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RESUMO

Um material polimérico insoluvel em &gua, conhecido no meio industrial
como “canjica”, foi coletado em nove usinas de actcar e alcool durante as safras
de 1993 e 1994. Analises quimicas mostraram que o material era similar em
termos de umidade, com variagdo no conteudo de cinzas. Analise elementar
determinou tratar-se predominantemente de carboidratos. Tracos de nitrogénio
e enxofre presentes foram atribuidos a presenca de material protéico
provenientes dos organismos contaminantes. Cromatografia descendente em
papel e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas mostraram
que o polimero era formado por unidades repetidas de glicose unidas
predominantemente por ligacdes do tipo 1,6. Andlise dos material por
espectrofotometria de infravermelho evidenciou tratar-se de dextrana,
enquanto analises por fluorescéncia de raios X determinaram a presenca de fons
metdlicos associados ao polimero (Ca, Al, Fe, K, Cl, Mn, e tragos de Si e Ti) que
variaram entre as amostras. Difragdo de raios X mostrou bandas na “canjica”
que nao estdo presentes em dextrana pura. Em microscopia Optica foi
evidenciada a presenga de bacilos e leveduras associados ao polimero. A partir
de caldo de cana-de-agtcar recém colhida e moida foram isoladas linhagens de
bactérias, classificadas como pertencentes ao género Lactobacillus e que
produziam gomas a partir de sacarose. Foram selecionadas linhagens que
produziam alta quantidade de gomas e produziam aumento de viscosidade
aparente na solugdo. As gomas apresentavam predominancia de massa
molecular maior que 2.000.000 Da, precipitavam somente em concentragGes
alcodlicas maiores que 20% e eram formadas por monomeros de glicose. Dentre
os fatores possivelmente relacionados a formacio de “canjica” a partir de
dextrana, estudou-se a influéncia de fatores climaticos, mostrando que houve
diferenca entre temperatura média maxima entre os anos de estudo. A presenga
de cdtions isolados ou misturados, nas solucées gomosas, em conjunto com
choque térmico ndo foram suficientes para promover a formagao da “canjica”.
A modificagdo do pH da solugdo com adicdo de oxido de calcio até 12,0 e com
4cido fosférico até 4,0, juntamente com tratamento térmico brando e extremo

também nao foram suficientes para modificacio visual das gomas.



SUMMARY

A polymeric material insoluble in water, so called “canjica” because of
its physical characteristics are similar to those of a typical food made from
corn, was collected in nine Brazilian sugar and alcohol plants. It was found
that all the samples were very similar to each other regarding to moisture and
variable in ash content. It was determined by CHNS analysis that they were
carbohydrates. There were also traces of nitrogen and sulphur compounds
wich were attributed to proteinaceus material from sugar cane juice
contaminants. Paper chromatography and gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) analyses showed that the polymers were formed by
repeated glucose moiety bound by 1,6 linkages. Sample analyses by infrared
spectroscopy showed to be dextran, while X-ray fluorescence determined that
there were metallic ions (Ca, Al, Fe, K, Cl, Mn, P and traces of Si and Ti)
associated to the polymer. Their contents varied from sample to sample. X-ray
diffraction analysis identified another kind of material incorporated to
“canjica”. Optical microscopy experimentation showed that bacilli and yeast
were associated with the polymeric material. From fresh sugar cane syrup,
strains of bacteria were isolated and classified as belonging to the gen.
Lactobacillus, and they were able to produce gum from sucrose. Strains were
selected according to the amount of gum produced and its viscosity in
solution. All of the gums showed molecular mass higher than 2,000,000 Da,
precipitated with alcohol concentrations higher than 20% and composed
solely by glucose moieties. Among possible factors related to “canjica”
production from dextran, the weather conditions were investigated and a
difference was shown between maximal mean temperatures from 1992 to
1997. The cation added (alone or in combined form) to gum solution plus
thermal shock were not enough to cause “canjica” formation. The pH changes
with calcium oxide to 12.0 or with phosphoric acid to 4.0, plus mild and
severe thermal treatments also were also unable to cause a detectable

modification of the gum.



1. INTRODUCAO

O processo de fermentacdo na usina de agucar e éalcool,
apresenta duas etapas basicas, que se resumem na conservag¢do de
leveduras com uma atiVidade fermentativa elevada e na
manutenc¢do da concentragdo de contaminantes, em niveis em que
sua influéncia seja desprezivel. A seletividade do meio ¢ das
condi¢bes de fermentacio, normalmente, impedem que a grande
maioria dos contaminantes naturais da usina, encontrada na cana,
no caldo de cana e nos equipamentos, encontre condigdes

favoraveis ao seu desenvolvimento.

Dentre o0s microrganismos, que se destacam como
contaminantes do caldo de cana, estio as bactérias lacticas com
predominéncia do género Lactobacillus (SILVA & CANHOS, 1990).
Os lactobacilos sdo os principais responséaveis pelo mecanismo de
acidificagéo e de floculagdo, e participam também, na producdo de
gomas. A floculagdo da levedura produtora de alcool, devido a
presenca de bactérias contaminantes, ¢ um dos problemas mais
sérios na fermentacdo industrial, especialmente devido a reducgao
da produtividade e ao aumento da dificuldade na separacdo da
levedura pela centrifugagdo (YOKOYA, 1989; YOKOYA & OLIVA-
NETO, 1991).

As bactérias do género Leuconostoc, ha tempos sédo
conhecidas como produtoras de gomas ou substancias gomosas,
em caldo de cana, beterraba e outros fluidos que contém sacarose
(EVANS & HIBBERT, 1946). Segundo De VOS (1996), varios
polissacarideos sdo produzidos, extracelularmente, a partir da
sacarose, entre eles a dextrana. Esta é um polissacarideo

produzido por bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus,



Leuconostoc e Streptococcus (SIDEBOTHAM, 1974) e que crescem

quase, exclusivamente, em meio contendo sacarose.

Embora associada a cana-de-actucar, a dextrana nio estd
presente em cana saudavel, sendo produzida em cana deteriorada
ou durante a manufatura do actcar, em condi¢gbes ndo
apropriadas do ponto de vista higiénico. A dextrana ¢ um
polissacarideo formado por glicose, no qual a cadeia principal ¢
unida por ligacdo 1,6, contendo ligagdes 1,4 e 1,3 nos pontos de
ramificagdo da cadeia principal (MURPHY & WHISTLER, 1973)
(FIGURA 1).

(a) (b)

HOCH, 0

HOCH,

FIGURA 1. (a) Esquema de estrutura de dextrana tipica, mostrando
cadeia principal de glicoses unidas por ligagdes 1,6, com ligagoes 1,4 e
1,3 nos pontos de ramifica¢do e (b) monémero de glicose (KITCHEN,
1988).



A presenca de polissacarideos na cana-de-agtcar, e,
consequentemente, no caldo de cana, aumenta a viscosidade do
caldo, dificultando os processos industriais de clarificacdo,
evaporagao, cozimento e cristalizacdo, além de causar
entupimento nas tubulagdes, nas centrifugas, nas peneiras e nos
trocadores de calor (EGAN, 1966; TILBURY, 1975). O teor de
oligossacarideos e polissacarideos, no caldo, ¢ utilizado como um
indicador do grau de deterioracio da cana-de-agucar (RAVELO et
al., 1991c).

Um problema que tem ocorrido, esporadicamente, nas usinas
de agticar e alcool, ¢ a formacdo de um material polimérico que se
acumula nos trocadores de calor da linha de processo. O material
¢ corriqueiramente denominado de “canjica”, devido a
similaridade em formato, tamanho e consisténcia com a canjica,

um produto alimenticio derivado do milho.

O objetivo deste trabalho foi o de caracterizar quimicamente
as “canjicas” coletadas em diferentes usinas da regido de
Piracicaba/SP, durante as safras de 1993 e 1994, anos em que a
formagdo delas foi mais frequente. A partir de bactérias
produtoras de gomas isoladas da cana-de-agucar, estudaram-se os
fatores que poderiam influenciar a precipitagdo dessas gomas, na
forma de “canjica”, e tentou-se relacionar as gomas produzidas

com o mecanismo da floculagdo de leveduras.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Brasil, quatro milhdes de hectares sdo cultivados com
cana-de-agucar, sendo que aproximadamente 70% da cana
produzida ¢ utilizada para a produgdo de alcool (OLIVEIRA et al.,
1995).

A cana-de-aglcar que ndo é processada imediatamente apos
a colheita, sofre degradagdo por diversos mecanismos e 6
classificada como cana deteriorada. Os compostos detectados, em
cana deteriorada e em cana fresca, foram comparados a fim de
monitorar as condigdes de colheita da cana (BRUIJIN, 1966). Foi
constatado que a presenca de dcidos volateis, 4lcool, acidos
organicos ndo volateis, aminoacidos e o teor de polissacarideos
sdo indicadores de deterioragdo. Foi notado ainda, que durante o
processo de deterioracdo, a quantidade de amido decresce
enquanto que a de outros polissacarideos aumenta. O teor de
polissacarideos soluveis foi considerado como o melhor indicador

de deterioragdo da cana.

2.1. POLISSACARIDEOS NA CANA-DE-ACUCAR

Diversos tipos de polissacarideos sdo encontrados na cana-
de-agticar. Os polissacarideos sdo todos de cadeia longa, formados
por unidades de carboidratos, sendo que as ligagdes entre as

unidades, podem variar de lineares a ramificadas.



A presenga de polissacarideos, também denominados gomas,
causa problemas nas operagdes da industria da cana-de-acucar,
por aumentar a viscosidade do caldo e poder causar entupimentos
nas tubulagdes, nas centrifugas, nas peneiras e nos trocadores de
calor (EGAN, 1966; TILBURY, 1975). O alto teor de
oligossacarideos e polissacarideos no caldo consiste é forte
indicagdo da deterioracao da cana-de- agucar (RAVELO et al,,

1991c).

Quando se discute a respeito de polissacarideos na indastria
de cana-de-agtcar, deve-se levar em consideragdo a existéncia de
polissacarideos endégenos, ou seja, aqueles que estdo presentes
no préprio vegetal, como por exemplo, o amido e a celulose,
ambos insoliveis em agua (KITCHEN, 1938). Durante a moagem
da cana, os granulos de amido sdo, normalmente, separados do
tecido da planta e carreados junto com o caldo. No caso da
producdo de agucar, o efeito do calor e da calagem gelatiniza o
granulo, e o amido solubilizado passa para o caldo clarificado.
Como consequéncia, o amido e outros polissacarideos de alta
massa molecular tendem a ser incorporados aos cristais de agucar
Cru, que sdao posteriormente transferidos para a refinaria

(ALEXANDER & MATIC, 1974).

Outros polissacarideos podem ser considerados como
exégenos, e assume-se, que sdo produzidos por bactérias sob as
mais variadas condi¢des de crescimento (SUTHERLAND, 1985;
GANCEL & NOVEL, 1994).

Em 1964, ROBERTS et al. isolaram um polissacarideo do
caldo de cana fresco, em condigdes que preveniam a inclusdo de

amido ou forma¢do de dextrana. Este polissacarideo era



constituido. de arabinose, galactose, glicose, manose, xilose e
pequena quantidade de ramnose, sendo este heteropolissacarideo
denominado polissacarideo nativo da cana-de-agtcar. Sua
presenca mostrou ser dependente da idade e da variedade da

cana.

A partir de melago de cana com alta viscosidade, também foi
possivel isolar um polissacarideo contendo os mondmeros:
glicose, galactose e arabinose na proporgdo de 3:1:1, com tracos de
manose e xilose (CREMATA & OROZCO, 1980). A cadeia principal
era constituida por unidades de glicose, unidas por ligagdes 1,3,
com a presenga de cadeias de galactose em pontos de ramificagao,
unidas por ligagdes 1,6 a cadeia principal. A arabinose terminal

era unida a galactose por ligacdo 1,6.

Outro polissacarideo, isolado a partir de caldo de cana
fresco, foi denominado como glicana de Robert (Robert’s glucan),
¢ era constituido por 98% de glicose e tracos de arabinose,
galactose e manose. Esse polimero apresenta estrutura altamente
ramificada, similar a4 da amilopectina e do glicogénio, mas com

massa molecular inferior (ROBERTS et al., 1985).

BRUIJIN (1970) isolou a partir da cana-de-agucar, um
polissacarideo que apresentou similaridades estruturais com a
pululana, uma glicana produzida pelo fungo Aureobasidium
pulullans. As amostras, deste polissacarideo e da pululana, foram
hidrolisadas pela acdo da pululanase e de enzimas especificas
para ligagbes 1,6. Da hidroélise da pululana, resultou somente a
maltotriose, enquanto que do polissacarideo da cana produziu-se
49% de maltotriose, 38% de maltotetrose e 13% de outros
polimeros de glicose unidos por ligagbes 1,4. Foi demonstrado que

a pululana se diferenciava daquele polissacarideo da cana, e



tratava-se de uma nova glicana quec foi denominada sarcarana. A
sarcarana foi posteriormente estudada para a caracterizagdo
estrutural do polissacarideo isolado, tanto de cana colhida e
armazenada quanto de melago, demonstrando ser uma glicana
com 25% de ligagdes 1,6 e 75% de ligagbes 1,4 (BLAKE &
LITTLEMORE, 1984a; BLAKE & LITTLEMORE, 1984b; BLAKE &
CLARKE, 1984a; BLAKE & CLARKE, 1984b). Outros autores
também encontraram, em cana deteriorada, um polissacarideo
com consideravel proporgdo de ligacdes 1,4 e 1,3 (HIDE et al.,
1976).

O levano, outro polissacarideo isolado de cana, melago e
sacarose, ¢ produzido pelo Paenibacillus polymyxa através da
conversdo de 46% da frutose presente em polissacarideo (HAN &
WATSON, 1992). Foi demonstrado também, que o Bacillus
circulans produz levano através da agdo da enzima levansacarase,
em condigdes de pH entre 5,0 e 7,0, e a 40°C. Em presenga de
sacarose, a enzima ¢ extracelular e indutiva (PEREZ-OSEGUERA
et al., 1996).

COVACEVICH & RICHARDS (1977) isolaram
polissacarideos de cana-de-agticar nio processada, e mostraram
que a maioria do material era constituido por dextrana, e por uma
pequena quantidade de um outro polissacarideo, possivelmente,

hemicelulose.



2.1.2. DEXTRANA

A denominagdo dextrana foi primeiramente utilizada, em
1874 por SCHEIBLER (citado por ALSOP, 1983), o qual
determinou que um misterioso espessamento em caldos de cana e
de beterraba era causado por um carboidrato de fé6rmula empirica
(CéH100s), com rotagdo 6ptica positiva. Pasteur, em 1861, ja havia
mostrado que o aumento da viscosidade desses caldos, era
causado por acdo microbiana; em 1878, Van Tieghen atribuiu tal

acdo a bactéria Leuconostoc mesenteroides (citado por ALSOP, 1983),

O termo dextrana ¢ utilizado para designar uma grande
classe de polissacarideos bacterianos extracelulares, composto
quase exclusivamente por unidades monoméricas de q-D-
glicopiranose, unidas principalmente por ligagdes 1,6 (ALSOP,
1983). Tais estruturas variam em relacio a quantidade de
ramificagdo e tém sido obtidas, através de um ntmero elevado de
microrganismos. E comum referir-se a dextrana, quando nio
existe uma defini¢do clara da origem bacteriana ou quando as

propriedades quimicas do polissacarideo, ndo sdo conhecidas.

A dextrana é um polissacarideo que, embora associada com
a cana-de-agucar, nao estd presente em cana saudivel. B
produzida na cana deteriorada ou em condicoes higiénicas nio
apropriadas. Estruturalmente, é um polissacarideo formado por
glicose, no qual a cadeia principal ¢ unida por ligacdes 1,6,
contendo ligac¢des 1,4 e 1,3 nos pontos de ramificacdo da cadeia
(MURPHY & WHISTLER, 1973). A dextrana é definida como uma
glicana que tem pelo menos 50-60% de ligagdes do tipo 1,6

(CLARKE et al., 1980). Em geral, ¢ soldvel em agua, insolivel em



dlcool, altamente dextrorrotatéria, com rotacdo especifica de
+200° e apresenta alta massa molecular, variando de 100.000 a

10.000.000 Daltons (Da) (IMRIE & TILBURY, 1972).

A presenga de dextrana, durante o processamento de agucar,
aumenta a viscosidade do caldo, decresce a taxa de cristalizagdo
da sacarose, torna o processo de clarificacdo deficiente e provoca
a perda de sacarose no melacgo final, além de outras consequéncias

(KENERY et al., 1967; LEONARD & RICHARDS, 1969).

As principais bactérias produtoras de dextrana pertencem
aos geéneros Lactobacillus, Streptococcus e Leuconostoc (HEHRE,
1956; SIMON & MEUNIER, 1970; SIDEBOTHAM, 1974). Dentro do
género Leuconostoc, as principais espécies sdo a L. mesenteroides e
L. dextranicum (EVANS & HIBBERT, 1946). Todas as espécies,
entretanto, possuem a caracteristica comum de apresentar a
sacarose como unico carboidrato adequado para producido do
polissacarideo, embora a dextrana ja tenha sido sintetizada, a
partir de outros carboidratos, por outros microrganismos
(BARKER et al., 1958). YAMAMOTO et al. (1993) caracterizaram
um polissacarideo produzido por Acetobacter capsulatus, a partir
de amido solavel, e o identificaram como uma glicana, com

estrutura similar a dextrana produzida por L. mesenteroides.

A capacidade das bactérias do acido lactico de produzir
polissacarideos tem sido demonstrada (CERNING, 1990). Segundo
De VOS (1996), varios polissacarideos, entre eles a dextrana ou
glicana, sdo produzidos extracelularmente, a partir da sacarose,

através da secrecdo da enzima dextransacarase.
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Trabalhos com dextrana tem sido feitos especialmente com
linhagens de Leuconostoc mesenteroides, e em particular com a
linhagem B512F, a qual produz dextrana com 95% de ligagdes 1,6 e
5% de ligagdes 1,3. Comumente, tal linhagem ¢ utilizada para a
producdo comercial de dextrana nos Estados Unidos e na Europa

(JEANES, 1977).

SAPPORO-BREWERIES (1991) desenvolveu um método para
a producdo de dextrana, através de cultivo de uma linhagem de
Lactobacillus confusus. A dextrana produzida era soluvel em 4gua,
insoluvel em 4lcool e composta por unidades de glicose, unidas
por ligagdes do tipo 1,6. O polimero também era obtido através do
contato da sacarose com a enzima produzida pela mesma

linhagem.

A aplicagdo da dextrana tem sido observada em diferentes
situagGes: estabilizag¢do de agregados de solo (NOVAK et al., 1955)
e desfloculantes em produtos de papel e em alimentos (MORRIS,
1992; ROLLER & DEA, 1992; STEPHEN, 1995).

2.2. MICRORGANISMOS ASSOCIADOS A CANA-DE-
ACUCAR

Embora tecidos vivos de plantas ndo sejam considerados
uma reserva natural de lactobacilos, grande variedade deles estdo
frequentemente presentes nesse material. Entre eles, pode-se citar
L. plantarum, L. brevis, L. bavaricus, L. curvatus, L. hilgardii, L. casei
subsp. ramnosus, L. viridescens e L. fermentum (BOTAZZI, 1988).
Segundo VISSER et al. (1986), esses lactobacilos exercem agao

antagbnica em relagdo a microrganismos fitopatogénicos, em
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particular ~ Xanthomonas  campestris, Erwinia  carotovora e

Pseudomonas syringae, agindo como um controlador biolégico

Uma vez extraido do seu meio natural, que ¢ o caule, o caldo
torna-se vulnerdvel ao ataque de bactérias e leveduras,
constituindo um meio favoravel para o desenvolvimento de
microrganismos, devido a presenca de nutrientes orgédnicos e
inorgénicos, além de pH, temperatura e atividade de agua

favoraveis.

Segundo o BOLETIM TECNICO DA COPERSUCAR (1983), os
equipamentos de extracdo do caldo de cana sio fontes constantes
de contaminacdo microbiana, particularmente por bactérias do
acido lactico. Recomendou-se que a agua de lavagem da cana deva
ser mantida alcalina, para evitar o aumento significativo da

populagdao microbiana.

Muitos trabalhos tém sido conduzidos com o objetivo de
determinar, quais os microrganismos envelvidos na contaminagao
do caldo e de linhas de processo. Sio de PASTEUR, em 1873
(citado por SERRA et al., 1976), os primeiros relatos sobre
microrganismos contaminantes na fermentagio alcodlica. BEVAN
& BOND (1971) isolaram, a partir da cana-de-agucar, 300
diferentes espécies de bactérias, predominando Leuconostoc,
leveduras termofilicas e Bacillus megaterium. HAN & WATSON
(1971), isolaram esporos bacterianos a partir de bagago, enquanto
GANOU et al. (1987) isolaram Bacillus subtilis, B. megaterium e B,

sphaericus em cana-de-acucar.

Segundo SAINZ et al. (1984), 59% dos microrganismos,

isolados e identificados em wuma refinaria cubana, foram
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constituidos por bactérias. Na Tailandia, a analise de caldo de
cana mostrou predominéncia de Streptococcus spp., Lactobacillus
fermentum, L. cellobiosus e Leuconostoc mesenteroides, sendo que
essas bactérias levaram a uma queda de 0,2 a 0,6% no contetdo de
sacarose, além de produzirem dextrana (SAENG-ON &
DAENGSUBHA, 1984). AMORIM & OLIVEIRA (1982)
descreveram, como principais contaminantes da fermentagdo
alcodlica, os geéneros Acetobacter, Lactobacillus, Clostridium,

Bacillus, Enterobacter (Aerobacter), Streptococcus, e Leuconostoc.

LOPEZ et al. (1988), estudando a populagdo microbiana, em
caldo de cana-de-agucar deteriorada por geadas, encontraram uma
variedade de aerébios e anaerdbios, mesofilos, fungos, leveduras,
enterobactérias e bactérias do acido lactico. Constataram ainda,
que a geada acentua o numero de microrganismos presentes, com

a consequente queda na qualidade do caldo para fermentacao.

Os danos causados pela baixa temperatura, na colheita, sio
dependentes da severidade e da duracdo de exposi¢do ao frio,
sendo fortemente influenciados por outras condi¢des como
umidade, temperatura obtida depois da geada e pela infeccdo da
cana por bactérias (MORO du BOIL, 1997). A qualidade da cana e
a extensdo de um processo deteriorativo sdo avaliados pela acidez
do caldo e pela presenca de gomas e de 4lcool. Segundo o autor,
uma exposi¢do de meia hora a -4°C causa danos severos 2 cana,
sendo que o nivel e extensdo da deterioragdo, dependem muito
das condigbes poés-frio. Em temperaturas entre 10°C e 13°C, &
observada a formagdo de gomas; e entre 21°C e 24°C, a formacio

de alcool.
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Os microrganismos produtores de gomas sdo, geralmente,
encontrados na maioria dos solos, no ar e também na cana-de-
acucar (COOL et al, 1978). Segundo YATES (1996), o indice
pluviométrico também afeta a qualidade da cana, principalmente,
por alterar a umidade do solo. A contaminagdo da cana-de-agticar
¢ possivel, desde que haja um dano fisico no colmo ocasionado
por temporal, por queimada (FOSTER et al., 1980; IRVINE, 1981),
por insetos e geadas (SINGH & SINGH, 1975; LEGENDRE et al.,
1984). Atrasos entre o periodo da queimada e da colheita, ou entre
a colheita e o processamento, podem criar condi¢des favoraveis
para o desenvolvimento de microrganismos (KENERY et al., 1967).
Um estudo sobre a populagdo microbiana, em caldo de cana
danificada por geada, mostrou um aumento marcante no ndmero
de microrganismos, e consequentemente, na qualidade do caldo
utilizado, posteriormente, para a fermentagio alcodlica. Verificou-
se também, um aumento significativo na proporgdo de dextrana e
de levana presentes, sendo a sacarose utilizada como substrato

especifico para o crescimento microbiano (LOPEZ et al., 1988).

BEVAN and BOND (1971) analisaram cana verde, cana
queimada, cana cortada e preparada, moinho, caldo misto e caldo
clarificado. Em todos os materiais foram encontrados Leuconostoc,
dentre outros microrganismos. Notou-se também, a presenga de

acidos organicos e polimeros, como a dextrana.

Em 1990, SILVA & CANHOS avaliaram a microbiota
bacteriana contaminante do caldo de cana durante o resfriamento
em torre. Esses autores verificaram a presenca de microbiota
predominante, composta por bactérias pertencentes ao género
Lactobacillus (30%), seguindo o género Staphylococcus (28%),

Leuconostoc (18%), Bacillus (4%) e as Gram-negativas (1%). Dentre
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os lactobacilos, as espécies mais encontradas foram L. fermentum
(33%), L. confusus (18%) e L. viridescens (11%). Também GALLO
(1990), determinando a microbiota bacteriana de mosto e de
dornas da fermentagdo alcoédlica, encontrou uma predominancia
de bactérias Gram-positivas (98,52%). O género Lactobacillus
também foi o mais frequente (59,75%), seguido de Bacillus,
Staphylococcus, Micrococcus e uma minoria pertencente aos grupos

das Enterobacteriaceae e dos Pediococcus e Streptococcus.

2.3. MICRORGANISMOS ASSOCIADOS A PRODUCAO
DE POLISSACARIDEOS NA CANA-DE-ACUCAR

A contaminagdo da cana-de-actcar ou do seu caldo, por
bactérias dos géneros Leuconostoc e Lactobacillus produtores de
polissacarideos, representa um decréscimo na recuperagdo de
sacarose, levando assim a perdas econ6micas (CLARKE et al.,

1980; EGAN, 1983).

Bactérias do género Leuconostoc sdo conhecidas, ha tempos,
como produtoras de gomas ou de substancias gomosas em caldo
de cana, beterraba e outros fluidos que contenham sacarose
(EVANS & HIBBERT, 1946). McCLESKEY et al. (1947) mostraram
que a espécie mais comumente encontrada nesses substratos foi L.
mesenteroides, a qual pode ser classificada em quatro tipos, de
acordo com caracteristicas de colénia. Em 1956, JEANES et al.
rela.cionaram o tipo de col6énia da bactéria com as propriedades

tisico-quimicas da dextrana.
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TILBURY (1971), estudando a linha de processo de agticar na
Jamaica, observou a presenga de Leuconostoc mesenteroides como
organismo deteriorador predominante, tanto em cana cortada
manualmente, como em cana queimada ou em colmos inteiros da
planta. O crescimento desse microrganismo resultou no aumento
do contetdo de dextrana e de viscosidade do caldo. O autor
também demonstrou que o tratamento de caldo misto com

dextranase diminui significativamente o contettdo de dextrana.

Segundo ZEDAN et al. (1983), a contaminagdo, por bactérias
produtoras de dextrana, pode interferir intensamente no processo
industrial de produgdo de agtcar, resultando em grandes perdas
econdmicas. Os autores isolaram na linha de processo, 54

linhagens produtoras de dextrana.

LUCCA et al. (1992) verificaram que uma ampla variedade
de bactérias mesofilas e termofilas obrigatérias, podem colonizar
e desenvolver-se em processos de refino de agucar, causando
perdas no produto final. Leuconostoc isolado dessa area produziu

aproximadamente, 0,1% de acido lactico e 5,8% de dextrana.

A dextrana é produzida por bactérias, as quais crescem,
quase exclusivamente, em meio contendo sacarose. Estas bactérias
pertencem aos géneros: Lactobacillus, Leuconostoc e Streptococcus
(HEHRE, 1956; SIMON & MEUNIER, 1970; SIDEBOTHAM, 1974).
Dentre elas, as bactérias mais comuns envolvidas na formacdo de
dextrana sdo: Leuconostoc dextranicum e Leuconostoc mesenteroides.
Ambos os microrganismos tém sido identificados em caldos

deteriorados e em produtos de refinaria de cana contaminados.
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Devido a interferéncia da dextrana nos processos de
manufatura de cana-de-acucar, alguns métodos tém sido
desenvolvidos para a determinacdo de sua concentragdo. RIFFER
(1983) desenvolveu um método potenciométrico por atividade
enzimatica de quantificagdo de dextrana na solucdo de acucar.
Esse método requer uma pré-separagdo do amido do caldo, o que
limita sua utilidade. LOPEZ et al. (1980) desenvolveram um
método para determinacdo de dextrana em caldo de cana-de-
acucar, pela precipitagdo do polissacarideo com etanol a 50%.
RAVELO et al. (1991a) utilizaram parametros como niveis de
polissacarideos e alcool presentes no caldo, para a determinagdo
do nivel de deterioracio da cana-de-agucar. Esses autores
mostraram, que a formagdo desses compostos, sio menores em

cana verde que em cana cortada ou queimada.

Alguns autores mostraram a producdio de outros
exopolissacarideos, além da dextrana, por bactérias lacticas, entre
eles os géneros Lactobacillus (GROBBEN et al., 1995) e Pediococcus
(MANCA DE NADRA & STRASSER-DE SAAD, 1995), ambos sem a
necessidade de ter a sacarose como fonte de carbono. DYKES et al.
(1995), estudando polissacarideos produzidos por Lactobacillus,
concluiram que exopolissacarideos acrescentam uma série de
vantagens para as linhagens que os produzem, dentre elas, a
aderéncia do microrganismo em superficies. A unidade repetida
do exopolissacarideo, produzido pelo Streptococcus thermophilus, ¢
um tetrassacarideo constituido por galactose e glicose (DOCO et
al.,  1990), enquanto o exopolissacarideo produzido pelo
Lactococcus lactis contém glicose, ramnose e galactose (NAKAJIMA
et al, 1992). GIRAFFA (1994) discutiu a aplicacio de
polissacarideos, produzidos por bactérias do 4cido latico na

industria do leite, aproveitando-os no processamento de produtos
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lacteos. Esses microrganismos também tém sido identificados em

caldos deteriorados e em produtos de destilaria contaminados.

O Leuconostoc mesenteroides ¢ a bactéria que contém muitas
linhagens diferentes envolvidas na produgdo de
exopolissacarideos. JEANES et al. (1954) caracterizaram e
classificaram dextrana produzida por 96 linhagens. Como
resultado, verificaram que dextrana com diferentes propriedades
foi produzida por 80 diferentes linhagens dessa bactéria.
Encontraram ainda que diferentes linhagens bacterianas
produzem dextranas distintas, com varidvel quantidade de
ligagbes do tipo 1,6, o tipo e a porcentagem de ligagdo nos pontos
de ramificagdo, a massa molecular e os valores de rotagao
especifica. Os autores também verificaram a producgdo de duas
glicanas produzidas a partir da sacarose, as quais puderam ser
separadas em duas fra¢des: uma que precipitava a uma

concentragdo de 37 a 38% de etanol e outra que precipitava entre

39 a 40% de etanol.

A solubilidade da dextrana pode variar também com o tipo
de linhagem que a produziu, sendo que grande numero de
ligagdes 1,6 aumenta a solubilidade do polimero em dgua,
enquanto que grande ndmero de ligagdes 1,3, diminue a
solubilidade desses compostos em meio aquoso (JEANES et al.,
1954; SIDEBOTHAM, 1974). Segundo BOURNE et al. (1972),
dextrana insoltivel em 4gua atua como precursores de dextrana
soluvel, sendo que a dextrana insoluvel representa um complexo
entre a dextransacarase e a dextrana solivel, que ap6s a sintese, é

liberada no liquido sobrenadante.



18

O microrganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355
produz, a partir da sacarose e através da enzima extracelular
dextransacarase, os polissacarideos dextrana e alternana. A
alternana ¢ um polimero ndo usual, semelhante & dextrana, que
difere desta por conter liga¢des glicosidicas alternadas 1,6 e 1,3
(SMITH et al., 1994). DOMAN & ROBYT (1994) produziram
mutantes de L. mesenteroides e verificaram que tais mutantes,
produziam a enzima dextransacarase em presenga de sacarose ou
de glicose. Os mesmos autores, em 1995, isolaram uma linhagem
de L. mesenteroides que sintetizava uma dextrana com 30% de
ligagdes 1,2. LEATHERS et al. (1997) mostraram que algumas
linhagens de Leuconostoc produtores de alternana, eventualmente

produzem dextrana.

2.4. SINTESE DE DEXTRANA

Um grande ntumero de microrganismos produzem
exopolissacarideos, os quais podem, tanto ficar ligados a célula na

forma de cépsulas, como serem secretados na forma de gomas

(SUTHERLAND, 1985).

HEHRE (1941) foi quem primeiramente demonstrou a
habilidade de um extrato livre de células, agir como um

catalisador sobre a formacdo da dextrana conforme a reacao :

nCi2 H22 011 - nCe¢H 1206 + (Cé Hio Os5 )n

sacarose frutose. dextrana
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A dextrana é produzida pela agdo da enzima microbiana
dextransacarase [EC 2.4.1.5, a-(1—>6)-d-glucan:D-frutose 2-
glucosyltransferase] pela conversdo da sacarose em frutose e
dextrana (JEANES, 1977; GREENFIELD & GERONIMOS, 1978). Tal
reagdo ¢ essencialmente irreversivel, tendo a frutose como
subproduto da sintese da dextrana. JEANES (1966) mostrou que a
reagcdo segue um mecanismo de inser¢do, com a unidade de
glicosil da sacarose formando um intermediario covalente com a
dextransacarase. Esta unidade ¢ inserida entre a enzima e o final
redutor da cadeia de dextrana crescente. Segundo o autor, a
dextrana do L. mesenteroides é, geralmente, produzida através de
fermentagdo em batelada, sendo que parte do substrato sacarose é

utilizado para o crescimento bacteriano e parte convertido em

dextrana pela enzima secretada.

Segundo KABOLI & REILLY (1980), a dextransacarase
catalisa a produgdo de dextrana (ou glicana) unida,
preferencialmente, por ligagdes 1,6. Esta catdlise ocorre pela
transferéncia de residuos de glicosil para a cadeia crescente de
polimero. Os autores encontraram que o pH 6timo para a
atividade enzimética, foi de 5,2 a uma temperatura de 30°C, sendo

o célcio, essencial para a estabilidade da enzima.

A atividade da dextransacarase pode ser medida através da
quantidade de frutose liberada. Uma unidade de dextransacarase
¢ definida como a quantidade de enzima necessédria para converter
1 mg de sacarose em dextrana, com subsequente liberagdo de 0,52
mg de frutose (TSUCHIYA et al., 1952). Segundo os autores,
trabalhos anteriores mostraram que outros agucares, como a

glicose, frutose e isomaltose, sdo incapazes de induzir a formagédo
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da enzima adaptativa dextransacarase. Verificaram ainda, que os
fons amonio exercem um efeito negativo sobre o microrganismo, e
que altas temperaturas acentuam o efeito deletério do pH sobre a

enzima, a qual é rapidamente inativada a pH 6,7 mesmo a 25°C,

Dextransacarase de Leuconostoc mesenteroides ¢ indutivel
(KOBAYASHI & MATSUDA, 1974), enquanto que a enzima
correspondente de Streptococcus sanguis e S. mutans é constitutiva,
e produzida, portanto, em auséncia de sacarose. Foi mostrado,
que nas espécies em que a produg¢do da enzima ¢ constitutiva, sua
formagédo estava associada com a fase de crescimento exponencial
do microrganismo (ROBYT, 1995). KIM & ROBYT (1996) obtiveram
mutantes constitutivos de L. mesenteroides através de tratamentos

com agentes quimicos como etilmetano sulfonato.

LAPPAN & FOGLER (1994) desenvolveram um modelo
cinético para L. mesenteroides baseado em dados do crescimento
em batelada. Desse modo, determinaram que L. mesenteroides
requer um meio de cultura complexo, que pode ser enriquecido
pela adigdo de extrato de levedura. Segundo os autores, variando
a proporgdo de extrato de levedura e sacarose, pode-se controlar a

quantidade de polimero produzido pela célula.

SHEIKH & HORSAIN (1975) estudando a produgido de
dextrana para fins hospitalares, mostraram como ideal um meio
contendo 10% de sacarose comercial e 0,5% de KH2PO4, em pH
variando entre 5,5 e 5,8. Neste caso, a fermentacio foi completada

em 24 horas a 30°C, em condicdes estaciondrias.

Acompanhando a producdo de dextrana por L. mesenteroides,

LANDON et al. (1993) notaram, que apés 18 horas de cultivo,
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ocorreu um marcante declinio na taxa de crescimento cclular e na
producdo de dextrana e de frutose no meio, o que coincidiu com a

quase exaustdo da sacarose no meio de cultura.

Segundo PRAT et al. (1987), a frutose liberada para
formagdo de dextrana, durante a reacdo enzimética, pode ser
complexada com fons borato. Tal reagdo evita o ecfeito desse
aceptor no complexo enzima glicosil, que resulta na sintese de
leucrose e isomaltulose como subproduto, aumentando

significativamente a produgdo da dextrana.

ITAYA. & YAMAMOTO (1975) purificaram a enzima
produzida por L. mesenteroides em cultura. Esta purificacio se
deu, por precipitagdo com sulfato de amoénio sé6lido em presencga
de albumina branca de ovo, seguindo-se sucessivos tratamentos
com colunas de DEAE-celulose e bio-gel P-150. Foi também
demonstrado, que a enzima perde a atividade quando dialisada
contra etilenodiaminotetraacetato (EDTA), e que esta é reativada
ap6s a adicdo de fons metalicos, especialmente ifons calcio. A
enzima inativada pelo EDTA ¢ instdvel, sendo facilmente

desnaturada de modo irreversivel.

WHITESIDE-CARLSON & ROSANO (1951) estudaram o
efeito da omissdo de vitaminas simples, na produgio de 4cidos em
meios com glicose, frutose e sacarose, e a producdo de dextrana a
partir da sacarose. Com todos os trés carboidratos, o &cido
nicotinico, tiamina e acido pantoténico mostraram-se altamente
essenciais para o crescimento, o qual foi medido através da
producdo de 4cidos. Foi mostrada também a importancia do acido
nicotinico, 4acido pantoténico, valina, treonina, triptofano e

histidina para uma produgdo de teores elevados de dextrana. Os
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autores concluiram que ndo existe correlagdo entre crescimento,
medido através da producgdo de &cido, e a produgdo de dextrana.
A omissdo de cisteina teve pequena influéncia no crescimento em
meio com sacarose, mas foi inibitério em meio contendo os
monossacarideos constituintes. Entre os elementos minerais
testados, um requerimento definitivo foi mostrado somente para

fons manganés e fosfato.

Evidéncias mostram que o nitrogénio, na forma de ifons
amoénio, exerce um efeito adverso na producdo da enzima
dextransacarase (TSUCHUYA et al., 1952). No entanto, altos
niveis de nitrogénio e niveis de fosfato entre 0,1 a 2% levam a
uma alta producdo da enzima. Segundo os autores, o género
Leuconostoc, considerado microaer6filo, mostrou uma maior
producdo de gomas em culturas sob agitagdo, que em culturas
estacionarias. LANDON & WEBB (1990) produziram dextrana em
ambiente livre de células. Uma quantidade suficiente de
dextransacarase foi produzida em estdgios preliminares, sob

condigdes anaerdbicas, em batelada.

A acdo da dextransacarase pode ser medida de duas
maneiras: pela quantidade de dextrana sintetizada e pela
quantidade de frutose formada (TANRISEVEN & ROBYT, 1993).
Os autores ndo determinaram se a produgdo da enzima é
proporcional a concentragdo de sacarose. ROBYT & WALSETH
(1979) verificaram que a produgdo de dextransacarase de
Leuconostoc ¢ estimulada em duas vezes pela adigao de 0,005% de

cloreto de calcio.

KOEPSEL & TSUCHIYA (1952) estabeleceram uma faixa

6tima de pH para produgdo de enzima: entre 6,7 e 7,0. J4 para a
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atividade da enzima, a melhor faixa ficou entre 5,0 e 5,2, valores
esses em que a enzima ¢é mais estdavel. O trabalho demonstrou que
pouca dextrana é produzida na fermentagdo conduzida acima de
pH 6,4, uma vez que a enzima ¢ instavel em pH 6,7. Em 1981,
SAMANIEGO & GONZALES-GAPUD, estudando a produgdo de
dextrana em meio a base de melago de cana, concluiram que
enquanto a produgdo do polissacarideo diminuia com o aumento
de agticares redutores no meio, sua produ¢do aumentava com a
elevagdo do teor de sacarose. A méaxima produgdo foi obtida em
meio contendo 20% de sacarose em pH 6,0, seguida de incubagdo

por 48 horas a 30°C.

Segundo LAZIC et al. (1993), o méximo de dextrana
produzida por L. mesenteroides ¢ obtida como resultado de uma
alta producdo, estabilidade e atividade da dextransacarase, que é

conseguida em condi¢Ges de aerobiose e pH da cultura em 5,5.

Trés fatores podem influenciar a producio e atividade da
dextransacarase de Leuconostoc mesenteroides: a) a fermentacio em
batelada alimentada, levemente agitada e ndo aerada, b) o tipo de
extrato de levedura presente e c) a presenga de CO2 no meio. A
presenca de antiespumante a base de silicone afeta a produgdo da
enzima, mas ndo interfere no crescimento celular (AJONGWEN &

BARKER, 1993).

2.5. TIPOS DE DEXTRANA

Segundo ALSOP (1983), dependendo da concentracio de

etanol necessario para precipita-las, a dextrana pode ser dividida
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em dextrana de alta e de baixa massa molecular (MM). O autor
divide as dextranas que precipitam até 48%, como dextrana de
alta massa molecular, e as que precipitam em concentra¢des acima
de 48%, como de baixa massa molecular. A 6tima concentracao de
sacarose, para a maxima produgdo de dextrana de alta massa
molecular, foi de 17,9%. Acima desse valor, a adicdo de agucar foi
acompanhada por uma baixa porcentagem de dextrana produzida.
Segundo ROBYT & WALSETH (1979), em concentracdes de 2% de
sacarose, a conversdo se resume quase que completamente a
dextrana de alta massa molecular. Os autores, sugeriram entdo,
que em altas concentragdes de sacarose e frutose, deve-se verificar

a producdo de dextrana com massa molecular variavel.

Pelo menos dois tipos de dextrana, produzida a partir da
sacarose através da enzima dextransacarase, sdo descritas na
literatura: uma mais soluvel em 4dgua, chamada de alternana ou
fragdo de dextrana “S”, contendo ligacdes 1,6 e 1,3 de modo
alternado (MISAKI et al., 1980); e outro menos soldvel em agua,
denominada de fragdo de dextrana “L”, com predominancia de
ligagdes 1,6 (SEYMOUR et al., 1979). A linhagem L. mesenteroides
B-742 produziu dois tipos de dextransacarase, formando uma
dextrana ramificada com ligagdo 1,4 e outra com alto grau de
residuos, unidos em ligacdo 1,3 (DOMAN & ROBYT, 1995).
CASTILLO et al. (1993) isolaram trés linhagens de Leuconostoc
mesenteroides que produzem dextrana altamente insoluvel, com

consideravel quantidade de ramificagdes.

SMITH (1970) observou, que a propria parede celular de L.
mesenteroides B129, possuia a enzima dextransacarase nela
incorporada, e que, em presenga de sacarose, sintetiza ambos os

tipos de dextrana: solavel e insolavel. Segundo o autor, uma vez
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que a sintese da cadeia do polimero tinha sido completada, a

molécula era liberada da parede celular para a solugéo.

2.6. VISCOSIDADE

Segundo TECANTE et al. (1986), uma solugdo com dextrana
apresenta um comportamento pseudoplastico, especialmente em
condi¢des de alta concentracdo desse polimero. Segundo os
autores, o comportamento reolégico de uma solugido depende da
presenga de aceptores e também da temperatura em que esta
ocorrendo a reagdo da formacdo de polimeros. As moléculas
aceptoras maltose, frutose e mesmo a dextrana, reduzem a
propagacdo de cadeias curtas, por permitirem que o crescimento
da cadeia seja separada do sitio de atividade da enzima e
transportada para o aceptor (ROBYT & WALSETH, 1978). Baixas
temperaturas, durante a sintese de polimeros, produzem solugdes
menos viscosas e mais newtonianas, devido a reducdo de massa
molecular de dextrana produzida (TECANTE et al.,, 1986).
CHOPLIN & SABATIE (1986) verificaram, que dextrana produzida
em baixas temperaturas, sdo menos ramificadas e, portanto, mais

viscosas.

Tem sido proposto que moléculas individuais de dextrana
formam associagdes estdveis umas com as outras. Segundo
SABATIE et al. (1986), esta aglomeragdo ocorre, inicialmente,
através do alinhamento das cadeias de dextrana, seguida de
ligagGes de hidrogénio entre as moléculas, levando a um aumento
da viscosidade e comportamento pseudoplédstico. Segundo os

autores, dextrana produzida a 5°C ¢é mais linear, sugerindo que
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existe uma relacdo, entre as condigdes de sintese (temperatura) e a

estrutura molecular.

A presenca de dextrana, no caldo de cana, aumenta a
viscosidade, afetando muitos processos de manufatura (MAUCH
& FARHOUDI, 1980). O aumento da viscosidade sera maior,
quanto maior for a massa molecular da dextrana presente, pois a
viscosidade ¢ afetada pela estrutura da dextrana. Quanto maior o
grau de ramificagdo, menor serd a relagdo entre massa molecular e
viscosidade (GREENFIELD & GERONIMOS, 1978). Em uma
solugdo contendo 65% de sacarose a uma temperatura de 80°C, a
presenca de 1% dextrana aumentou a viscosidade entre 100 e
130%, enquanto a presenca de 3% de dextrana elevou de 250 a
350% (ELGAL, 1982). Segundo McCURDY et al. (1994), a dextrana
que mostrou alta solubilidade e um comportamento newtoniano,
pode ser observada em solucSes contendo concentracgdes de

dextrana menores que 30%.

LANDON et al. (1993), a partir de varios estudos sobre
reologia dos meios de fermentagdo, concluiram que o
comportamento reol6gico, depende muito do tipo de
microrganismo cultivado e do tipo de produto excretado pela

célula na solugao.

Estudos conduzidos por VELJKOVIC et al. (1988) com L.
mesenteroides, mostraram que o comportamento do meio se altera
drasticamente com o passar do tempo, sendo que a solucdo se
torna mais viscosa e ndo-newtoniana, durante a fase de
crescimento celular e sintese de dextrana, mas passa a menos
viscosa e mais newtoniana, quando a sintese da dextrana é

completada.
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2.7. “CANJICA”

A ocorréncia da formagdo da “canjica”, durante etapas do
processo de industrializacio do caldo de cana, ndo tem sido
estudada com a devida atengdo nos paises que se destacam na
producdo mundial de agucar e de alcool. No Brasil, relatos sem
grande importancia sdo registrados e relacionam a ocorréncia do
fendmeno com a presenga de Leuconostoc (LIMA et. al., 1982). A
falta de informagdes mais precisas pode ser atribuida a ocorréncia
esporddica do fendmeno, como também pela falta de literatura de

referéncia para o problema.

A literatura mundial cita algumas situagdes, envolvendo
producdo de gomas, ocorridas durante o processamento da cana-
de-agticar e que podem estar relacionados com o fendmeno da
formagdo da “canjica” no Brasil. BEVAN & BOND (1971)
verificaram a produgdo de um polimero, denominado como goma
“tapyoca-like”, e atribuiram tal formagdo como resultado da
associagdo de linhagens de Leuconostoc, de leveduras (Picchia ssp
ou Hansenula ssp.) e pequenos bastoretes ndo identificados.
- FARHATULLAH (1982) cita que em uma usina paquistanesa, uma
substancia gomosa que acreditaram ser dextrana, foi observada
em tanques com caldo misto e também em peneiras e calhas. O
tratamento do caldo com formalina e hipoclorito de s6dio teve um
efeito benéfico. ZAHNLEY & SMITH (1995) aventaram a
possibilidade de uma glicosiltransferase ser responsavel pela
producdo de uma dextrana insoldvel em meio aquoso, que poderia

ser comparada ao fendmeno da ocorréncia da “canjica”, embora

eles ndo tenham citado nada referente ao Brasil.
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Considerando o aspecto caracteristico da “canjica” formada
nas usinas de agucar e alcool, pode-se fazer uma relacio com
graos de “kefir”, uma vez que as bactérias lacticas, especialmente
os Lactobacillus, estdo envolvidos nos dois processos. O “kefir”
agticarado, uma bebida caseira tradicional na Europa, ¢ preparada
através da fermentagdo de uma solugdo actcarada, por uma
associagdo de bactérias lacticas e leveduras incrustadas em graos.
Esses grdos podem ser utilizados numerosas vezes, através da
troca da solugdo fermentada por uma solucdo acucarada fresca
(VAYSSIER, 1978). Em 1969, HORISBERGER (citado por PIDOUX
et al.,, 1988) identificou o polimero presente no grio como uma
dextrana, que ¢ excretada por associa¢do simbidtica entre

Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis e Saccharomyces cerevisae.

Andlises quimicas e estruturais de grdos de “kefir”,
caracterizaram-no como possuindo formato irregular, didmetro
variando de poucos milimetros a um centimetro, de coloracéo
esbranquicada e translicida. A matriz do grdo era formada por
dextrana, e os autores sugeriram como responsaveis pela
produgdo do polissacarideo, o Lactobacillus casei subsp. casei e o L.
pseudoplantarum (GALLI et. al., 1995). Além dos lactobacilos, foi
encontrado Leuconostoc e Pediococcus associadas aos graos.
Resultados semelhantes foram obtidos, por ZACCONI et al.
(1995), ao estudarem associa¢des de microrganismos utilizados
para a producdo do ‘mesmo tipo de Dbebida e cultivados em
presenca de sacarose. Foi notada a presenca de uma microbiota
predominante composta de leveduras e de Lactobacillus hilgardii e
de L. casei. Um tratamento do polimero encontrado no grdo com
dextranase, demonstrou que a dextrana ¢ o principal componente

da matriz de polissacarideo.
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MOINAS et al. (1980) analisando a dextrana presente em
grao conhecido como “tibi”, também utilizado em preparo de
bebida alcoodlica 4cida, a partir de uma solucdo de sacarose,
encontraram a mesma associagdo simbidtica presente no “kefir”,
composta por leveduras, Lactobacillus hilgardii e L. casei. Os graos
apresentavam formato irregular com didmetro variando de 8 a 10
mm. As amostras estudas, foram cultivadas por mais de dez anos

demonstrando estabilidade na associacdo microbiana.

Em 1988, PIDOUX et al. conduziram estudos utilizando
Lactobacillus brevis isolados dos polissacarideos de grdos de
“kefir”. O microrganismo foi cultivado em solugdo contendo
sacarose a 6%, durante 48 horas, a 30°C. O polimero produzido
mostrou tratar-se de dextrana unida, predominantemente, por
ligagdo do tipo 1,3. O polimero encontrado no grio, contudo, ¢
rico em ligagbes 1,6. Os autores concluiram que tal diferenca se
deve as vérias linhagens de Lactobacillus e leveduras presentes
originalmente nos grdos, e que, os diferentes metabdlitos
liberados no meio de cultura, poderiam influenciar a agdo da

dextransacarase.

PIDOUX et al. (1990) utilizaram linhagens de Lactobacillus,
isolados de grados de “kefir”, tanto do tipo homofermentativo
como heterofermentativo, e evidenciaram a capacidade de
produgdo de dextrana por esses microrganismos a partir de
sacarose, ufilizando pH 4,8 e temperatura de 30°C. A formacdo do

polissacarideo cessou em temperaturas maiores que 40°C.
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2.8.CONTROLE DE EXOPOLISSACARIDEOS NO
PROCESSO DE FERMENTACAO ALCOOLICA

A grande maioria dos trabalhos sobre o controle de
polissacarideos, durante os processos industriais, enfoca

principalmente o controle de dextrana.

Diversos métodos para detecgdo de dextrana, em caldo de
cana, tém sido empregados, dentre eles: (a) a separagdo dos
coléides por precipitagdo com alcool, (b) por hidrélise fracionada
acida, ou (c) através da detecgdo de glicose e frutose (SCHNEIDER
et al., 1971). Em caldo de cana normal, esses mesmos autores
sugeriram valores na faixa de 3 a 46mg/kg de dextrana como
referéncia. GREENFIELD & GERONIMOS (1978) desenvolveram
um método, no qual, ap6s a adi¢do da enzima dextranase ao caldo,
verifica-se a presenca de dextrana através da mudancga na
viscosidade da amostra. Segundo KEMP (1983), a determinacéo da
presenca de dextrana facilitaria decisdes sobre quando adicionar

dextranase durante o processamento da cana-de-actcar.

Foi demonstrado, que tanto a carbonatagdo quanto a
fosfatagdo (com ou sem surfactantes catidnicos), sdo ineficientes
para a remocdo de dextrana de um caldo (CHOU & WNUKOWSK]I,
1980).

Medidas de controle da producdo de dextrana incluem
diminui¢do do espago de tempo entre a colheita e a moagem da
cana, e um efetivo emprego de biocidas no moinho, além de
limitar o desenvolvimento microbiano, pela constante limpeza e

desinfecgdo dos equipamentos de processo (DAY, 1984) .
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GUILART et al. (1988) isolaram linhagens de Penicillium, que
produzem grande quantidade de dextranase, em condi¢gdes de pH
e temperatura adequada, para a remogdo de dextrana na industria
de agtcar. GALVEZ et al. (1991), analisando caldo de cana
contaminada com dextrana, isolaram microrganismos capazes de
crescer em dextrana e produzir dextranase extracelular. 23
linhagens de fungos produtores da enzima foram isolados, sendo
que os melhores produtores foram Penicillium purpurogenum e
Pailomyces lilacinus. Foi determinado também, que a dextrana ¢ o
melhor indutor para a produgdo de dextranase. A atividade dessa
enzima mostrou-se 6tima em pH 5,6, quando aproximadamente
90% da dextrana, foi convertida em isomaltose apds 4 horas de
reacdo (MADHU & PRABHU, 1983). A temperatura ideal para
acao da dextranase ¢é variavel, e a melhor termoestabilidade, foi
encontrada por aquela produzidas por bactérias anaerébicas,
isoladas da indtstria de agucar, cultivadas entre 65 a 70°C (

WYNTER et al., 1995).

Em 1978, BHATNAGAR & PRABHU estudaram a agdo de
diversos desinfetantes sobre o desenvolvimento microbiano, e sua
aplicagdo como mecanismo de controle da deterioragdo do caldo
de cana-de-agtcar pela formagdo de substancias gomosas. Foi
determinado que cloreto de mercario, sulfato de cobre,
formaldeido, metabissulfito de sédio, dentre outros, a uma
concentragdo de 100 ppm, inibem em 100%, tanto o crescimento de
microrganismos como a sintese de dextrana. J4 a penicilina
mostrou uma maior inibigdo (60-80%) sobre o crescimento
microbiano, mas menor inibi¢do sobre a sintese de dextrana (30-
50%). Por outro lado, estudos enziméaticos sobre a dextransacarase

revelaram que a penicilina, a tetraciclina e o cloranfenicol, em
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concentragdes variando entre 50 e 100 ppm, ndo exercem efeito

sobre a enzima.

GUPTA & PRABHU (1993) estudaram o efeito de agentes
quimicos em caldo de cana-de-agucar, sobre o controle da
contaminagdo por linhagens de Leuconostoc spp, produtoras de
levana e dextrana. Bons resultados foram obtidos, tanto sobre a

sintese de dextrana quanto sobre a atividade enziméatica celular.

A aplicagdo como “spray”, de um composto constituido por
uma mistura de aminas sobre a cana-de-agticar ap6s a colheita, e
sua agdo inibidora na formagdo microbiana de oligossacarideos e
polissacarideos, foi estudada por RAVELO et al. (1991b).
Concluiu-se que o produto é eficiente e age por 3 dias, mesmo em
concentragSes baixas como 10-100 ppm. Uma combinagdo, de
formalina e compostos de sais de amoénio quaternario, foi
utilizada para controlar microrganismos em usinas de agtcar e
consequentemente o acumulo de dextrana no processamento

(KEPEC, 1996).

2.9. ANALISE ESTRUTURAL DE POLISSACARIDEOS
ATRAVES DE CROMATOGRAFIA A GAS
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(CG-MS).

Reagdo de metilagdo consiste em uma importante ferramenta
para andlise estrutural de polissacarideos. Esse tipo de
procedimento vem sendo bastante explorado, com a introdugédo de

microtécnicas para metilagdio e a subsequente analise por
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cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (PAZUR,
1986).

O uso de agucares metilados para andlise de estrutura de
ligacdo tem sido usado ha& tempos. Durante anos, usou-se
extensivamente o método desenvolvido em 1915, por HAWORTH
(citado por CARPITA & SHEA, 1990), que utiliza 6xido de prata e

uma mistura de metilsulfato e hidréxido de sédio.

Uma das primeiras modificagdes de reconhecida importancia
ao método de Haworth, foi desenvolvida por KUHN et al. (1955),
que utilizaram Ag2O e CH3;l juntamente com N,N-
dimetilformamida. Tal método mostrou superioridade em relagdo
aquele desenvolvido por Haworth. A modifica¢do mais
significativa foi introduzida por COREY and CHAYKOVSKY
(1962), que utilizaram o metilsulfinilcarbanion, o fon “dimensil”,
como reagente metilante. ANDERSON and CREE (1966)
demonstraram a eficacia desse fon para a obtengdo de uma

completa metilagdo.

Atualmente, as andlises sdo feitas através de metila¢gdes, mas
até o advento de cromatografia gas-liquido, as reagdes requeriam
grandes quantidades de amostra, além de que metilagses
incompletas eram frequentes, mesmo apds continuas remetilac¢des,

muitas vezes, quatro ou cinco vezes (CARPITA & SHEA, 1990).

Segundo HARRIS et al. (1984), varios fatores podem
influenciar a recuperagdao de alditéis acetatos de agucares
metilados. Estes fatores incluem: a submetilagdo, a hidrélise
incompleta, a degradacdo e a desmetilagdo durante a hidrélise, a

redugdo e a acetilacdo incompletas. Além disso, perdas de
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componentes voldteis podem ocorrer durante a evaporagdo dos
solventes e também por transferéncia. Outro problema existente &
relacionado a presenca de contaminantes nas vidrarias. Esses
compostos podem interferir, com os alditéis acetato e alditois

permetilados, levando a erros analiticos (HENRY et al., 1985).

BLAKENEY et al. (1983) desenvolveram um método bastante
adequado, de metilagdo para monossacarideos, no qual, todas as
etapas do processo eram feitas no mesmo tubo, sem transferéncias

e sem etapas de evaporagdo, minimizando as perdas.

Exopolissacarideos produzidos por diferentes lactobacilos
tém sido analisados estruturalmente através de técnicas de
metilagdo: Lactobacillus acidophilus (ROBIJN et al., 1996a),
Lactobacillus paracasei 34-1 (ROBIJN et al., 1996b), Lactobacillus sake
(ROBIJN et al., 1995), L casei (MOZZI et al., 1996) e Lactobacillus
helveticus (ROBIJN et al., 1995; STINGELE et al., 1997). Todas
essas espécies mostraram produzirem heteropolissacarideos.
Anélise estrutural de polissacarideos produzidos por Leuconostoc,
também foram realizadas com sucesso, utilizando a mesma técnica

(LINDBERG & SVENSSON, 1968; MISAKI et al., 1980).

2.10. FLOCULACAO DE LEVEDURAS E PRESENCA DE
POLIMEROS

Agentes floculantes tém sido usados em processamentos
industriais para remover residuos indesejaveis ao processo
industrial. Os floculantes sdo geralmente divididos em trés

categorias: (a) inorgdnicos, como o sulfato de aluminio; (b) os
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orgdnicos, como 4cidos poliacrilicos e polietileno, e (c¢) os de
ocorréncia natural, como microrganismos e alginato de sédio
(TOEDA & KURANE, 1991). O polissacarideo acido AI-201,
composto por glicose, galactose, acido glucurénico e 4cido

acético, possui propriedades floculantes.

Dentre os problemas com contaminantes, a floculagdo da
levedura é um dos mais sérios na fermentagdo industrial de
alcool, especialmente devido a redugdo na produtividade e maior
dificuldade de separagdo da levedura por centrifugacéo
(YOKOYA, 1989, YOKOYA & OLIVA-NETO, 1991). Estudos em
usinas de 4&lcool, tem mostrado que a causa principal da
floculagdo ¢ de origem bacteriana, provocando a separagdo das
leveduras antes do término da fermentagdo alcodlica,
prejudicando assim, a eficdcia do processo (SERRA et al., 1976). Ja
na induastria cervejeira, a floculacdo de leveduras no final do
processo fermentativo, é importante e desejavel, pois, possibilita a
separacdo da levedura da cerveja recém-elaborada (PALMIERE et

al., 1996; STRATFORD, 1996).

NAKAMURA et al. (1976) isolaram 214 linhagens de
microrganismos, entre eles, fungos, bactérias, actinomicetos e
leveduras, dos quais 19 produziam substdncias que causavam a
floculagdo de Saccharomyces cerevisae. Tais agentes floculantes

precipitavam no meio de cultura, em presenga de acetona.

Em 1985, TAKAGI & KADOWAKI encontraram que
Paecilomyces sp I-1 produzia um agente floculante, ou seja, um
polimero composto quase exclusivamente por galactosamina.
KURANE et al. (1986) mostraram que Rhodococus erythropolis

produziam um tipo de floculante microbiano que floculava, com
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eficiéncia, particulas solidas em suspensdo, dentre elas
Esccherichia coli e leveduras alcodlicas. O floculante mostrou uma
ampla atividade, tanto em materiais organicos como inorgénicos.
Foi observado também que ions catiénicos, como o Ca**,

aumentavam significativamente a atividade floculante.

STRAVER et al. (1994), estudando moléculas envolvidas no
processo de floculagdo de Saccharomyces cerevisae, verificaram que
um polipeptideo de 10-kDa poderia representar uma forma de
aglutinina. HERRERA & AXCELL (1991) observaram na presenca
de um heteropolissacarided composto por arabinose, galactose,
glicose, manose, xilose, ramnose e um actcar &cido, a indugido
prematura de floculagdo de leveduras. FERENCI & LEE (1991),
estudando Escherichia coli, conseguiram a formagdo de flocos da
bactéria com adi¢do de amido ao meio, quando em condicdes

Otimas de densidade celular, concentragio do amido, tempo e pH.

2.11.INFLUENCIA DE IONS SOBRE AS
CARACTERISTICAS FiSICAS DE GOMAS

Alguns trabalhos tém sido realizados para verificar a
influéncia de fons sobre gomas, especialmente a gelana. A
gelificacdo de solugdes aquosas dessa goma é promovida pela
presenca de cations, especialmente os divalentes (KAWAHARA et
al., 1996).

Estudos, sobre a estrutura em rede da gelana, e a influéncia
de céations (em especial o potassio e o célcio), verificaram trocas

completas na estrutura devido a zonas de juncdo, formadas
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durante o pfocesso de gelificagdo, tanto em presenga de cations
monovalentes como divalentes (OHTSUKA & WATANABE, 1996).
Por outro lado, MIYOSHI et al. (1996) determinaram, que o
comportamento viscoeldstico da solugdo da goma gelana é mais

influenciado pelos cations divalentes do que os monovalentes.

JUMING et al. (1996) verificaram que géis de gelana
formados em presenga de cations monovalentes, sdo mais fracos
que os formados na presenga de divalentes. Determinaram
também a existéncia de uma concentragdo 6tima, acima da qual, a
forca do gel diminui. Os mesmos autores, em 1995, haviam
determinado que a presenga de numero de cations insuficientes
leva a formacgdo de gel fraco e estendivel, e que tais diferencas
entre forga de géis podem ser atribuidas a zonas de jungdo do
polimero em relagdo ao tamanho do céation. WATASE &
NISHINARI (1993) observaram que os ions potassio tornam as

gelanas termorresistentes.

Estudos, sobre agdo de cations divalentes sobre as
propriedades reoldgicas de uma solucdo de alginato, mostraram
que a adigdo de célcio, em diferentes concentra¢des, produz uma
transi¢do do tipo sol-gel (ZHENG et al., 1994). ZHANG et al.
(1994) mostraram que a especificidade do cation exerce grande

influéncia sobre carragenas sulfatadas e as ndo sulfatadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS DE “CANJICA”

As amostras de “canjica” foram coletadas nos trocadores de
calor das plantas de processamento em usinas de agtcar e alcool
da regido de Piracicaba, SP, durante a safra de 1994. As amostras
de “canjica” foram lavadas com dgua corrente para a retirada de
residuos provenientes das usinas, e mantidas em geladeira (4°C)
até a chegada em laboratério, quando entédo foram secas a 45°C e

guardadas em dessecador até o momento das analises.

3.2. ANALISE DA “CANJICA”

A caracterizagdo quimica da “canjica” envolveu anédlise de
cinzas e wumidade, anélise elementar (carbono, nitrogénio,
hidrogénio e enxofre), monoémeros, ligagdo quimica entre os
mondmeros, anédlise qualitativa e quantitativa dos ions metélicos
agregados ao polimero através de fluorescéncia de raios X,

espectroscopia no infravermelho e difragdo de raios X.

3.2.1. Cinzas e umidade

As “canjicas” foram analisadas quanto ao teor de cinzas e
umidade segundo metodologia descrita pela AOAC (1995) Para

verificagdo de umidade, as “canjicas” obtidas no item 3.1 foram
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trituradas e colocadas em estufa a vacuo, a 80°C, até que se
obtivesse massa constante da amostra. Para anélise de cinzas as

amostras foram queimadas em mufla a 550°C.

3.2.2. Analise elementar

As “canjicas” secas (105°C até massa constante) foram
analisadas quanto a composi¢do elementar em um analisador

elementar Perkin Elmer, modélo PE-2400.

3.2.3. Analise de ions metalicos

As amostras de “canjica” secas (105°C) foram analisadas
qualitativa e quantitativamente quanto ao contetdo de metais,
através da técnica de fluorescéncia de raios X. O equipamento

utilizado foi o Fluorescéncia de Raios-X modelo Spectrace 5000.

3.2.4. Identificacio dos mondmeros por cromatografia

descendente em papel

Para a identificacgdo dos monodémeros, foi seguida a
metodologia descrita por CHAPLIN & KENNEDY (1986)
envolvendo as etapas de hidr6lise acida do polissacarideo e a
identificagdo preliminar dos produtos da hidrélise, através de

cromatografia descendente em papel.
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3.2.4.1. Hidrélise do polissacarideo

5 mg do polissacarideo foram dissolvidos em 0,25 mL de
HCI 2 mol L-1, aquecido em tubos selados a 100°C por 5 horas. As
amostras hidrolisadas foram centrifugadas a 8.500 g durante 10
minutos e entdo aplicadas no papel juntamente com os padrdes de
pentoses (ribose, arabinose e xilose) e hexoses (glicose, manose,

galactose e frutose).

3.2.4.2. Identificagdo dos produtos da hidrdélise total

As amostras preparadas no item 3.2.4.1 foram aplicadas em
papel mantendo um espago de 2 cm entre cada aplicacdo. O
sistema de solventes empregado foi piridina:butanol:dgua (4:6:3,
v/v). Foi utilizado papel Whatman n°l (18 cm de largura x 35 cm
de comprimento) e cuba de vidro (20 cm de didmetro e 35 cm de
altura). A cromatografia descendente foi desenvolvida em
aproximadamente 18 horas e o papel foi seco e revelado com as

seguintes solu¢des (ASPINALL & JIANG, 1974):

a) Solugdo de nitrato de prata em acetona: diluir 1 mL de solucdo
aquosa de nitrato de prata saturada erm 250 mL de acetona.
Adicionar 5 mL de dgua até que o nitrato de prata precipitado seja
dissolvido completamente.

b) Solucdo 0,5 mol L-! NaOH alc6olico: dissolver 2 g de NaOH em
2 mL de 4gua. Levar a 100 mL com etanol.

c) Solugéo de tiossulfato de sédio 10% em 4dgua destilada.
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Para a revelagdo do cromatograma, o papel seco foi
submergido nessas trés solucdes previamente preparadas
seguindo a ordem apresentada. Apds o ultimo reagente, o papel
foi seco na capela e as amostras analisadas comparativamente com
os padrdes, baseados nos valores de fatores de retengdo (Rfs)

determinados pela expresséo:

distancia (cm, mm) percorrida pela substancia
Rf =

distancia (cm, mm) percorrida pela frente da fase mével

3.2.5. Analise por cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas (CG-MS)

Antes de ser injetada no CG-MS para andlise, a amostra foi
submetida a um processo de derivagdo, que consiste nas seguintes
etapas: metilacdo, hidrélise, reducdo e acetilagdo. Os padrdes de
ligagdo, amilose e dextrana, também foram submetidas ao mesmo

processo de derivagdo.

Uma das etapas mais importantes da técnica de CG-MS ¢ a
produgdo do ifon dimensil de sédio, pois este fon é uma base
extremamente forte e eficienle para deslocar os hidrogénios
presentes nas moléculas de agticar. Essa reagdo vai permitir a
formagdo de polialcoxidos, que entdo serdo metilados ou

acetilados, dependendo da posicdo da ligacdo glicosidica.

A metilagdo ¢ um dos mais importantes procedimentos para

a andlise estrutural de polissacarideos. Envolve as etapas de
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permetilagdo de todos os grupos hidroxilas livres dos mondémeros,
seguida da liberacdo dos monossacarideos metilados através de
hidrélise, apés o que, efetua-se as andlises qualitativa e

quantitativa dos derivados metilados.

A presenga das hidroxilas livres dos monossacarideos
parcialmente metilados fornece a posigdo na qual o residuo do
actcar foi glicosado. Quando a metilagdo ¢é completa, o
polissacarideo derivado ¢ hidrolisado em unidades monoméricas
que estdo metiladas em posi¢des especificas. Tais derivados sao
reduzidos e acetilados como alditol acetato metilado antes da
andlise em cromatégrafo a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS). A posicdo da ligacdo glicosidica corresponde a

posicdo do grupo hidroxila livre no monossacarideo metilado.

3.2.5.1. Producdo do ion dimensil de s6dio a partir de
hidreto de sédio

A producdo desse reagente seguiu procedimento descrito
por YAMAMOTO et al. (1993). Em um Erlenmeyer de 100 mL
foram colocados 30 mL de dimetil sulf6xido (DMSO)

[previamente seco com 4 a 5 pastilhas de KOH por um periodo
minimo de 16 horas], em temperatura ambiente, sobre 1,5 g da
suspensdo de hidreto de s6dio em 6leo mineral, misturada com 10
mL de éter de petr6leo. A reagdo foi mantida por 2 a 3 horas sob
atmosfera de nitrogénio em banho de 50°C. Apé6s o término da

reacdo, pequenas quantidades da solugdao (4 mL) foram
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transferidas para tubos de vidro, seladas sob atmosfera de Nz, e

mantidas em freezer até o momento da utilizagédo.

3.2.5.2. Reag¢do de metilacdo

5 mg do polissacarideo seco (105°C/24 horas) foram
colocados em tubo Corex e adicionados 3 mL de DMSO
(preparado conforme item 3.2.5.1). O material foi deixado sob
agitacdo por 20 minutos, em atmosfera constante de Nz, em
temperatura ambiente. A seguir, com auxilio de uma seringa de
vidro, foram adicionados 3 mL do ifon dimensil de soédio
previamente preparado de acordo com o item 3.2.5.1. A mistura
permaneceu sob agitagdo e fluxo de N2 por 6 horas, quando foi
adicionado 1 mL de iodeto de metila sob banho de gelo, e deixado
em agitagdo por 16 horas, a temperatura ambiente e em atmosfera
normal. Depois foi realizada a extragdo, adicionando-se 1 mL de
dgua deionizada e 4 mL de cloroférmio. A camada de cloroférmio
foi lavada 5 vezes com 3 mL de dgua deionizada e em seguida

completamente seca com fluxo de Na.

3.2.5.3. Reac¢do de hidrélise

O polissacarideo metilado no item 3.2.5.2, foi dissolvido em
2 mL de solugdo de &cido férmico 90% e aquecido a 100°C,

durante 4 horas. Em seguida, efetuou-se a evaporacdo do solvente
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com Nz, O residuo foi tratado com 4acido trifluoracético 2 mol L-1

por 6 horas a 100°C, e novamente evaporado com Na.

3.2.5.4. Reducdo dos agticares parcialmente metilados

1,6 mL de solugdo composta de 10 mg de boroidreto de
s6dio, dissolvidos em 10 mL de NH4OH 0,5 mol L-1, foi adicionado
ao residuo produzido no ftem 3.2.5.3, o qual permaneceu a 40°C
por 1 hora. Em seguida, foi gotejado acido acético glacial até que
cessasse a efervescéncia. O solvente foi evaporado sob fluxo de
N2. O residuo foi lavado 5 vezes com 2 mL de metanol e

evaporado com Na.

3.2.5.5. Reac¢ao de acetilacdo

Ao residuo produzido no item 3.2.5.4, adicionou-se 1 mL de
solu¢do composta por anidrido acético e piridina (1:1, v/v), e a

solugdo permaneceu em temperatura ambiente por 18 horas.

A seguir, foi adicionado 2 mL de tolueno e evaporado sob
fluxo de nitrogénio. Ao residuo, foi acrescentado 5 mL de
diclorometano e a solugdo lavada 3 vezes com 1 mL de 4gua. O
solvente foi totalmente evaporado com nitrogénio e a amostra

mantida em freezer, até o momento da anélise.
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3.2.5.6. Condi¢bes de analise em CG-MS

A amostra seca foi dissolvida em diclorometano e analisada
em um equipamento CG-MS HP, modelo 5988 A, nas seguintes
condi¢des: energia dos elétrons de 70eV, temperatura da coluna a
130°C, por 5 minutos até 300°C, com aumento de 7°C por minuto,
temperatura do injetor e detector de 250°C e 280°C
respectivamente, gds de arraste: hélio, e volume de injegdo de 1

nL.

3.2.6. Analise por espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada a fim de
verificar a presenca de determinados grupos funcionais presentes

na amostra de “canjica”e compara-lo com o padrdo dextrana.

Para a obtengdo dos espectros de infravermelho das
amostras foram preparadas pastilhas de KBr da seguinte maneira:
100 mg de KBr seco foram adicionados a 2-3 mg da amostra,

trituradas em almofariz, homogeinizadas e prensadas.

As pastilhas foram imediatamente analisadas em um
espectrofotdmetro de infra-vermelho Perkin Elmer, modelo FT-IR

1605. Os escpectros foram obtidos no intervalo de 4.000 a 500 cm-!
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3.2.7. Difracdo de raios X

A técnica de difragdo de Raio X permite a identificagdo de
materiais presentes na amostra quanto as suas caracteristicas

cristalinas.

Amostras de “canjica” secas (105°C até peso constante) e de
padrdao de dextrana foram analisadas diretamente em
Difratometro de Raio X Rigaku com goniémetro horizontal, feixe

de 30Kv e 20mA, colimador de K,Cu e filtro Kj.

3.2.8. Analise microscépica das “canjica”

As “canjicas” recém coletadas nas usinas foram montadas a
fresco em laminas e coradas com corante azul de toluidina. Para
as analises utilizou-se o microscépio 6ptico JENAVAL ZEISS e
filme de 100 ASA. O objetivo dessa técnica foi verificar a

existéncia de microrganismos associados a “canjica”.

3.3. MEIOS DE CULTURA

A composicdo dos meios de cultura utilizados para o

crescimento e teste com microrganismos foram:



3.3.1.Meio Cana 11 (UENO, 1992)

rapadura ......oceeeiiiineiiiin 10 g/L
triptona «oocvvviiii 5g/L
peptona ..., 5g/L
fosfato acido de potassio...................... 1g/L
sulfato de amonio...................., 1g/L
citrato de amonio .......cooceviiiiiniinninnnnn, 2g/L

3.3.2. Meio base sacarose (JEANES et al., 1955).

triptona.........coooiviiiiiiin 2,5g/L
fosfato acido de potassio.......c.ceeeec. 50¢g/L
R Tof- Do 11 - B 70,0 g/L
extrato de levedura.........cc..coeeeennnnn. 5,0g/L

47

3.3.3.Meio base glicose - modificado do meio base sacarose

(descrito em 3.3.2) (JEANES et al., 1955), substituindo a

sacarose por glicose na mesma concentragéo.

3.3.4. Man Rogosa & Sharpe (MRS)

peptona .....oooiiiiiiiin 10,0 g/L
Lab-Lemco Powder .......cco.oooviiiiiinnen. 8,0g/L
extrato de levedura..............coooi 4,0¢g/L
glicose ... 20,0 g/L

fosfato de potassio .....ccoovevriniiiiineninnn... 2,0g/L
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acetato dissOdiCO...ccviviiiiieiiieniininnn, 50g/L
tri-amoénio citrato ........ccooeeeiiiiiiiniinnnnn.. 2,0g/L
sulfato de magnésio.7 H20 .................... 0,2g/L
sulfato de manganés.4 H20................... 0,05g/L
tween 80 ... 1,0 mL
pH 6,2+ 0,2

3.4. Isolamento de microrganismos produtores de gomas

a partir de caldo de cana-de-agtucar

O meio utilizado para o isolamento de microrganismos
produtores de gomas foi o préprio caldo de cana moido e
enriquecido com nutrientes do meio cana 11 (com excecdo do
agticar) e adicionado de 0,01% de actidiona. Em 50 mL de caldo de
cana estéril e enriquecido foram inoculados 0,5 mL de caldo de
cana fresco, isto ¢, colhido e mofdo no mesmo dia. Foram feitas
dilui¢des seriadas em mais dois Erlenmeyers contendo 50 mL do
mesmo meio. Os frascos foram incubados durante 36 horas a 23°C,
quando foi verificado se houve espessamento dos meios de
cultura. Os frascos que apresentaram tal resultado foram
considerados positivos para bactérias produtoras de goma, e a
partir deles foi feito o isolamento das culturas através de técnica
de esgotamento em placa em meio cana 11 s6lido. As coldnias que
apresentaram formagdo de goma foram recuperadas e para evitar
producdo excessiva de goma, mantidas em tubos com meio sélido,

base sacarose com 2% de sacarose.
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3.5. Selecdo da temperatura de incubag¢do para méaxima

producgdo e viscosidade

Frascos Erlenmeyers contendo 50 mL de meio base sacarose
foram inoculados com as culturas produtoras de gomas isoladas, e
mantidos a temperaturas de 23°C e 30°C por 48 horas. Apés o
periodo de incubagdo, amostras do caldo com crescimento foram

avaliados quanto a viscosidade aparente em viscosimetro

Brookfield modelo DV-III.

3.6. Selegdo das culturas quanto a produgio de gomas a

partir da sacarose

As culturas isoladas foram inoculadas em ambos os meios,
base sacarose e base glicose, e incubadas durante 48 horas a 23°C.
Em seguida foram centrifugadas, para separacdo de células
bacterianas, a 8500g (9000 rpm), 4°C, durante 20 minutos. Ao
sobrenadante foi adicionado alcool etilico (concentracdo final de
70%), para verificar em qual dos agucares houve produgdo de

gomas.

3.7. Preparo das gomas de origem bacteriana

Ap6s incubagdo em meio base sacarose a 23°C durante 48
horas, ou até que fosse notado o espessamento do meio de cultura,

este foi centrifugado a 8500g, a 4°C durante 20 minutos, para
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separacdo das células bacterianas. Os sobrenadantes foram
colocados em sacos de didlise e dialisados contra polietilenoglicol
MM 8000. A adgua de dialise contendo polietilenoglicol foi trocada
até que a goma concentrada dentro do saco de didlisc estivesse
clara. A goma foi liofilizada em condi¢des apropriadas e mantida

em dessecador até o momento das analises.

3.8. Detecg¢do de culturas produtoras de gomas que

precipitam em diferentes concentra¢des de dlcool

Para este teste foi empregada metodologia descrita no item
3.6., utilizando somente a sacarose como fonte de carbono. Foi
adicionado alcool de modo que se obtivesse concentragdes finais
crescentes (5%, 10%, 20%, 50% e 70%). Amostras precipitadas nas
diferentes concentragdes finais de alcool foram coletadas e secas a

45°C.

3.9. Analise de massa molecular das gomas produzidas

pelas bactérias isoladas

Para a anélise de massa molecular utilizou-se a técnica de
GPC (cromatografia de permeacdo em gel). As amostras de gomas
foram dissolvidas em d4dgua deionizada e analisadas em um
cromatégrafo de permeagdo em gel, marca Waters. As colunas

utilizadas foram Styragel HT 3, HT4 e HT 5, da Waters. Condig¢des
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de anélise: fase mével: agua, vazdo: 0,8 mL min! , temperatura
interna do detector e das colunas: 40°C, volume injetado: 100 pL.
Como padrdes de massa molecular, foram utilizadas dextranas

purificadas (marca Sigma) com diferentes massas moleculares.

3.10. Identificagdao das culturas isoladas

As culturas reisoladas e selecionadas foram caracterizadas
inicialmente quanto a morfologia, Gram, reacdes de catalase e
benzidina. As culturas Gram positiva, que apresentaram reacgdes
negativas para os testes de catalase e de benzidina, passaram por
caracterizacdo fisioldgica quanto ao crescimento em diferentes
condi¢des segundo (AXELSSON, 1993): temperaturas de 10°C e
45°C; pH 4,4 e 9,6; concentragdo de NaCl de 6,5% e 18%, e
verificagdo de metabolismo homofermentativo ou
heterofermentativo, através da producio de gds a partir da

glicose.

Todos os testes foram conduzidos em meio MRS liquido e
incubados a 30°C. Para a verificagdo da produgio de CO; a partir
da glicose, a cultura foi inoculada em caldo MRS em tubos de
ensaio fechados com tampdo de algoddo. Estes tubos foram
colocados dentro de outro tubo maior, de rosca, contendo uma
solugdo de borato de sédio 10% e vedados completamente com
filme “teflon”. O resultado positivo era verificado pela

precipitacdo do borato na superficie da solucdo.
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3.11. Influéncia das condi¢des climaticas sobre a

formacdo da “canjica”

Os dados sobre condi¢des climaticas durante os anos de 1992
a 1997 (precipitagdo pluviométrica total mensal, umidade relativa
média, dias de chuva, temperatura minima média e temperatura
méaxima média) foram obtidos junto ao Departamento de Fisica e
Meteorologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz-
ESALQ. Os dados foram analisados seguindo o modelo estatistico

(1) e empregando o teste de Student-Newman-Keuls.

Modelo estatistico (1):
Yijk = u + Aj + Mj + eijk, onde:

Yijk = pardmetro avaliado no j ¢sime més do i ¢simo ano;
pu = média geral da caracteristica;

Aj = efeito fixo do i ¢simo ano (i=92, 93, 94,...., 97);

M,;

efeito fixo do j ¢simomeés (j=1, 2, 3, ...., 12);

eijk = erro aleatoério.

3.12. Teste de influéncia de ions metalicos sobre a

viscosidade aparente das gomas

Para este teste fez-se uso dos cations encontrados em
maiores concentragdes nas “canjica” segundo andlise de
fluorescéncia de raios X (item 3.2.3). Solu¢Ses em 4gua

deionizada, contendo cdations monovalentes, divalentes e
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trivalentes na forma de cloretos e em concentragdes varidveis
entre 5mmol L-1 a 140mmol L-1, foram empregadas para dissolver
gomas liofilizadas em concentra¢Ges final de 1,3%. Para o teste
com célcio, foram realizados experimentos utilizando-o também

na forma de 6xido de célcio.

As gomas liofilizadas utilizadas foram as produzidas no
iftem 3.7, selecionadas pela boa producdo e influéncia na
viscosidade aparente. Para os testes foram utilizadas uma mistura

de todas as gomas selecionadas.

A viscosidade aparente das amostras e do controle, ou
branco (sem adigdo de ions), foram determinadas em viscosimetro
Brookfield modélo DV-III, nas seguintes condi¢fes: temperatura

de 24°C, haste n°18, rota¢do 240-250 rpm, variando de 1 em 1.

3.13. Teste de influéncia de ions metdlicos e temperatura

sobre a viscosidade aparente das gomas

Esses testes foram conduzidos do mesmo modo que o
descrito no item 3.12, mas avaliou-se também a influéncia do
tratamento térmico brando, sobre a viscosidade aparente da
solugdo. A solugdo de goma, preparada na concentragdo de cada
ion, foi submetida a temperatura de 72°C por 5 minutos, seguido
de resfriamento imediato em Dbanho de gelo. A anélise de

viscosidade foi efetuada do mesmo modo descrito no item 3.12.
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3.14. Teste de influéncia do pH e temperatura sobre a

viscosidade aparente das gomas

Este teste foi conduzido com ¢6xido de cdlcio, visto que nas
usinas de 4&lcool este composto ¢ utilizado como agente
alcalinizante do caldo. Uma série de amostras de gomas
dissolvidas em dgua deionizada teve seus pHs ajustados entre 7,0
até 12,0 (intervalo de 0,5) com 6xido de cédlcio. Somente um valor
de pH &cido foi testado, e para o ajuste do pH da solugdo de goma
em 4,0 foi utilizado o acido fosférico, por ser este o responsavel
pela acidez de solos. Apdés o ajuste dos pHs, as amostras foram
submetidas a dois tipos de tratamento térmico: por volta de 100°C
durante 15 minutos em banho-maria, e a 121°C por 15 minutos, em
autoclave. Apds a exposicdo ao calor, foram feitas avaliagdes
visuais nas amostras para verificar a ocorréncia da precipitagao
das gomas na forma de “canjica”. Efetuada essa andlise, as
amostras foram resfriadas e mantidas a 4°C para acompanhar
quaisquer altera¢des em decorréncia da exposigdo prolongada em

baixa temperatura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ASPECTOS GERAIS DA “CANJICA”

Durante a safra de agucar e 4alcool de 1994, em trabalho
conjunto com a Copersucar, foram coletadas para andlise, nove
amostras de “canjica” provenientes de diferentes usinas da regiio
de Piracicaba/SP. Nesse ano, assim como no anterior, 1993, a
formacdo da “canjica” nas usinas alcancou niveis elevados. Nos
anos seguintes, observou-se uma significativa queda na ocorréncia
do fenémeno da formacdo da “canjica”, nas mesmas usinas

anteriormente avaliadas, passando a ser esporédica.

Estruturalmente, as “canjicas” apresentavam coloracdo
branca a ligeiramente acinzentada, com diametro variando de 1 a
15 mm, sendo encontrados na forma de graos isolados (FIGURA

2a e 2b) ou aglomerados (FIGURA 2c).

Quando  aglomeradas, as “canjicas” apresentavam
semelhancas com a canjica de milho, ou com segmentos da
superficie do couve-flor. Na forma isolada, apresentavam-se como
graos de arroz cozido e partidos. Os grdos de “canjica”

apresentavam insolubilidade em dgua e certa elasticidade.



FIGURA 2. Graos de “canjica” recém-coletadas em processos de
fermentacdo alcoélica mostrando (a) e (b) grdos isolados e (c) grédos

aglomerados.

4.2. ANALISE QUIMICA E MICROSCOPICA DA
“CANJICA”

4.2.1. Cinzas, umidade, analise elementar e identificacido

de mondmeros

Os dados apresentados, na TABELA 1, mostram que as nove
amostras de “canjicas” isoladas das diferentes usinas sdo
particularmente ricas em carboidratos, tendo a glicose como

mondmero componente. As amostras apresentam uma certa
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semelhanga entre si em termos de teor de umidade (com variagéo
de 8 a 10%), e quanto aos teores de carbono (41,0 a 43,6%) e
hidrogénio (6,0 a 7,0%); variando quanto aos teores de nitrogénio

(0,51 a 1,395) e enxofre (0,04 a 0,13%).

Uma variagdo maior no teor de cinzas, na faixa de 0,7 a 3%
entre as amostras, pode ser atribuida a maior ou menor presenga
de material inorgénico agregado, proveniente da matéria prima e
das plantas de processamento das diferentes usinas analisadas.
Além disso, diferentes variedades de cana-de-acticar podem
mostrar diferengas significativas em sua composicdo quimica,
entre eles, o contetido de cinzas presente (SHARMA et al., 1979).
Fatores ambientais, incluindo qualidade da agua de irrigagao,
capacidade de troca catidnica presente no solo, fertilizantes
aplicados, maturidade da cana e nivel de matérias estranhas

também levam a alteracdo no contetudo de cinzas presentes no

caldo de cana-de-acticar (KIRBY & KINGSTON, 1978).

A presenga de nitrogénio juntamente com a do enxofre no
polimero podem ser atribuidas ao material protéico, provenientes
de microrganismos contaminantes (bactérias e leveduras)
presentes no caldo de cana, além de compostos quimicos da
matéria prima. O nitrogénio e o enxofre ocorrem em compostos
organicos das células principalmente na forma reduzida como
grupos amino e sulfidrila, respectivamente (STANIER et al, 1986).
Uma correlagdo linear muito estreita entre os teores de N e S
(r=0,99) observada nessas amostras indicam que esses estdo
essencialmente na forma organica e ndo na forma inorganica
(sulfatos, sulfitos, nitratos, nitritos, amonia, etc). Esses
componentes agregados podem fazer parte dos microrganismos

responsaveis pela sintese da “canjica”. Ja a auséncia de correlagio
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linear existente entre o teor de N e as cinzas indica que estes
ultimos, o0s minerais, sio provenientes dos contaminantes

aleatdrios incorporados a “canjica” durante a sua formacao.

TABELA 1. Composicdo quimica das “canjicas” coletadas em

diferentes usinas de alcool.

Amostra  Umidade  Cinzas %C %H %N %S Mondémero
% %
1 8,90 0,72 43,0 7,10 0,87 0,08 glicose
2 8,80 2,60 414 6,80 0,79 0,08 glicose
3 9,70 0,62 41,6 6,80 0,72 0,07 glicose
4 8,80 0,71 41,6 6,80 0,43 0,04 glicose
5 9,70 3,00 41,0 7,00 0,44 0,04 glicose
6 10,1 0,60 434 7,00 0,48 0,05 glicose
7 8,30 0,64 43,6 7,20 0,65 0,06 glicose
8 8,00 1,00 41,3 6,00 1,39 0,13 glicose
9 8,70 0,65 42,0 6,80 0,51 0,05 glicose
média 9,00 1,17 421 6,83 0,79 007 e

C= carbono; H= hidrogénio; N = nitrogénio; S= enxofre

4.2,2. Anéalise de ions metalicos

Na TABELA 2 pode-se verificar o conteido de ions
metéalicos presentes nas amostras de “canjica”, evidenciando a
existéncia de teores varidveis dos diferentes metais em relacdo a
cada amostra de “canjica”. As variacdes acentuadas nos teores de
metais podem ser atribuidas a variedades genéticas de cana, bem
como ao tipo de solo (SAI et al., 1995). Outros autores relacionam

tais variagdes a incorporagdo constante de metais ao caldo de cana
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que ocorre na planta de processamento, como resultado da
calagem da dgua de lavagem e dos equipamentos utilizados no
processo, que podem acontecer em pequenas, mas em varidveis
quantidades (FERNANDEZ et al.,, 1993). Além disso, segundo
KUMAR et al. (1989), a composi¢do quimica da cana-de-agucar
tamb¢ém varia de acordo com a qualidade da cana. Notaram ainda
que os teores de P*3, Zn*2, Mn*?2, Cu*? ¢ K* diminuiram, enquanto
que os teores de Na*, Ca*2, Mg*2 ¢ Fe*3 aumentaram no caldo de

cana queimada.

TABELA 2. Contetido de fons metdlicos (%) na “canjica” obtido

por fluorescéncia de raios X.

Canjica Al Si P <dd K Ca Ti Mn PFe
1 044 044 017 002 0,01 009 001 000 0,09
085 026 014 003 004 009 002 0,01 1,19
1,05 0,06 0,13 0,02 0,01 010 0,01 0,00 0,05
087 007 011 0,02 008 0,i1 0,01 0,02 0,05
046 1,72 0,09 002 002 0,09 0,08 0,01 041
089 011 0,10 004 006 0,16 000 0,01 0,06
097 016 012 005 004 017 0,01 0,00 0,16
081 008 026 003 006 018 000 0,01 0,06
9 082 003 018 017 034 069 0,00 0,03 0,16
média 0,79 032 0715 0,04 007 019 0,01 001 0,25

W 3 & U W N

Diferengas existentes entre as amostras de “canjica” podem
também ser atribuidas ao tipo de caldo de cana no qual elas foram
coletadas, uma vez que segundo SHARMA & GUPTA (1969),
grandes diferencas entre teores de elementos quimicos e
contettdos de cinzas foram observadas, por ocasido de anélises
realizadas em plantas de cana-de-agticar que se encontravam em

diferentes estagios de maturacio.
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4.2.3. Espectroscopia no infravermelho

A cromatografia descendente em papel para a andlise da
composi¢do de agticar presente na “canjica”, mostrou a presenga
de glicose (TABELA 1). Tal resultado sugeriu a presenga de
dextrana como polimero componente da “canjica”, embora essa,
ao contrario da dextrana, mostrasse insolubilidade no meio

aquoso do caldo de cana.

Analisando as “canjicas” e comparando-as com a dextrana
através de espectroscopia no infravermelho, verificou-se tratar do
mesmo polimero (FIGURA 3). Nos espectros de infravermelho, as
posicBes dos picos sdo expressas em comprimentos de onda ou em
frequéncias. A frequéncia de absorgio de uma vibragio
fundamental é determinada principalmente pelas massas dos
atomos em vibracdo e pela intensidade da forca de ligacdo entre
ambos. Sendo assim, os diversos grupos funcionais contidos numa
molécula absorvem em ondas diferentes (COLLINS, 1973). Nos
espectros mostrados na FIGURA 3a (“canjica”) e FIGURA 3b
(dextrana) e comparados com a literatura (NAKANISHI &
SOLOMON, 1977), observam-se respectivamente praticamente as
mesmas vibra¢des de estiramento da ligagdo C-H (em 2926,44 e
2924,97 cm-1), ligagdo C-O (em 1011,98 e 1011,43 cm-1), sendo que
em 3433,03 e 3440,35 cm-! evidencia-se a presenca de O-H,

caracterizando a presenca de dextrana na “canjica”.

Como consequéncia da complexidade dos espectros de
infravermelho se torna altamente improvavel que dois compostos

diferentes apresentem espectros idénticos, sendo portanto, um
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método seguro de identificagio (NAKANISHI & SOLOMON,
1977).
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FIGURA 3. Espectros de infravermelho da (a) “canjica” e de (b) um

padrdo de dextrana
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4.2.4. Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS)

O resultado obtido da espectroscopia de infravermelho além
de evidenciar a presenga de dextrana como elemento basico das
“canjicas”, também sugeriu um particular arranjo estrutural das
glicoses, o que seria o fator determinante da insolubilidade desse
material. Segundo a literatura, (JEANES et al.,, 1954;
SIDEBOTHAM, 1974), a solubilidade de polimeros varia, entre
outros motivos, com o tipo de linhagem que os produziu, sendo
que, grandes conteddos de ligagdo 1,6 contribuem para o aumento

da solubilidade em 4dgua.

Fez-se necessario, portanto, a realizacdo de uma anilise
estrutural do polimero. Para isso, foram realizadas analises de
CG-MS, empregando-se nelas padrdes de ligagdes 1,4 e ligagdes
1,6, correspondendo respectivamente aos compostos amilose e
dextrana (contendo 95% de ligacdes do tipo 1,6). Em condi¢des
experimentais idénticas, foram analisados por cromatografia
gasosa, ambos os padrdes de ligagdes glicosidicas bem como as
amostras de “canjica”. O padrdo de ligacdo 1,4 foi obtido com um
tempo de retengdo de 18,093 minutos (FIGURA 4a), enquanto para
o padrédo 1,6, o tempo de retencdo foi de 18,394 minutos. (FIGURA
4b). As amostras de “canjicas”, em idénticas condigdes
cromatograficas, apresentou o maior pico com tempo de retengio

em 18,241 minutos (FIGURA 4c).

Comparando-se os espectros de massa referentes aos sinais
obtidos para os padrdes (FIGURA 5) com os disponiveis na

literatura (McLAFFERTY & STAUFFER, 1989), concluiu-se que os
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padrbes de ligagdes 1,4 (FIGURA 5a) e 1,6 (FIGURA 5b),
indicaram repectivamente a presenga dos compostos 1,4,5-tri-0-
acetil-2,3,6-tri-o-metilglucitol e 1,5,6-tri-o-acetil-2,3,4-tri-o-
metilglucitol. Pode-se observar também que o espectro de massa
da “canjica” (FIGURA 5c) ¢ quase idéntico ao padrdo mostrado na
FIGURA 5D, e que determina a presenca de 1,5,6-tri-o-acetil-2,3,4-

tri-o-metilglucitol.
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FIGURA 4. Cromatogramas dos alditéis acetatos parcialmente
metilados derivados de: (a) padrao 1,4; (b) padrao 1,6 e (c) “canjica”.
Condigdes cromatogréaficas: gas de arraste hélio; volume de injegdo 1
pL; coluna Ultra 2 HP; temperatura da coluna 130°C/5minutos até
300°C com aumento de 7°C/minuto; temperatura do injetor e detector

de 250°C e 280°C, respectivamente,
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FIGURA 5. Espectros de massa obtidos a partir de: (a) padrdo de
ligagdo 1,4; (b) padrao de ligagdo 1,6 e (¢) “canjica”.

Na FIGURA 6, os resultados mostram o comportamento dos
sinais apds a mistura da amostra da “canjica” com o padrdo de
ligagdo 1,6. Observou-se que a adicdo desse padrdo na amostra de
“canjica”  intensificou o respectivo sinal do referido
cromatograma. A comparacdo desses dados com espectros
fornecidos pela literatura (McLAFFERTY & STAUFFER, 1989),
revelaram a presenga do composto 1,5,6-tri-o-acetil-2,3,4-tri-o-
metilglucitol. Confirma-se, portanto, a presenca de unidades
monomeéricas de glicose unidas predominantemente por ligagGes

do tipo 1,6, podendo ser considerada como uma dextrana de
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estrutura linear. Na TABELA 3, pode-se observar os fragmentos

primarios e os tempos de retencdo dos aldit6is acetato, derivados

da amostra de “canjica” e dos padroes de ligagdes utilizados.
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FIGURA 6. Cromatogramas dos alditéis acetatos parcialmente
metilados derivados da (a) “canjica”, (b) do padrdo 1,6 e (c) os dois
(“canjica” ¢ padrdao 1,6) injetados juntamente. Condicdes
cromatograficas: gds de arraste: hélio; coluna Ultra 2 HP; temperatura
da coluna 130°C/5minutos até 300°C com aumento de 7°C/minuto;

temperatura do injetor e detector de 250°C e 280°C, respectivamente.
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Os resultados obtidos através da analise das “canjicas” por
CG-MS, confirmam os dados obtidos por cromatografia em papel e
espectroscopia de infravermelho. Dessa forma, observou-se que os
mondémeros de glicose, que constituem as nove “canjicas”
analisadas, estdo unidos predominantemente por ligagdes do tipo
1,6. Embora os resultados indiquem uma aparente exclusividade
de glicose como componente da “canjica”, ndo se deve descartar a
possibilidade de existéncia de tragos de outros agtcares
associados a dextrana os quais, por razdes de baixa concentragio
nao foram identificados pela técnica de CG-MS. Além disso, deve-
se considerar que a técnica de cromatografia em papel ndo

apresenta a mesma sensibilidade comparando-se ao CG-MS.

TABELA 3. Dados de CG-MS para os alditéis acetato derivados da

“canjica”e dos padrdes de ligagao 1,4 e 1,6.

Composto t: Fragmentos

(minutos) Primérios (m/z)
1,5,6-tri-o-acetil-2,3 4 -tri-o-metilglucitol 18,394 43,101,117,161,189,203,233,291
1,4,5-tri-0-acetil-2,3,6-tri-o-metilglucitol 18,093 43,99,117,131,161,203,233,277
“canjica” 18,241 43,87,101,117,161,173,189,233

tr = tempo de retengéo

m/z = relagdo massa sobre carga

4.2.5. Difracdo de Raios X

Comparando os resultados obtidos a partir de analises de
difragdo de raios X utilizando amostras de dextrana purificada
comercial como padrdo e a de “canjica” (FIGURA 7a) observa-se
um maior grau de organizagdo estrutural da dextrana, enquanto

que no caso da “canjica” (FIGURA 7b) nota-se a presenca de duas



67

bandas, uma em 9,580 e outra em 21,200 (em valores de 2theta),
ambas ausentes na amostra padrdo. Essas duas bandas
provavelmente correspondem a outro tipo de material agregado a

dextrana.

(a)

1400

1200 | —._.dextrana

0.00 20.000 £0.000

-.2','["heté [deg.]

1000 ..
w——— canjica 1
21.200

] 1 { — ! N
16,000 29,000 . .00 £.000

2Theta [deg.]

FIGURA 7. Padrdo de difracdo de raios X da (a) dextrana e da “canjica”
e (b) da “canjica”, utilizando goniémetro horizontal e feixe de 30Kv e
20mA com colimador K, Cu e filtro K;.
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Tal resultado descarta portanto, a exclusividade da dextrana
na “canjica” e sugere uma influéncia desta composi¢do mista
sobre a solubilidade em dgua. A diferenga da intensidade entre as
duas amostras pode ser atribuida a diferenga de pureza entre as

amostras.

4.2.6. Considerag¢des a respeito da andlise quimica da

“canjica”

A ocorréncia do fendmeno da formagdo de “canjicas”,
durante o processamento de agucar e dlcool, sempre foi atribuido
pelos técnicos das usinés, a presenca de dextrana, uma vez que
estudos ja haviam demonstrado a presenga desse tipo de polimero
associado ao caldo de cana (EGAN, 1966; KENERY et al., 1967;
LEONARD & RICHARDS, 1969; TILBURY, 1975; ALSOP, 1983).

Por outro lado, esses resultados discordam de outros
apresentados pela literatura (SIDEBOTHAM, 1974), em que se
estabelece uma relacdo em que o tipo de ligagdo quimica é
associado com a solubilidade do polimero. Em 1993, CASTILLO et
al. isolaram trés linhagens de Leuconostoc mesenteroides que
produziam dextranas insoliveis em d4dgua com consideravel
quantidade de ramificagdes. J4 a “canjica” coletada na industria,
mostrou tratar-se de um material polimérico rico em ligagdes do
tipo 1,6, portanto com estrutura linear ¢ também insoluvel em

melo aquoso.

Admitindo-se que as “canjicas” sdo de fato constituidas

exclusivamente pelo polimero dextrana, o esperado seria um
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polimero altamente ramificado e com diferentes tipos de ligagdes
quimicas nos pontos de ramificagdo, o que lhe conferiria tal
caracteristica de insolubilidade em meio aquoso. Portanto, pode-
se sugerir que, embora a “canjica” tenha estrutura tipica de uma
dextrana linear, alguns fatores adicionais podem estar envolvidos
em um mecanismo de enovelamento e formagdo do seu aspecto
caracteristico. Além disso pelos dados apresentados na TABELA 2,
pode-se verificar a presenga de Al*3, Mn*2, Ca*?, Si*, Ti*, Fe*3 e K*
associados a todas as “canjicas”, em quantidades variaveis. Tal
resultado sugere que estes cations podem interagir com a

estrutura linear da dextrana de forma que ela se enovele.

Deve-se considerar também a existéncia de outro composto
associado a “canjica” além da dextrana, como mostrado na
difragdo de raios X e que pode ser ¢ responsdvel pela sua

caracteristica de insolubilidade.

Os estudos conduzidos por JEANES et al. (1954) e
confirmado por ALSOP (1983), mostraram que diferentes
linhagens de bactérias produzem dextranas distintas, com uma
variagdo da porcentagem de ligagdes 1,6, do tipo de ligagdo nos
pontos de ramificagdo bem como na porcentagem de ramificagdo.
Segundo os autores, as dextranas produzidas por diferentes
bactérias apresentam estruturas que variam em relagdo a
quantidade de ramifica¢des apresentadas. Diante disso pode-se
sugerir que as “canjicas” coletadas nas diferentes usinas sdo
formadas por polimeros produzidos pelos mesmos tipos

bacterianos.
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4.2.7. Aspectos microscépicos da “canjica”

Anélises de microscopia O6ptica das “canjicas” recém
coletadas no processo fermentativo mostraram a presenca de
bactérias, predominantemente bacilos, e leveduras, associados ao
material amorfo. As micrografias estdo mostradas na FIGURA 8.
A presencga desses microrganismos tanto pode estar relacionada a
propria microbiota presente durante o processo de fermentacéo
alcodlica, como também pode ser relacionada a possibilidade
desses microrganismos serem os responsaveis pela produgdo da
dextrana e apresentagdo dessa na forma caracteristica da

“canjica”.

Nao se deve descartar a possibilidade da associagdo desses
microrganismos presentes na “canjica”, através de interagSes e
liberagdo de compostos a partir do seu metabolismo, levar a
precipitacdo do polimero na forma de “canjica”, conforme citaram
BEVAN & BOND (1971). Os autores verificaram a produgdo de
polimero semelhante a “canjica”, a quem denominaram goma
“tapyoca-like”, e atribuiram tal formagdo como decorrente da
associagdo de linhagens de Leuconostoc, de leveduras (Picchia ssp
ou Hansenula ssp) e pequenos bastonetes. Trabalho envolvendo
andlises de grdos de “kefir” também mostrou essa associagdo, mas
nesse caso, a bactéria latica normalmente presente é do género
Lactobacillus, enquanto a levedura é uma Saccharomyces (PIDOUX

et al., 1990).
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FIGURA 8. Aspectos microscépicos da “canjica” e microrganismos

associados (1.250x). (a) aspecto geral da “canjica” com leveduras e

bacilos e (b) detalhe dos bacilos.
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4.3. GOMAS PRODUZIDAS POR MICRORGANISMOS
ISOLADOS DE CANA-DE-ACUCAR

4.3.1. Isolamento de microrganismos produtores de

gomas

A ocorréncia de polimeros externamente a parede celular é
uma  caracteristica comum = em = microrganismos. Tais
polissacarideos podem ser encontrados tanto na forma de
discretas cédpsulas ao redor da célula ou podem ser secretados
como uma massa amorfa no meio de crescimento microbiano. De
qualquer forma, esses exopolissacarideos conferem uma certa
prote¢do ao microrganismo em relacdo a agentes externos,

favorecendo seu desenvolvimento no seu meio de crescimento.

Para a realizagdo do presente trabalho, objetivando-se o
isolamento de bactérias lacticas produtoras de gomas a partir da
sacarose, foi escolhido o meio de cultura Cana 11 (UENO, 1992).
Segundo a autora, esse meio permite o crescimento de
Lactobacillus e Leuconostoc em condicdes estaciondrias, mostrando
parametros como constante maxima de crescimento (p), e laténcia
(L), em niveis semelhantes aos obtidos quando utilizado o meio
Man, Rogosa & Shape (MRS), que é um meio tradicional para o
cultivo de bactérias lacticas. Outra caracteristica interessante é a
presenca de sacarose como encontrado na cana-de-a¢icar no meio

Cana 11, possibilitando, dessa forma, a produgdo de
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polissacarideos a partir desse substrato, possivelmente através da

liberagcdo da enzima dextransacarase.

Analisando os caldos de cana recém-colhidos, foi observada
a existéncia de microrganismos produtores de material gomoso,
que era observado apés 24 horas de cultivo através da verificacido
do espessamento do meio de crescimento. A inoculagio de
amostras dos caldos que apresentaram espessamento observavel,
evidenciou em cultivo realizado em meio s6lido, a presenca de
coldnias altamente produtoras de gomas. A coleta dessas coldnias
e sua inoculagdo em outro meio para isolamento tinha de ser
realizada em 24 horas para evitar o contato entre os materiais
poliméricos produzidos pelos isolados, de modo a evitar uma

consequente contaminagédo entre as colénias.

4.3.2. Identificacdo de microrganismos produtores de

gomas

A partir dos métodos de isolamento empregados, foram
selecionadas somente as bactérias Gram positiva, produtoras de
goma e que apresentassem os testes de catalase e benzidina
negativos. Tal procedimento baseou-se em dados da literatura
(TILBURY, 1971; SIDEBOTHAM, 1974) e visou a sclecdo de
microrganismos do grupo lactico. Esses mesmos autores
mostraram a importancia de bactérias lacticas, especialmente dos
géneros Lactobacillus e Leuconostoc como contaminantes naturais

do caldo de cana, assim como sua relagio com o mecanismo de

producdo de exopolissacarideos.
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Submetendo as bactérias produtoras de gomas selecionadas
como pertencentes ao grupo ldctico as andlises propostas por
AXELSSON (1993), pode-se verificar que todas os microrganismos
isolados em cana recém-colhidas e moidas, pertencem ao género
Lactobacillus, uma vez que além das caracteristicas fisiolégicas
apropriadas ao género, todos os isolados possuiam a forma de
bastonetes. Na TABELA 4 observam-se as caracteristicas
diferenciais das bactérias isoladas (identificadas por nimeros) a

partir de caldo de cana-de-agtcar recém colhida e moida.

Estes resultados poderiam ser explicados de acordo com
SILVA & CANHOS (1990), que avaliando o caldo de cana durante
0 resfriamento em torre, também encontraram como
predominantes as bactérias pertencentes ao género Lactobacillus
(30%), sendo que as espécies mais encontradas foram L. fermentum

(33%), L. confusus (18%) e L. viridescens (11%) .

Também GALLO (1990), determinando a microbiota
bacteriana de mosto e de dornas da fermentagdo alcodlica,
verificou a predominéncia do género Lactobacillus (59,75%),
evidenciando assim a importdncia desse género como
contaminante em caldo de cana. Entretanto, outro trabalho de
isolamento de bactérias a partir de caldo de cana mostrou além de
Lactobacillus, outros tipos bacterianos; dentre eles: Acectobacter,

Clostridium, Bacillus, Enterobacter, Streptococcus e Leuconostoc

(AMORIM & OLIVEIRA, 1982)

O trabalho de isolamento aqui realizado visou a obtengdo

de microrganismos produtores de goma e do grupo lactico, ndo se

constituindo, portanto, em um trabalho de levantamento da

microbiota associado a cana-de-agucar, limitando a possibilidade
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de isolamento de uma variedade de bactérias. Além disso, ¢é
preciso considerar que a cana-de-agtcar utilizada nos
experimentos foi cortada e imediatamente moida e analisada,
evitando, portanto, a proliferacdo de microrganismos produtores
de goma. De acordo com KENERY et al. (1967), qualquer atraso
que ocorra entre a queimada e a colheita da cana, ou entre a
colheita e o processamento dessa cana, pode criar condicdes
favoraveis para o desenvolvimento de Leuconostoc. Trabalhou-se,
portanto, em condi¢des ideais de manejo da cana-de-agtcar. Ja os
resultados obtidos por TILBURY (1971) diferem dos nossos, visto
que o autor detectou Leuconostoc mesenteroides em caldo de cana

recém-colhida com uma contagem inicial entre 5x104 e 5x105

UFC/mL.

Embora a literatura (BOURNE et al., 1972; CASTILLO et al.,
1993; LANDON et al., 1993) enfatize que as melhores bactérias
produtoras de goma sdo as do género Leuconostoc, foi importante
trabalhar com outras bactérias que apresentassem tal
caracteristica e que estivessem presentes no caldo de cana, como

os lactobacilos, que estavam presentes nas “canjicas” recém

coletadas (FIGURA 8).

Além disso, ha tempos se conhece a associacdo de bactérias
do género Lactobacillus em graos de “kefir”, sendo que o
microrganismo ¢é o responsdvel pela producdo da dextrana
presente (VAYSSIER, 1978; MOINAS et al.,, 1980; PIDOUX et al.,
1988; GALLI et al., 1995; ZACCONI et al., 1995).



76

TABELA 4. Caracteristicas diferenciais das bactérias isoladas a
partir do caldo de cana recém colhido e analisadas segundo
AXELSSON (1993).
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Os lactobacilos, no caso da fermentagdo alco6lica, merecem
atencdo principalmente porque este género, além de produzir
gomas, estd frequentemente associado ao fendmeno da floculagdo
de leveduras durante o processo fermentativo (YOKOYA & OLIVA-
NETO, 1991). Normalmente, o Leuconostoc é encontrado em ndamero
reduzido nas dornas de fermentacdo devido a falta de
competitividade desse género com a levedura no sistema de
fermentagdo alcodlica, enquanto o Lactobacillus sobrevive durante
o ciclo fermentativo (KAJI, 1989). Logo, deve-se considerar Que,
na pratica, o Leuconostoc esta presente no caldo de cana até o
momento da fermentagdo; e pode-se encontrar, entdo, um caldo
com alta viscosidade aparente em decorrércia do seu crescimento,

e consequente produgdo de gomas.

O aumento da viscosidade do caldo de cana nas usinas de
dlcool ¢ considerado um fato corriqueiro, e esse fendmeno
associa-se a presenca de bactérias, principalmente do grupo
lactico. A formagdo da “canjica”, possivelmente deva estar
relacionada com um caso excepcional que ocorre em situagdes de
aumento de viscosidade causada pela presenca de dextrana e a
simultdnea presenca de outros fatores desconhecidos que podem
influir no fendmeno. Neste caso, portanto, a presenga de bactérias
produtoras de gomas (como o Lactobacillus), poderia também
interferir no processo de floculagdo de leveduras, em processos
normais, ou caso estas gomas precipitassem em concentracdes de
alcool semelhantes ao que se obtém durante a fermentagdo

alcoélica.

Considerando que a presenga de Leuconostoc no caldo de

cana também pode levar a um aumento de viscosidade antes do
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inicio da fermentagdo, é possivel supor que a formagdo da
“canjica” possa ocorrer em casos extremos de aumento de
viscosidade causada por ambos os microrganismos. Uma
possibilidade é que no momento da formagdo da “canjica”, s6 o
Lactobacillus esteja presente e esteja associado com a ocorréncia

do fendmeno.

4.3.3. Selecdo de microrganismos produtores de gomas

Foi notado que algumas linhagens de Lactobacillus
isoladas apresentavam um comportamento superior em termos de
produtividade de goma no meio de cultura. A partir dessa
observagdo, tais linhagens foram escolhidas para produgdo de
gomas. Outro fator que influiu, ndo s6 em termos de
produtividade mas também de viscosidade aparente conferida ao
caldo, foi a temperatura de crescimento dos microrganismos no
caldo suplementado com sacarose como fonte de carbono. Pode-se
observar na TABELA 5 que, entre as linhagens melhores
produtoras de gomas, existe uma diferenca em termos de
viscosidade aparente em relagdo a temperatura de incubag¢do. Em
temperatura ambiente, em torno de 23°C, a viscosidade aparente
do caldo foi superior em relagdo a obtida a 30°C; logo, a
temperatura de 23°C foi utilizada sempre que se fez necessario o

cultivo de microrganismos para produg¢do de gomas.

Além disso, todas as culturas produtoras de gomas isoladas
a partir do caldo de cana fresco, apresentaram produgdo de
gomas em meio de cultura com sacarose e auséncia de producgdo

de goma em presenga da glicose, sugerindo, portanto, a agdo da
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enzima dextransacarase na polimerizagdo da glicose. Observou-se
uma variagdo em relagdo a produtividade, sendo que as culturas
que apresentaram maior produgdo de goma foram selecionadas
para os testes de fatores que influenciam a formagdo da “canjica”.
Em anélise por cromatografia em papel, todas essas gomas

selecionadas eram constituidas por glicose.

TABELA 5. Influéncia da temperatura de incubagio sobre a viscosidade

aparente do meio inoculado com diferentes culturas.

Viscosidade Aparente (cP)

Cultura 23°C 30°C
6 11,1 3,9
8 13,9 4,0

22 11,8 3,6
38 60,0 38,6
42 49,5 28,2
43 5,70 1,8
44 22,0 19,5
46 47,0 27,0
54 27,5 13,0
57 38,3 2,1

Condigdes de analise: Viscosimetro Brookfield modélo DV-III, haste n° 18,
240-250 rpm, intervalos de 1 minuto com rotagio variando de 1 em 1,

temperatura de leitura 23°C.

Existem controvérsias na literatura a respeito da influéncia
da temperatura sobre a viscosidade aparente. De acordo com
TECANTE et al. (1986), baixas temperaturas de rea¢io mostraram-
se responsaveis pela produgdo de solugdes menos viscosas,
devido a redugdo de massa molecular da dextrana produzida. Por
outro lado, CHOPLIN et al. (1986) mostraram que dextranas
produzidas em baixas temperaturas sdo menos ramificadas e,

portanto, mais viscosas, concordando com os dados apresentados

por SABATIE & CHOPLIN (1986).
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Em relagdo a produgdo de gomas por 10 mL de caldo
inoculado, pode-se verificar na TABELA 6, que obteve-se alta
produtividade de gomas em condi¢gdes de laboratério. Os
resultados apresentados na literatura (EGAN, 1971), mostram que
em cana colhida e estocada por mais de um dia, tais valores
variaram entre 9 a 10 mg/10 mL e entre 23 e 47 mg/10 mL,

respectivamente, para a cana inteira e para a cana picada.

TABELA 6. Produtividade de goma (mg/10 mL) de diferentes culturas

em meio base sacarose e 23°C.

Cultura  Produgdo de gomas

(mg/10mL)

6 414,2
8 420,7
22 225,7
38 801,1
42 752,0
43 111,0
44 375,0
46 720,0
54 390,0
57 437,0

4.3.4. Deteccdo de culturas produtoras de gomas que
precipitam em diferentes concentragdes

alcodlicas

Considerando a possibilidade de existirem gomas que
precipitem em concentra¢des alcoélicas, semelhantes as obtidas
durante a fermentagdo alcodlica (por volta de 10%), e que estas
poderiam estar relacionadas a ocorréncia do fendmeno de
floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisae, foi feito uma

triagem das gomas produzidas pelas culturas isoladas. Observou-
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se que todas as culturas produziram gomas detectaveis, as quais
precipitaram somente acima de uma concentracdo final de 20% de
alcool. ALSOP (1983), coloca um valor de 48% na concentracdo
final como referéncia para precipitagdo de gomas em alcool,
possibilitando a distingdo entre gomas de alta e de baixa massa
molecular, sendo a massa molecular inversamente proporcional a

concentragdo de alcool adicionado.

Muitas vezes o caldo de cana ja chega a planta de
processamento com alta viscosidade aparente, em virtude da
presenga de contaminantes produtores de gomas. Nessas
condi¢Bes, existe a possibilidade dessas gomas formadas nio
precipitarem como “canjicas” no trocador de calor, e ficarem
estaveis no caldo fermentativo, enquanto os niveis alco6licos nio
estejam muito altos, ap6s o que seriam precipitados pela agio do
alcool e, consequentemente, arrastariam as leveduras envolvidas
no processo de fermentagdo alcodlica como um mecanismo de

floculacdo.

Para que se comprovasse a influéncia de gomas com
diferentes massas moleculares na presenga de baixa concentragdo
de 4lcool, sobre o fenémeno da floculagdo, deveria existir,
durante a fermentagdo, um méaximo de produgdo de gomas de alta
massa molecular no caldo de cana a ser fermentado. Os resultados
de analise de massa molecular das gomas obtidas no presente
trabalho, (FIGURA 9) mostram a predominéncia de gomas de alta
massa molecular nas amostras. Foi observado que existe uma
pequena proporcdo de gomas de baixa massa molecular em
comparagdo com as de massa molecular maior que 2.000.000 Da, e

que estas, de alta massa molecular nio foram, portanto,



suficientes para que precipitassem em concentra¢des alcodlicas

obtidas em um processo fermentativo normal, por volta de 10%.
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FIGURA 9. Cromatogramas (Intensidade x tempo) obtido por GPC
(cromatografia de permeacdo em gel) de: padrdao dextrana de MM
2.000.000 Da (P) e gomas produzidas pelas culturas de Lactobacillus
selecionadas. Condigdes cromatograficas: fase moével: 4gua, vazao: 0,8
mL min-!, temperatura do detector e das colunas: 40°C e volume da

amostra injetada: 100uL.

Assim sendo, pode-se afirmar que os lactobacilos
produtores de gomas isolados, ndo estio envolvidos num
processo de floculagdao através da precipitacio das gomas
produzidas e presentes em caldos de fermentacdo, pois em caldos
fermentados obtem-se, normalmente, valores finais médios de

10% de dlcool (CHERYAN & MEHAIA, 1983).

Segundo a literatura (ROBYT & WALSETH, 1979; ALSOP,
1983), a concentragdo de sacarose presente no caldo necessiria

para méaxima producdo de gomas de alta massa molecular varia
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de 2,0 a 17,9%. Tais valores sdo facilmente obtidos em caldo de
cana madura; portanto, ndo se deve descartar a hipétese de que,
em condi¢des especiais, a concentragio de gomas de alta massa
molecular seja suficiente para permitir a sua precipitagdo em

teores alco6licos presentes em fermentacio alcoédlica.

4.4. FATORES ENVOLVIDOS NA FORMACAO DA
“CANJICA”

Dentre todas as culturas produtoras de gomas isoladas e
testadas durante o presente trabalho, nenhuma delas chegou a
produzir gomas com aspecto caracteristico da “canjica”, conforme
descrito no item 4.1 e mostrado na FIGURA 2, e nem
apresentaram insolubilidade no meio de cultura testado. Tal
resultado sugere, provavelmente, a existéncia de outros fatores
importantes ocorrendo preliminarmente ou durante as etapas do
processo fermentativo, que devam estar envolvidos no processo

de formagao do polimero com aspecto da “canjica”.

4.4.1. Influéncia das condi¢des climaticas

Relacionar a maior frequéncia do processo de formacdo da
“canjica” durante as safras de 1993 e 1994, as condicdes do clima
desses anos pode ser correto, uma vez que a mesma cana-de-
agtcar, posteriormente utilizada no processo fermentativo das
usinas, sofreu a influéncia dos aspectos climaticos. Chama a
atengdo o fato de que, nos anos seguintes a observacio da

ocorréncia do fendmeno, este voltou a ser um evento esporédico.
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Alguns autores relacionaram a interferéncia das condigdes
climaticas, sobre a cana-de-agticar, como fator importante no
desenvolvimento de microrganismos produtores de gomas
(YATES 1996; MORO du BOIL, 1997). Segundo YATES (1996), o
indice pluviométrico afeta a qualidade da cana, influenciada
principalmente pela umidade do solo. Os danos fisicos no colmo
causado por temporais (FOSTER et al., 1980; IRVINE, 1981) e por
geadas (SINGH & SINGH, 1975; LEGENDRE et al., 1984) também

elevam as chances de contaminagdo da cana-de-agucar.

Por outro lado, deve-se considerar que se realmente as
condi¢des climaticas tiveram influéncia sobre a formacdo da
“canjica”, a grande maioria das usinas da regido deveria ser
afetada e ndo somente algumas unidades. De qualquer modo, nio
se pode descartar completamente esta influéncia climatica, pois a
qualidade do caldo de cana, em associacdao com outros fatores
desconhecidos presentes nds usinas, poderiam levar & ocorréncia

do fendémeno.

Sendo assim, foi realizado um levantamento junto ao
Departamento de Fisica e Meteorologia da ESALQ, sobre as
condi¢des climéticas da regido de Piracicaba/SP. Os dados foram
coletados em um local préximo as usinas avaliadas, devido a nio
disponibilidade e ou impossibilidade da obtengdo de dados

especificos a cada uma das usinas desta regido.

O levantamento cobriu o periodo compreendido entre 1992
e 1997, com tomadas didrias envolvendo os seguintes pardmetros:
precipitacdo pluviométrica, umidade relativa, dias de chuva,
temperatura média minima, e temperatura média mé&xima. Os

dados foram avaliados mensalmente, considerando que a
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ocorréncia de “canjica” sempre foi estabelecida em safras. Além
disso, ndo haviam informacdes referentes ao més ou dias exatos

em que se observou a formagdo da “canjica” em cada usina.

Deve-se considerar que, as safras dos anos de 1993 e 1994
foram especialmente criticas no que se refere ao fendmeno da
formagdo de “canjicas” durante os processos de industrializagio
da cana. Portanto, ao efetuar as analises estatisticas, procurou-se
verificar se houve nesse periodo alguma ocorréncia atipica que
merecesse ser considerada, e que poderia ter influenciado a
ocorréncia de “canjicas” naquelas duas safras em especial. Os
resultados das analises estatisticas envolvendo as condicdes

climaticas estdo apresentadas na TABELA 7.

TABELA 7. Médias e desvios padrdo de parimetros climaticos
observados na regiio de Piracicaba/SP durante os anos de 1992 a
1997. '

Ano Precipitagao Umidade Dias de Tempera- Tempera-
pluviométrica Relativa Chuva tura minima. tura méaxima.
1992 109,21 £ 85,23a(1) 77,72 £3,742 11,08 + 6,442 17,89 £2,742 24,74 +1,88v
1993 110,30+ 64,902 79,5 £ 3,612 11,50 £ 6,42 17,84 £ 4,13 25,79 £2,262
1994 115,10 +£ 93,974 76,66 + 7,122 8,83 £ 5,042 18,10 £5,374 26,00 £2,322
1995 137,29 £ 116,872 78,351 6,212 10,17 £ 5,642 18,24 13,004 25,83 £2,262
1996 132,60 £ 110,542 79,02 4,807 11,33 4 6,692 18,25 £3,904 25,00 £2,373b
1997 113,22 + 105,722 77,72 £ 5,012 10,08 + 6,642 25,35 £2,754 18,18 4,062

Fonte: Departamento de Fisica e Meteorologia da ESALQ- Piracicaba /SP

Mmédias e desvios padrio seguidos de mesma letra na coluna sio
estatisticamente iguais (P>0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Para os parametros da precipitacio pluviométrica, umidade
relativa, dias de chuva e temperatura média minima, nio foram
observadas diferencas significativas (P>0,05) entre os anos
avaliados. Por outro lado, para o pardmetro da temperatura
média méxima, observa-se que o efeito do ano foi significativo.

Apesar de os dados ndo terem sido coletados exatamente nem no
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local da usina e nem no local do cultivo da cana-de-agucar, pode
ter ocorrido um efeito importante que merega maior estudo, de
modo que se possa afirmar, que ndo existam diferencas entre os
outros parametros analisados e que realmente exista uma
diferenca significativa sobre a temperatura média maxima como
se observa. Estudos complementares sdo necessarios para que se
possa afirmar que, diferengas entre temperaturas, durante a época
de plantio e o desenvolvimento da cana-de-agtcar, estejam
influenciando a qualidade da matéria prima, com consequente

influéncia sobre a formacgao da “canjica”.

4.4.2. Influéncia de ions metalicos e tratamento térmico

Observando os dados apresentados na TABELA 2, pode-se
notar a presenca de fons metdlicos agregados ao material
polimérico das “canjicas”, as quais tanto podem estar
relacionados com a formacido de uma estrutura diferencial das
dextranas, como ser resultado de arraste desses ions presentes no

ambiente fermentativo. .

A utilizagdo das concentra¢des de cations foi baseada em
estudos feitos por outros autores empregando diferentes tipos de
gomas (TANG et al., 1995) e as concentracdes de gomas, por se
adequarem ao equipamento disponivel para as andlises de
viscosidade aparente. As gomas liofilizadas utilizadas foram
produzidas por diferentes linhagens de Lactobacillus, isoladas de
caldo de cana fresco e que mostraram boa producdo, com grande

influéncia na viscosidade aparente.
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A FIGURA 10 mostra o comportamento da viscosidade
aparente das gomas em presenca de diferentes cations. A adigdo
de aluminio e calcio resultou em pequeno aumento da
viscosidade aparente da amostra em relacdo aos outros cations,
sendo que o cédlcio exerceu um efeito inicial superior ao do
aluminio, o qual se igualou conforme aumento da rotagdo da
haste. J4 os demais fons testados (manganés, ferro e potéssio), nas

mesmas concentragdes, levaram a uma diminuicio da viscosidade

aparente da amostra.
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FIGURA 10. Gréfico (viscosidade x rotagao) apés a adigdo de 5 mmol L-
1 de diferentes c4tions sobre a viscosidade aparente (cP) da amostra de
goma. Condigdes de andlise: Viscosimetro Brookfield DV-III, haste n°
18, 240-250 rpm, intervalo de 1 minuto, rotacio variando de 1 em 1;

temperatura de leitura 23°C.

A submissdo da solugdo gomosa a tratamento térmico
brando (72°C/5 min.) acarretou uma alteracio no comportamento
da amostra. Pode-se verificar na FIGURA 11, que apés o

tratamento térmico houve uma diminuicdo da viscosidade
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aparente da amostra quando comparada com o controle (sem
tratamento térmico), independentemente do céation associado,
sendo que o fon cdlcio foi o tnico que manteve a viscosidade

aparente da amostra em indices superiores.
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FIGURA 11. Gréfico (viscosidade x rotagdo) ap6és a da adicdo de 5
mmol L-1 de diferentes cations e tratamento térmico brando (72°C/5
minutos) sobre a viscosidade aparente (cP) da amostra. Condigdes de
andlise: Viscosimetro Brookfield DV-III, haste n°® 18, 240-250 rpm,

intervalo de 1 minuto, rotagdo variando de 1 em 1; temperatura de
leitura 23°C.

O tratamento da goma em presenca de cations,
especialmente o cédlcio, a uma concentracio de 5 mmol L1, em
presenca ou auséncia de choque térmico, ocasionaram uma
alteragdo na viscosidade aparente da amostra, sem que se
verificasse qualquer alteragdo visual semelhante a “canjica” ou
mesmo alteragdes em termos de diminui¢do de solubilidade da
amostra no meio aquoso. Esses dados mostram que o tratamento
térmico, ainda que brando, causa uma alteracio nas propriedades

reolégicas da amostra, independentemente da presenga de ions.
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A mistura dos dois cédtions (aluminio e cdlcio) em
concentragéés de 5 mmol L-! ¢ 140 mmol L-! sobre uma solugdo de
goma, mostrou que concentragdes mais elevadas, sio mais
eficientes em termos de aumento de viscosidade aparente
(FIGURA 12). Quanto ao tratamento térmico, verifica-se que o
calor tem influéncia sobre a diminuicio da viscosidade aparente
das amostras, e que a adicdo de calcio, ao contrario do aluminio,
confere maior estabilidade da goma em relagdo ao calor, nio
permitindo que a viscosidade aparente diminua muito. O célcio,

quando em associagdo com o aluminio, mostrou este mesmo

comportamento.
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FIGURA 12. Grafico (viscosidade x rotagdo) apés a mistura de céations
cdlcio e aluminio em diferentes concentra¢des. sobre a viscosidade
aparente da amostra. Condig¢des de analise: Viscosimetro Brookfield
DV-III, haste n° 18, 240-250 rpm, intervalo de 1 minuto, rotagdo
variando de 1 em 1; temperatura de leitura 23°C). O indice (*) significa

presenca de tratamento térmico (72°C/5 minutos).
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Os resultados obtidos, ainda que insuficientes para elucidar
a questdo sobre a formagdo de “canjicas” a partir de dextrana,
mostram que os fons calcio exercem de alguma forma influéncia
sobre as caracteristicas fisicas das gomas. Este dado ¢
interessante, uma vez que grandes quantidades de calcio (na
forma de 6xido) s@o normalmente utilizados para tratamento do
caldo de cana a ser fermentado, com o intuito de precipitar
componentes indesejdveis ao processo. Imediatamente apés a
adicdo do 6xido de calcio, o caldo é submetido a tratamento

térmico e, em seguida, resfriado em trocadores de calor.

Considerando que ¢ justamente nesta etapa que ocorre a
formacdo de “canjica”, repetiu-se o teste adicionando calcio na
forma de 6xido a solugdo de goma até a obtencdo de pH alcalino
(por volta de 9,0), seguido de tratamento térmico e posterior

acidificagdo até pH 6,0.

Observou-se, nessas condi¢des, pequeno aumento da
viscosidade aparente da amostra (FIGURA 13), a qual néo foi tdo
significativa a ponto de considerar que a maneira pela qual o ion
¢ adicionado exer¢a grande influéncia sobre a viscosidade

aparente da amostra.

A partir desses resultados, pode-se mostrar que o
tratamento de gomas produzidas exclusivamente por bactérias do
género Lactobacillus, com cations e tratamento térmico brando,
ndo ¢é suficiente para reproduzir a formacdo da “canjica” em

condigbes experimentais.
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FIGURA 13. Grafico (viscosidade x rotagdo) ap6s a adigao de 6xido de
calcio e tratamento térmico (72°C/15 minutos) sobre a viscosidade
aparente da amostra. Condi¢des de analise: Viscosimetro Brookfield
DV-III, haste n°® 18, 240-250 rpm, intervalo de 1 minuto, rotacdo

variando de 1 em 1; temperatura de leitura 23°C.

Ao contrdrio de polissacarideos anionicos, as dextranas sdo
polissacarideos neutros e dependem, portanto, de fatores
adicionais para que os fons interajam com a molécula de goma,
alterando, deste modo a estrutura conformacional da molécula. A
presenca de ions metalicos agregados a “canjica”, bem como a
influéncia da presenga de calcio e aluminio sobre a viscosidade
aparente das gomas, pode causar no ambiente de fermentacio
alco6lica um enovelamento visivel além de levar a uma

diminuigéo significativa na solubilidade do polimero.

Segundo WHISTLER (1972), polissacarideos de ocorréncia
natural, soltveis em agua, possuem caracteristicas estruturais que

previnem ou retardam associa¢des intermoleculares, embora em
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estruturas soldveis em dgua e lineares as moléculas possuem

ligagdes que permitem alto grau de flexibilidade

4.4.3. Influéncia do pH alcalino e tratamento térmico

Existem duas possibilidades que devem ser consideradas:
uma € a formagao de um fendmeno de enovelamento das cadeias
de polimero que se torcem pela presenca de cations; outra ¢é a
formacdo de ligagdes éter em presenca de pH alcalino ou 4cido,
principalmente em altas temperaturas, através de um mecanismo
de substitui¢do nucleofilica. A ocorréncia de ligagGes éter uniria
duas cadeias de dextrana. Embora os grupos sejam neutros, eles
tém certa tendéncia a ganhar ou perder elétrons, e por essa razao,

apresentar cardter de reagentes eletréfilos ou nucle6filos

(MORRISSON & BOYD, 1973).

No caso dos processos envolvidos na fermentacgio alcéolica
€ que podem ser relacionados com a formacio de diferentes
estruturas na presenca de ions, chama a atencdo a influéncia da
adicdo de oxido de calcio. Este composto € rotineiramente
utilizado como agente floculante de particulas coloidais,
eventualmente presentes no caldo e que poderiam prejudicar as
etapas posteriores da fermentagdo. Normalmente, adiciona-se
oxido de calcio de modo que o pH atinja o valor de 9,0, sendo que
este processo ¢ feito antes do choque térmico, sugerindo que a
ocorréncia do fenémeno da formagdo da “canjica” no trocador de
calor, esteja relacionado com a presenca de pH alcalinizado pelo

6xido de calcio. Ndo se deve descartar também a presenga de
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outros fons no ambiente da fermentacdo, os quais podem ter

influéncia no enovelamento da dextrana na forma de “canjica”.

Pode-se supor também, que nas usinas que apresentaram a
formagdo de “canjicas” no trocador de calor, o caldo de cana
quando submetido ao tratamento com 6xido de calcio e posterior
tratamento térmico, j4 apresentava dextrana pré-formada,
conferindo uma certa viscosidade aparente ao caldo. Uma
possibilidade a ser considerada seria que esta dextrana, linear e
soluvel em meio aquoso, por influéncia de fatores adicionais,
como fifons adicionados e temperatura elevada, se alterasse

fisicamente tornando-se insolavel.

O tratamento com 6xido de calcio realizado em solugdes
com alta viscosidade aparente devido a presenca de gomas, de
modo a ajustar o pH do caldo de cana entre valores de 7,0 a 12,0,
torna-se um estudo importante considerando que o0 mesmo
processo ocorre durante o processamento do caldo para a

fermentacdo alcodlica.

Ao realizar este teste, objetivou-se avaliar o comportamento
de uma solugdo gomosa em condi¢des de pH variadveis, seguida de
tratamento térmico feito por autoclave, supondo um possivel erro
durante a adi¢do de 6xido de calcio. Tal procedimento poderia
influenciar o processo de formacdo de “canjica” a partir da
dextrana eventualmente presente no caldo. Em pH alcalino
poderia ocorrer ligagbes éter entre os mondmeros compone.ntes da
dextrana o que a faria adquirir uma caracteristica enovelada

atipica.
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Além disso, deve-se considerar o conhecido fendémeno da
retrogradacdo que ocorre com outro polissacarideo, o amido, no
qual a influéncia da temperatura é muito importante. A
retrogradagdo é o proceéso em que 0 amido, no estado dissolvido
(gelatinizado), reverte para a forma insolivel em dgua
(JANKOWSKI, 1992). JACOBSON et al. (1997) quantificaram a
retrogradacdo ocorrida em amido proveniente de diferentes
fontes aquecendo a solugdo do polissacarideo, primeiramente a
temperaturas entre 98°C e 100°C, e depois mantendo a solugdo a
4°C. Deve-se considerar também que o aquecimento do amido, em
diferentes temperaturas acima da temperatura de gelatinizagao,
pode afetar profundamente a retrogradagio (FISHER &
THOMPSON, 1997).

O processo da retrogradacdo pode ser quantificado através
da observagdo de precipitados cristalinos, que sdo formados
devido a tendéncia para formagdo de ligacdes intermoleculares da
fracdo linear do amido, conferido pela amilose. No processo de
retrogradagdo, ocorre liberagdo de moléculas de 4gua
anteriormente ligadas as cadeias de amilose (BOBBIO & BOBBIO,
1995).

Em nenhum dos tratamentos feitos com as amostras de
gomas produzidas em laboratério, foi possivel verificar uma
alteragdo visual na solugdo viscosa. A etapa de acidificacdo da
solugdo foi realizada também com &cido fosférico considerando
uma possivel influéncia da acidez do solo sobre a cana recém

cortada, deixada no solo e utilizada posteriormente no processo.

A manutencdo das gomas que sofreram tratamento térmico

intenso, a 4°C durante 60 dias, ndo provocou alterag¢Ges. Esse fato
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se opbem ao resultado obtido por JACOBSON et al. (1997), que
mantiveram uma solugdo de outro tipo de polissacarideo, o
amido, por 56 dias nessa temperatura, e observaram a ocorréncia

do fenémeno da retrogradacao.

Aliada aos fatores analisados no presente trabalho como
possiveis responsaveis pela formagdo da “canjica” nas usinas de
aglcar e alcool, vale ressaltar a importancia de outros intimeros
fatores, sobre uma eventual precipitacdo da goma. Dentre esses
fatores pode-se citar: a concentracio microbiana inicial; o tipo de
contaminantes microbianos presentes; a temperatura e o pH
durante o processo; o brix do caldo; o tipo e a quantidade de
polissacarideos  presentes; presenca de fons metalicos
incorporados junto com a cana-de-agiicar, presenca de fons
adicionados durante o processo, e mesmo o cultivar e o grau de
maturagdo da cana utilizada. Segundo LANDON et al. (1994), a
sintese da enzima dextransacarase se eleva com o aumento da
sacarosec, portanto outro fator adicional a ser considerado seria o

grau de maturagio da cana.

Algumas dessas variaveis, isoladamente ou em conjunto,
durante as etapas preliminares da fermentacio alcoélica, podem
dar origem ao fen6meno da formacdo de “canjica” e justificar a
ocorréncia esporddica, numa determinada safra ou durante um
processamento, ou mesmo em grande intensidade como ocorreu

nos anos de 1993 e 1994.
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5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados apresentados e discutidos

anteriormente pode-se concluir:

1. As “canjicas”, isoladas da inddstria da fermentagao alcodlica,
apresentam em sua composicio homopolissacarideos, sendo
que os monOmeros de glicose sdo unidos predominantemente
por ligagdes do tipo 1,6. Analises de infravermelho confirmam
a presenga de dextrana, embora a difracdo de raios X evidencie

outro tipo de material ndo identificado agregado ao polimero.

2. O material polimerico da “canjica” apresenta contetdo de ions

metalicos agregados, entre eles Al, Si, P, Cl, K, Ca, Ti, Mn e Fe.

3. A predominancia de ligac¢des 1,6 na dextrana da “canjica” ndo
¢ suficiente para que o material polimérico apresente

solubilidade em meio aquoso.

4. Existe uma associagdo de microrganismos (leveduras e bacilos)
na “canjica”, sugerindo que tais microrganismos estdo
envolvidos no processo, conferindo as caracteristicas

granulosas e de insolubilidade apresentada pela “canjica”.

5. E possivel isolar grande numero de Lactobacillus produtores de
homopolissacarideos formados por glicose, a partir de caldo de

cana fresco.
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- Os polissacarideos produzidos por Lactobacillus precipitam

somente em concentra¢des alcodlicas superiores a 20%, embora
€ssas gomas apresentem grande proporgdo de polissacarideos

com massa molecular maior que 2.000.000 D.

Os Lactobacillus isolados a partir de caldo de cana fresco,
conferem uma maior viscosidade ao meio de cultura, em
virtude da produgdo de gomas, quando crescidos a 23°C do
que a 30°C.

. Isoladamente, nenhuma das culturas de Lactobacillus, quando

crescidas em meio de sacarose, produziu gomas com aspecto

caracteristico da “canjica”.

- A adicdo de 5 mmol L-1 de fon calcio leva a um pequeno

aumento na viscosidade aparente da solugdo gomosa, em
presenca ou auséncia de tratamento térmico (72°C/5minutos).
A adicdo dos ifons aluminio, manganes, ferro e potdssio na
mesma concentragdo e condi¢des leva a uma diminuic¢do da

viscosidade aparente.

10.A adigdo de 5 e 140 mmol L-1 de fon calcio e aluminio juntos,

11

sem tratamento térmico, leva ao aumento da viscosidade
aparente da solucdo gomosa; ja em presenga de tratamento
térmico esses valores levam a uma diminui¢do da viscosidade

aparente.

.O tratamento de uma solugio gomosa com Oxido de calcio,

obtendo-se diferentes pH alcalinos até 12,0, ndo leva a
alteragdo visual como observado nas “canjicas”. Tal alteracido

também ndo ¢ conseguida com pH 4,0. A inclusio de
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tratamento térmico, tanto brando como extremo, nao sdo

suficientes para causar tal alteracio.

12. Um monitoramento detalhado, nas usinas em que a formagéao
da “canjica” acontece com maior frequéncia, poderia ser
realizado com o intuito de se coletar uma maior variedade
possivel de dados durante o processo. Dessa forma seria
possivel identificar e relacionar as diferentes condiges
presentes no momento da eventual formacio da “canjica”, de
modo que seja possivel avaliar as varidveis que realmente sdo

importantes para desencadear o fenémeno.
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