma esférica, com tamanho médio de

21,0um com variagéo de 5,3 a 44,5um. As microcapsulas formadas com a utilizagao
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da suspensdao de goma arabica 40% apresentaram concavidades na superficie,

possivelmente devido as condigbes do processo de secagem, a parede lisa sem
aparente porosidade, o tamanho médio da particula foi 20,9um com variagéo de 5,3
a 42,7um. Os concentrados celulares com a composi¢cao de (maltodextrina 30% e
goma arabica 10%) apresentaram microcapsulas com tamanho médio de 21,0um
com variacao de 5,3 a 44,5um, aparentemente forma esférica. As fotomicrografias e
os graficos de distribuicido de tamanho de particula dos concentrados celulares
atomizados podem ser visualizadas no ANEXO. Segundo Salib (1997) as
microcapsulas podem apresentar diferencas no formato e no tamanho, dependendo
do material de parede e do processo utilizado para prepara-las. Neste experimento
independente do tamanho e do formato do material de parede utilizado, a viabilidade
e a capacidade de produgdo de goma xantana da cultura de X. campestris pv
manihotis cepa 280 foi preservada. Contudo os concentrados celulares com a
composicdo de (maltodextrina 30% e goma arabica 10%) apresentaram maior taxa

de sobrevivéncia.

3.3 Influéncia do tempo e da temperatura de armazenagem

A sobrevivéncia dos concentrados de X. campestris pv manihotis cepa 280 foi
avaliada quanto ao tempo e temperatura de armazenamento e pode ser visualizada
na Figura 2 e na Figura 3. Uma suspensao contendo maltodextrina e goma arabica
foi utilizada na producdo dos concentrados. Neste estudo as células foram cultivadas
em caldo YM, centrifugadas, resuspensas em leite desnatado reconstituido 10%,
submetidas ao processo de secagem por atomizagdo nas condigcées de temperatura
do ar de entrada de 135°C, 150°C e 200°C, e com temperatura do ar de saida de

75°C.
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Figura 2 - Influéncia do tempo de estocagem na sobrevivéncia de X. campestris pv

manihotis cepa 280 ap6s atomizagao e armazenadas a 5°C.
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Figura 3 - Influéncia do tempo na sobrevivéncia de X. campestris pv manihotis cepa

280 apos atomizagéo e armazenadas a temperatura ambiente.

Na avaliacdo do tempo de armazenagem em diferentes temperaturas

verificamos que nos primeiros 180 dias os concentrados celulares produzidos nas
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temperaturas do ar de saida de 135, 150 e 200°C apresentaram 98,00; 96,73 e

90,32% de sobrevivéncia respectivamente, quando armazenados a 5°C e 92,68;
84,68 e 84,00% quando armazenados a 25°C. Em termos de sobrevivéncia celular,
os concentrados produzidos na temperatura de entrada do ar do spray drier de 200°C
apresentaram menor taxa de sobrevivéncia, sendo 61,49% no final de 365 dias de
armazenagem a 25°C (Figura 3). Espina e Packard (1979) relataram 98,3% de
reducdo nas células viaveis de L. acidophilus apés 30 dias de estocagem sob
nitrogénio a 4°C em preparagées contendo 40 e 25% de solidos respectivamente.
Segundo Josic (1982), o poder fermentativo de leveduras secas produzidas
com leveduras frescas de boa qualidade e secagem cuidadosa pode ser afetado,
como conseqiéncia da estocagem inadequada. Portanto, recomenda-se a
manutencdo das leveduras secas a temperaturas abaixo de 20°C em embalagens
pobre em oxigénio, sob vacuo ou sob nitrogénio. De acordo com Nei et al. (1966) a
sobrevivéncia das células diminui quando a desidratagdo aumenta. O mesmo autor
sugeriu que a remog¢ao da agua livre nao danifica as células, mas quando o contetdo
de umidade se aproxima de zero, a viabilidade dos organismos diminuem como

conseqiiéncia da eliminagao da fragdo nao congelavel da agua celular.

3.4 Influéncia da temperatura do ar de entrada no spray drier na capacidade de

producado de goma xantana

A influéncia da temperatura do ar de entrada no spray drier na capacidade de
producao de goma foi determinada. A capacidade de producao de goma xantana foi
mantida o que indica que os possiveis danos sofridos durante a secagem podem ter
sido reparados e a capacidade de produgdo de goma xantana foi preservada. Nao
ocorreu diferenga significativa (p<0,05) a 135 e 150°C, e também a 150 e 200°C

como pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Influéncia da Temperatura do ar de entrada no spray drier na capacidade

de producdo de goma xantana pelas concentrados celulares atomizados de

Xanthomonas campestris pv manihotis cepa 280.

Temperatura de entrada do ar no spray drier

135°C 150°C 200°C
MCS (g/L) 0,44 0,46 0,58
Goma (g/L) 13,86 a 13,81 ab 13,78 b
ART (g/L) 1,21 1,68 1:97
Rendimento  de 69,45 69,05 68,90

goma (%)

a.b médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente (p<0,05)
MCS — Massa Celular Seca
ART — Acucares Redutores Totais

3.5 Crescimento da bactéria X. campestris pv manihotis cepa 280 antes e apés

atomizacao

Para avaliagdo dos parametros de crescimento da bactéria X. campestris pv
manihotis cepa 280 apds secagem por atomizagdo foi utilizado o concentrado
produzido nas seguintes condigdes: células cultivadas em caldo YM, resuspensas
em leite desnatado reconstituido 10%, inoculadas em suspensado contendo
maltodextrina e goma arabica, atomizadas e reidratadas com agua destilada.

O crescimento da bactéria teve a sua fase lag prolongada quando comparada
a cultura original (Figura 4), resultado este esperado, desde que outros
microrganismos submetidos a processos de secagem mostraram fase lag muito
extensa quando inoculadas direto no meio cultura. Os estudos de Foster (1962)
mostraram que as curvas de crescimento das culturas laticas secas reidratadas sao

quase idénticas as das culturas livres, porém ocorre diferenca acentuada na
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extensdo da fase lag, entretanto quando reativadas produziram acido com 0 mesmo

rendimento.
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Figura 4 - Curva de crescimento da bactéria X. campestris pv manihotis cepa 280

ap6s secagem por atomizagao.

Ainda na Figura 4 podemos verificar que ap6s 24 horas de cultivo houve a produgao
de 1,57g/L de células e 1,89 g/L de goma xantana, enquanto que apoés 60 horas de
cultivo houve a produgao de 0,81g/L de células e 3,97g/L da goma. Na Figura 5
verificamos que a cultura original apés 24 horas produziu 1,307g/L de goma xantana
e 1,19g/L de células, enquanto que ap6s 60 horas de cultivo houve a recuperagao de
1,04g/L de células e 3,13g/L de goma xantana. Baiocco (1997) relatou que a

diferenca entre as curvas de crescimento da bactéria X. campestris pv manihotis
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cepa 280 liofilizada e da cultura original foi 0 aumento de 37% na produgao de goma

xantana. Este fato pode ser resultado da agao do processo empregado, selecionando

as células com alta atividade metabdlica e com alto poder de produgao de goma

xantana. Na Figura 5 encontra-se a curva de crescimento da cultura original antes da

secagem.
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Figura 5 — Curva de crescimento celular da bactéria X. campestris pv manihotis cepa

280 antes da secagem por atomizagao.

Segundo Lievense e Riet (1994) a extensao e severidade da injuria subletal,

os mecanismos dos danos e os mecanismos de recuperagao variam com 0s

processos térmicos, as espécies e cepas microbianas, as condigdes fisiologicas do

microrganismo e os procedimentos de recuperacao celular.
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A cepa 280 de Xanthomonas campestris pv manihotis quando cultivada em

agar YM, apresenta col6énias sem pigmentagcao, com aspecto mucoide e brilhante,
superficie lisa e formas convexas, circulares, sem reentrancias (Figura 6). Durante o
periodo de desenvolvimento deste trabalho, nado foi detectado o aparecimento de

linhagens mutantes, nem variagao das caracteristicas das colonias formadas.

Figura 6 — Colénias de X. campestris pv manihotis cepa 280 plaqueadas em agar
YM, incubadas a 30°C por 48 horas. Obtidas do concentrado celular apés

atomizacao.
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4. CONCLUSOES

A utilizagdo do processo de secagem por atomizagdo como metodo de preservagao
de células de X. campestris pv manihotis cepa 280 apresenta vantagem em termos
de sobrevivéncia, producdo de goma e biomassa porque os concentrados apods
atomizacdo permaneceram estaveis nao havendo ocorréncia de alteragoes

morfologicas das colénias da bactéria nem de contaminantes.

A utilizagao de uma matriz contendo maltodextrina e goma arabica resultou na maior
taxa de sobrevivéncia de células viadveis e manutengdo da capacidade de produgéo
de goma xantana pela bactéria.

A fim de se obter um maior nimero de células viaveis de X. campestris pv manihotis
cepa 280 apos atomizagdo, recomenda-se a utilizagdo das células na fase
estacionaria de crescimento e o uso de substancias formadoras de filmes além de

uma reidratacao por 10 minutos.

A estocagem a temperatura de 5°C assegurou maior taxa de sobrevivéncia das
células apos secagem por atomizagado quando armazenadas por um periodo de 12
meses. Nao foram observados o aparecimento de sublinhagens nem variagao das

caracteristicas das col6nias formadas.

Nas condigoes trabalhadas e considerando que a bactéria utilizada durante o
processo de secagem por atomizagdo ja havia sido liofilizada por duas vezes,
verifica-se que o processo empregado neste experimento foi satisfatorio, a
viabilidade e a capacidade de produgdo de goma xantana pela bactéria foram

preservadas.
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ANEXOS

oncentrados celulares de X. campestris pv manihotis

Figura 1 - Fotomicrografia dos ¢
ltodextrina (B) goma arabica

cepa 280 em diferentes encapsulantes (A) ma

(C) maltodextrina e goma arabica.
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