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BUENO, S. M. Isolamento e Caracterizacdo de Bactérias Produtoras de
Polissacarideos Obtidas de Amostras de Solo da Esta¢do Ecoldgica de Sao
José do Rio Preto — SP. Sdo José¢ do Rio Preto, 2000. 155 p. Dissertagdo
(Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) — Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas, campus de Sdo Jos¢ do Rio Preto, Universidade
Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”.

RESUMO

Os polissacarideos de origem microbiana tém sido bastante estudados, em vista de
suas vantagens em relagdo aos hidrocoloides derivados de algas e plantas. Nesta
pesquisa foram analisadas cinco amostras de solo, A, B, C, D e E. Destas
amostras, foram isoladas 322 bactérias gomosas usando a técnica de diluigdo em

tubos e semeadas em PCA (Plate Count Agar). Foi feita a coloragdo de Gram e

observadas as caracteristicas morfologicas das células. Foi realizada uma nova

selegdo das bactérias de rapido crescimento e 178 bactérias foram submetidas a
determinacdo da viscosidade do caldo de fermentagdo através de um capilar de
vidro de 0,8 cm de diametro € 25 cm de comprimento a temperatura de 25°C, para
obter as bactérias melhor produtoras, bem como o tempo maximo de incubagdo.
Destas, foram selecionadas 30 bactérias para os testes bioquimicos. A analise dos
resultados destes mostrou que os géneros presentes foram: Azotobacter,
Pseudomonas, Arthrobacter, Bacillus, Staphylococcus. Estudou-se a cinética de
crescimento para estas mesmas 30 bactérias e foi determinado o tempo em que
atingem maximo crescimento. Foram selecionadas 6 bactérias produtoras
identificadas como pertencentes aos géneros Pseudomonas € Arthrobacter, as
quais foram denominadas como: 3B, 4B, 7B, 21B, 18E e 21D. Foram estudadas as

condigdes otimas de produgdo de polissacarideos utilizando um meio de cultura




contendo glicose e outro sacarose nas concentragdes 1, 2, 3, 4 e 5%. Também foi
verificado o efeito da variagdo da temperatura de incubagdo (25, 30 e 35°C) e o
efeito de diferentes valores de pH inicial (5, 6, 7 e 8) do meio de cultura. Os
resultados obtidos mostraram que concentragdes da fonte de carbono até 2%, pH
= 7,0 e temperatura de 30°C, apresentaram os maiores rendimentos do
polissacarideo. Foram realizados estudos reologicos no caldo de fermentagdo da
bactéria designada como 4B, utilizando um redmetro de cilindros concéntricos
equipado com banho termostatico. Foi estudada a influéncia do tempo de
fermentagdo e as leituras foram feitas com 24, 48 e 72 horas de incubagdo,

utilizando, separadamente, sacarose e glicose como fontes de carbono. Foi

determinada a influéncia das concentragdes de sais no meio de cultura contendo

glicose e sacarose como fontes de carbono; os sais utilizados foram NaCl, KCl e
CaCl; nas concentrag¢des de 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0%. Foi observado que o caldo de
fermentagio se comporta como um fluido ndo-newtoniano e apresenta
comportamento pseudoplastico. Das fontes de carbono utilizadas, a sacarose
apresentou caldos mais viscosos apos 24 ¢ 48 horas, enquanto que a glicose apos
72 horas de fermenta¢do. Com relagdo ao efeito da adigdo de sais, o CaCl,

apresentou uma maior influéncia sobre a viscosidade dos caldos de fermentagéo.

Palavras-chave: Bactérias do solo; produgéo de polissacarideos; reologia




1. INTRODUCAO

A moderna industria alimenticia vem cada vez mais tornando-se
dependente da produgdo de alimentos altamente processados, ao invés de
simplesmente preservar as matérias-primas obtidas no campo. Muito desse
desenvolvimento tem resultado da criatividade ou manipulagdo empirica, muitas
vezes por tentativa e erro, de ingredientes sobre os quais tém-se pouco
conhecimento cientifico. Entre estes, destaca-se uma classe de polissacarideos
denominados hidrocoléides - ou gomas, como sdo comumente conhecidos - cuja
caracteristica mais importante, sob o ponto de vista tecnologico, é sua capacidade

de determinar ou modificar a estrutura de um alimento.

Os polissacarideos de origem microbiana tém sido bastante
estudados nos ultimos anos, em vista de suas vantagens em relagdo aos
hidrocoléides derivados de algas e plantas. Dentre esses, os mais difundidos sdo
as gomas xantana e gelana, cujo uso em alimentos ja foi permitido pelo FDA
(Food and Drug Administration), entretanto, a tecnologia de produgdo dessas
gomas € de dominio exclusivo de poucas industrias, instaladas principalmente nos

Estados Unidos.

Esses polissacarideos possuem uma ampla gama de
propriedades funcionais, atuando como estabilizantes, espessantes, gelificantes e
crio-protetores, sendo muitas vezes os principais responsaveis pela textura (corpo,

viscosidade, consisténcia) dos alimentos processados.




O termo hidrocoldides refere-se a uma ampla variedade de
compostos na qual podem ser incluidos polissacarideos de origem vegetal,
marinha ou microbiana. As gomas de origem vegetal sdo obtidas de exsudatos de
arvores (gomas arabica e karaya), de sementes (gomas guar e locusta) e de frutas
citricas (pectina), enquanto as de origem marinha sdo retiradas de algas (alginato,
agar, carragena). Entre as de origem microbiana encontram-se a dextrana,

xantana, curdlana e gelana.

Os polissacarideos de origem microbiana, chamados
biopolimeros, apresentam vantagens tais como: produg¢do independente de
condigdes climaticas, possibilidade de utilizagdo dq matérias-primas regionais,
maior rapidez na obtengdo do produto acabado e necessidade de espago
relativamente pequeno. Além disso, as gomas de origem microbiana apresentam
maior uniformidade em suas propriedades fisico-quimicas devido a especificidade
do microrganismo utilizado e a possibilidade de um rigido controle dos
parametros de fermentagdo, como pH, temperatura, taxa de aeragdo, velocidade de

agitacdo, tempo de fermentagdo e composi¢do do meio de cultura.

Entre os biopolimeros mais utilizados, a goma xantana é, de

longe, a mais importante, representando 90% do volume total de vendas. O maior

fornecedor desse polimero ¢ a Kelco Co. situada nos EUA, entretanto a
concorréncia torna-se cada dia mais severa, com o aparecimento de novas

industrias produtoras no mercado.

A grande aceitagdo da goma xantana pelas industrias

alimenticias ocorreu por essa ter sido a primeira goma de origem microbiana




aprovada para uso em alimentos pelo FDA (Food and Drug Administration), em
1969. Somente em 1992 um segundo biopolimero, a goma gelana também
produzida pela Kelco Co., obteve aprovagio pelo mesmo érgio, tornando-se uma
alternativa para o mercado. Deve-se ter em mente, no entanto, que existe um
enorme potencial para a descoberta e desenvolvimento de novos biopolimeros
produzidos a partir de microrganismos dispersos na natureza. O Brasil em
particular, devido a sua enorme biodiversidade, pode ser uma fonte importante de
bactérias e fungos produtores de polissacarideos ainda desconhecidos, que

poderiam ser isolados a partir de amostras de solo e plantas nativas.

A Estagdo Ecologica do Noroeste Paulista esta localizada na

cidade de Sdo Jos¢ do Rio Preto - SP, e o Campus da UNESP, localizado na
mesma cidade, ¢ responsavel pela sua administragdo cientifica. Essa Estagdo
Ecologica ¢ constituida por duas areas de matas remanescentes (mata nativa)
totalizando 170 ha. Possui matas, riachos, varias nascentes de aguas limpidas e
uma represa. Essa grande diversidade de ambientes abriga uma flora variada com
uma importante fauna associada, constituindo-se, assim num dos nicos refigios
para os animais tipicos da regido. Atualmente, nesta reserva vém sendo
desenvolvidos varios e importantes projetos de pesquisa, visando a obtengdo de
dados que possam, no futuro, contribuir para o melhor conhecimento de diversos

aspectos dos ecossistemas envolvidos.

Assim, este projeto vem somar-se aos trabalhos ja em

andamento, buscando explorar de forma racional os recursos naturais existentes




no local, possibilitando a descoberta de linhagens selvagens de bactérias

produtoras de polissacarideos com potencial de utilizagdo industrial.
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2. OBJETIVOS

Os principais objetivos deste trabalho foram:

Isolar, selecionar e caracterizar microrganismos produtores de biopolimeros,

a partir de amostras de solo.

Determinar o efeito da adigdo de glicose e de sacarose durante a produgdo de

polissacarideos utilizando um meio quimicamente definido.

Determinar o efeito dos pardmetros de fermenta¢do (temperatura e pH)

durante a produgao de polissacarideos.

Determinar o comportamento reoldgico do caldo de fermentagdo adicionado

de diferentes concentragdes de sais (NaCl, KCl e CaCl,).




3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Solo

O solo ¢ um ambiente heterogéneo, composto por fases solida,
liquida e gasosa. A solida € constituida por substancias inorganicas (areia, argila,
sedimentos) e matéria organica (acidos humicos, lignina, etc), formando
agregados com ambos os tipos de componentes complexados. Esses agregados
sdo os responsaveis pela formagdo dos poros presentes no solo, os quais variam
em tamanho e quantidade, de acordo com o tipo de solo. Os liquidos e os gases
presentes circulam entre as particulas agregadas e os microporos representam o
habitat da maioria dos microrganismos encontrados no.solo (Smiles, 1988). Nesta
regido da crosta terrestre, a geologia e a biologia se encontram e sua superficie
fornece um lar para plantas, animais e vida microbiana em geral. Comparando as
caracteristicas fisicas e quimicas dos solos de desertos, florestas, pantanos,
pastagens de animais e fazendas, sdo observadas diferengas marcantes entre eles.
Os solos sdo caracterizados pelos horizons, camadas paralelas de varias espessuras
e estruturas. Cada camada difere das outras, abaixo ou acima, em propriedades
como conteudo orgdnico e mineral, cor, textura, estrutura, porosidade e pH. Estas
propriedades sdo influenciadas por umidade, conteido de gases e conteudo

bioldgico do horizon. Por exemplo, um horizon que € rico em matéria organica

tem grande atividade bioldgica e € bastante diferente de um que € constituido por

rocha que tem pouca matéria organica e baixa atividade biologica (Pelczar et al.,

1996).




O solo pode ser constituido de quatro partes: material mineral
derivado de rochas, mais ou menos alterado por decomposigdo; carbonato de
calcio e compostos organicos resistentes derivados de plantas ou organismos
presentes no periodo anterior; residuos de plantas; microrganismos recentemente
adicionados ao solo e dagua, a qual ¢ uma solugdo de varios sais soluveis e

parcialmente soluveis presentes no solo (Russell, 1973).

Quando ndo ha a influéncia das raizes de vegetais sobre o solo,
esse pode ser considerado um ambiente oligotrofico, ja que € geralmente pobre em

formas de carbono disponivel. As raizes das plantas representam uma das suas

principais fontes de carbono. Este ambiente ao redor das raizes ou o volume de

solo que € influenciado bioldgica e bioquimicamente pela raiz é conhecido como
rizosfera. Exsudatos, secre¢des e alteragdes fisico-quimicas criam o efeito
rizosfera, que € manifestado pela intensa atividade microbiana associada a esse
ambiente, pois o crescimento de microrganismos ¢ estimulado pelas substancias
nutritivas libertadas pelo tecido vegetal, enquanto que, o desenvolvimento dos
vegetais € influenciado pelos produtos do metabolismo microbiano excretados
para o meio exterior. (Pelczar et al., 1980; Lynch, 1986, Germida & Siciliano,

1999, Siqueira & Franco, 1988; Curl & Truelove, 1986; Lynch & Whipps, 1990).

Embora cada raiz possa ter sua propria regido de influéncia e
microbiota especifica, a distribuigdo dos microrganismos na rizosfera ndo ¢
continua, ¢ eles ocorrem em “microhabitats” discretos, podendo cada um deles

conter organismos morfo e fisiologicamente distintos (Siqueira & Franco, 1988).




Os fotossintatos transferidos até a rizosfera representam a forga
motriz da comunidade microbiana, tornando seu crescimento uma fungdo da
disponibilidade de substrato, representado por exsudatos, mucilagens e células
escamadas, e da sua difusdio no solo. Os efeitos das raizes sobre os
microrganismos, embora n3o sejam especificos, podem ser estimulantes ou
inibitorios para os diferentes membros da comunidade rizosférica. Também, o
efeito dos microrganismos sobre o crescimento das plantas pode ser benéfico ou

maléfico (Siqueira & Franco, 1988).

Poucos ambientes, na terra, fornecem tdo grande variedade de

microrganismos como o solo fértil, cuja vida microscopica inclui bactérias,

fungos, algas, protozoarios e virus. A populagdo bacteriana neste ambiente excede
a populagdo de todos os outros grupos de microrganismos, tanto em niimero como
em variedade, encontrando-se desde organismos autotroficos estritos até formas
heterotrdficas (Branddo, 1992; Pelczar et al., 1996). Quinze gramas de solo fértil
contém mais microrganismos do que a populagio do mundo. Sem a vida
microbiana, o solo ndo poderia ser dindmico, um sistema perpétuo que sustenta
todas as plantas e indiretamente todos os animais (Sale, 1974; Brandao, 1992,

Lynch, 1986).

Os microrganismos sdo ativos na formagdo e estabilizagdo da
estrutura do solo (Sale, 1974), e esta atividade microbiana pode causar a
decomposi¢do de materiais organicos. O humus, por exemplo, ¢ formado durante
a decomposi¢do microbiana de residuos de plantas e animais, inclui a massa de

microrganismos envolvidos na decomposigdo desses substratos. O himus ¢




benéfico porque melhora a estrutura do solo, promove uma lenta liberagdo de
nutrientes, aumenta a capacidade de tamponamento e a capacidade de retengdo de

agua do solo (Pelczar et al., 1996).

A quantidade e os tipos de microrganismos presentes no solo
dependem de muitos fatores ambientais: quantidade e tipo de nutrientes
disponiveis, umidade, grau de aeragdo, temperatura, pH, praticas e eventos que
podem introduzir grande nimero de microrganismos no solo, como a aplicagdo de
adubos (estercos) ou dejetos de esgotos e a ocorréncia de enchentes, ou aqueles
que podem remover os microrganismos, como as tempestades de poeira. A

presencga de raizes e a extensdo do sistema radicular no solo também pode afetar o

nimero € os tipos de microrganismos presentes (Pelczar et al., 1996).

As interagdes de espécies microbianas tém um importante efeito
na populagdo microbiana no solo. Por exemplo, protozoarios predatorios e
actinomicetos produtores de antibidticos podem eliminar certas espécies de
microrganismos. Por outro lado, bactérias que decompdem celulose e proteinas
podem fornecer nutrientes para espécies bioquimicamente menos versateis, pela
quebra dessas moléculas complexas em outras menores, mais facilmente
metabolizaveis (Pelczar et al., 1996).

Em certas circunstancias, as bactérias podem-se tornar mais
importantes na rizosfera. Alguns géneros importantes de bactérias presentes no
solo sdo os Gram positivos, Arthrobacter (bastonetes/cocos), Staphylococcus
(cocos) e Bacillus (bastonetes com esporos), e os Gram negativos, Pseudomonas

(bastonetes),  Rhizobium (bastonetes), Azotobacter (bastonetes ou células




leveduriformes), Nitrobacter (bastonetes) e Xanthomonas (bastonetes) (Lynch,
1986).

O uso de microrganismos em biotecnologia representa uma area
em plena expansdo. Entretanto, se conhece relativamente pouco sobre a
diversidade de microrganismos que constituem os ecossistemas naturais ou
artificiais. E esses microrganismos, praticamente desconhecidos, possuem um
grande potencial para aplicagdes biotecnolégicas (Rosado et al., 1999).

Com muita frequéncia, a analise microbioldgica do solo se
relaciona com o isolamento e identificagdo de tipos fisiologicos especificos de
microrganismos com a caracterizagdo e a detecgdo de sua atividade (Lynch,
1986).

Durante a convengdo do Rio de Janeiro (1998) foi postulado
que, para a prote¢do da biodiversidade do solo devem-se considerar trés reagdes
principais: a) Reagdes ecoldgicas — estas, incluem a decomposi¢do e formagdo do

solo, pois sdo processos chave na natureza e representam a base do ecossistema

restante. Incluem-se também os microrganismos do solo, uma vez que,

representam a base para varias cadeias alimentares. b) Reagdes utilitarias — aqui a
biodiversidade do solo forma a base para a agricultura, medicina (algumas) e
pesquisas ecoldgicas e, por tultimo c¢) Reagdes éticas — onde se consideram-se que
todas as formas de vida tém valores inerentes (Rio-Convention, 1998).

Os microrganismos formam o mais diverso grupo de organismos
do solo, no entanto muito pouco se conhece sobre eles. Até recentemente, as

pesquisas tinham enfocado aqueles microrganismos facilmente cultivaveis.




Entretanto, tem sido coletada uma grande quantidade de informagdes, tanto dos
microrganismos cultivaveis quanto dos ndo-cultivaveis (até encontrar 0 meio
ideal) e o impacto de suas fungdes sobre o solo e sobre muitos processos do solo.
O entendimento da ecologia microbiana do solo podera beneficiar a administragido
decisiva de um pais, uma vez que suas transformagdes tornam possivel que a vida
continue. O conhecimento de suas interagdes e fungdes € vital para o

entendimento do solo e sua melhor sustentagdo (Kennedy & Gewin, 1997).

3.2. Bactérias do solo

Arthrobacter

Sdo bactérias aerdbias Gram positivas em forma de bastonetes
que se acomodam em forma de V. As culturas mais velhas (fase estacionaria),
apresentam-se como c€lulas cocdides, sendo encontradas individualmente, em
pares ou em grupos irregulares. As células podem ser méveis ou imoveis, ndo
formam endosporos, sdo quimiorganotroficas, produzem pouco ou nenhum acido

a partir da glicose e outros carboidratos sem presenga de gas (metabolismo

oxidativo), temperatura 6tima de crescimento entre 25 a 30°C, catalase positiva,

gelatinase e amilase positivas ou negativas (Bergey’s, 1984).
Azotobacter

Possuem como habitat natural o solo, a agua, a rizosfera ou as
plantas, Suas células variam de bastonetes a células cocoides, ndo produzem

endosporos, mas formam cistos em culturas velhas, podendo ser modveis ou




imoveis. Sdo microrganismos Gram negativos, fixam o nitrogénio atmosférico,
crescem bem em condigdes de aerobiose, temperatura 6tima de crescimento entre
32 a 35°C. Apresentam reagdo de catalase positiva, nitrato e oxidase positivo ou
negativo, utilizam diferentes carboidratos e sdo protease negativa. A maioria das
espécies utilizam o tiossulfato com produgdo de H,S. As coldnias sdo geralmente

planas (lisas), brilhantes e pouco convexas (Bergey’s, 1984).

Nitrobacter

Sao bacilos curtos, normalmente imoveis, Gram negativos nido
esporulados. Células ricas em citocromos, que ddo uma coloragdo amarela as
suspensdes bacterianas; algumas sdo quimiolitotréficas obrigatorias, oxidam
nitritos a nitratos e fixam o CO,, a fim de satisfazer as necessidades de energia e

de carbono. Sdo estritamente aerobias e possuem temperatura Otima de

crescimento a 28°C, habitam o solo e a dgua (Bergey’s, 1984).

Rhizobium

Sdo bastonetes moveis ndo esporulados Gram negativos, O
crescimento em meios contendo carboidratos geralmente ¢ acompanhado pela
formagdo copiosa de polissacarideos extracelulares; sdo quimiorganotroficos,
aerobios, temperatura 6tima de crescimento 25 a 30°C; testes de nitrato positivo,
amilase, celulase, gelatinase e protease negativos, oxidase positiva ou negativa.
Sdo bactérias que fermentam varias fontes de carbono tornando o meio acido sem

a producgdo de gas; habitat natural solo e raizes de plantas (Bergey’s, 1984).




Bacillus

Os Bacillus sdo células em forma de bastonetes retos, Gram
positivas, a maior parte ¢ movel e forma endosporos. Sdo quimiorganotroficos,
aerobios ou anaerobios facultativos; Voges-Proskauer (VP) e reagdes de nitrato,
oxidase, urease, citrato e gelatinase, positiva ou negativa; ndo produzem indol, e
sdo catalase positiva. Fermentam varios carboidratos como a glicose, maltose ¢
sacarose sem produgdo de gas, sio comumente encontrados no solo, dgua e ar. A
presenga de polissacarideo ¢ importante nas reagdes de precipitagdo (Bergey’s,

1984).

Pseudomonas

Sdo bastonetes isolados, retos ou encurvados, moveis por meio
de flagelos polares, ocasionalmente sdo isoladas da natureza linhagens ndo moveis
de varias espécies. Sdo Gram negativas ndo esporulados, quimiorganotroficos,
aerdbios estritos, exceto aquelas espécies que usam a desnitrificagdo como meio

de respiragdo anaerdbia, catalase positiva, indol negativo, oxidase, gelatinase,

nitrato e lecitinase, positiva ou negativa, crescem bem a 25-30°C. Os carboidratos

como a glicose e a sacarose podem ser ou ndo fermentados; citrato positivo para
espécies como Pseudomonas fluorescens, tém como habitat natural o solo e a

agua (Bergey’s, 1984).




Xanthomonas

Sdo bastonetes retos Gram negativos, predominantemente
isolados, aerdbios, metabolismo estritamente respiratorio; motilidade, catalase e
amilase positivas; nitrato e protease negativos, oxidase negativa ou fracamente
positiva. Sdo quimiorganotroficos capazes de usar uma ampla variedade de
carboidratos ¢ sais de acidos inorgidnicos como fontes de carbono produzindo
pequena quantidade de acido a partir de carboidratos, temperatura Otima de

crescimento entre 25-30°C (Bergey’s, 1984).

Staphylococcus
Sdo cocos gram positivos, ocorrem simples, em pares ou em
grupos irregulares, ndo moveis, aerobios ou anaerobios facultativos; catalase

positiva; metabolismo respiratério e fermentativo; nitrato e urease positivos ou

negativos; oxidase negativa. Uma variedade de fontes de carbono podem ser

utilizadas aerobicamente com a produgdo de acido. Temperatura Otima de

crescimento entre 30 a 37°C (Bergey’s, 1984).

3.3. Selecdo e identificacdo de provaveis microrganismos produtores

Partindo do fato que a biotecnologia ¢ o uso integrado da
bioquimica, microbiologia e engenharia, com o proposito de viabilizar as
potencialidades dos microrganismos em aplicagdes tecnologicas (Lynch, 1986), e

de que segundo Zilinskas (1993), os paises em desenvolvimento apenas poderdo




beneficiar-se plenamente da biotecnologia em termos de desenvolvimento
econdmico e solugdes técnicas, caso sejam capazes de aplicar os resultados de
suas proprias pesquisas biotecnologicas, ¢ fundamental o aproveitamento das
vantagens apresentadas por esses paises, principalmente em relagdo a suas

reservas bioldgicas.

Baladrian et al. (1985) e Bull et al. (1992) apresentam dados
sobre o numero estimado de espécies de plantas, animais, fungos e bactérias
existentes e ainda ndo identificados. De acordo com esses autores, existem 40.000
espécies de bactérias, das quais apenas 4.760 foram identificadas, o que representa

apenas 12% do total. Em relagdo aos fungos, o potencial ¢ ainda maior: das

1.500.000 espécies estimadas, apenas 5% (69.000) sdo conhecidas.

A maioria das espécies se encontra nos paises tropicais. O Brasil
sozinho deve abrigar 30% de todas as espécies da Terra. A historia dos recursos
naturais tropicais, no entanto, mostra que a riqueza proporcionada por eles muito
freqiientemente ¢ transferida para os paises desenvolvidos (Lovejoy, 1992).
Atualmente, com as exigéncias destes paises em relagdo a lei de protegdo a
propriedade intelectual, o panorama pode tornar-se ainda mais desfavoravel. Uma
protegdo de patentes cada vez mais rigida podera restringir ainda mais o ja
limitado acesso do pais aos segredos da biotecnologia, beneficiando os
exportadores de tecnologia e de produtos derivados, mais do que os detentores da

riqueza genética do Terceiro Mundo (Schneider, 1993).

As estratégias para a utilizagdo eficiente da diversidade genética

existente nos paises em desenvolvimento inclui a selegdo de espécies a partir de




amostras de solo e plantas, empregando ferramentas biotecnologicas como
técnicas de identificagdo de microrganismos e métodos controlados para seu

cultivo (Burk et al., 1993; Knorr, 1995).

Muitos trabalhos de taxonomia com bactérias consistem do
exame individual das -caracteristicas culturais bacterianas junto com a
determinagdo das propriedades morfologicas das células e colonias; além da
determinagdo das caracteristicas bioquimicas, que consistem na avaliagdo da
capacidade de utilizagdo de varios carboidratos e outros compostos organicos;
dos produtos da decomposigdo, como a produgdo de gases e desenvolvimento de

acidez metabdlica (Holding & Colee, 1971, Brandao, 1992).

Em relagdo a produgdo de alimentos, ¢ importante salientar que,
sob o ponto de vista da industria, 0 maior interesse em novos produtos resultantes
de aplicagdes biotecnologicas encontra-se na area de ingredientes e aditivos e ndo
em novos alimentos. Portanto, a produgdo de biopolimeros usados como aditivos
em produtos processados vém exatamente ao encontro dessa expectativa (Knorr,

1995).

Slodki (1987), ressalta a necessidade de que a pesquisa €
desenvolvimento de novos microrganismos produtores de polissacarideos seja
feita de modo integrado com os estudos de produgdo e caracterizagdo do material

obtido, envolvendo grupos multidisciplinares, uma vez que, apesar da vasta

quantidade de publicagdes sobre o assunto, ainda existe grande falta de

informagdes, principalmente quanto ao processo de fermentagdo ¢ a dados de

reologia e estabilidade do produto.




3.4. Polissacarideos bacterianos

Os hidrocoléides ou gomas, sdo polissacarideos de alto peso
molecular, geralmente soliiveis em dgua e podem ser extraidos de plantas, algas e
microrganismos. Em solugdo, apresentam a capacidade de incrementar a

viscosidade e/ou formar géis (Whistler & Daniel, 1985; Whistler, 1973).

Os hidrocoldides possuem grande variedade de estrutura
quimica, peso molecular, composi¢do, solubilidade e outras caracteristicas que

lhes conferem uma ampla gama de funcionalidades (BeMiller, 1988). O uso de

hidrocoldides na industria de alimentos baseia-se principalmente no

aproveitamento destas propriedades funcionais (Glicksman, 1982; Szczcesniak,

1986).

Anualmente, milhdes de toneladas de polimeros soluveis em
agua sdo usados como espessantes, gelificantes e agentes de suspensdo, sendo
todos obtidos de plantas e algas (Pace & Righelato, 1981; Giavasis et al., 2000);
porém a qualidade e o fornecimento desses polimeros podem ser afetados por

diversos fatores climaticos (Ashtaputre & Shah, 1995).

O maior problema em rela¢do a utilizagdo destes hidrocoloides
extraidos de fontes naturais € a escassez ¢ a possibilidade de esgotamento das
mesmas. Com o avango da tecnologia, a utilizagdo desses hidrocoloides tem
aumentado muito rapidamente e com isso suas fontes naturais sdo cada vez mais

exploradas, verificando-se a necessidade de procurar fontes alternativas de




produgdo, de forma a racionalizar seu uso. Nesse sentido, as bactérias representam
uma Otima fonte produtora alternativa, e portanto selecionar microrganismos que
produzam polissacarideos em grande quantidade é economicamente interessante.
Este desafio vem sendo enfrentado por varios grupos de pesquisa em industrias
localizadas principalmente nos paises desenvolvidos como o Japdo, EUA, Canada
e Franga (Ashtaputre & Shah, 1995).

Nos 1ltimos anos, houve uma continua procura por novos
polissacarideos soliveis em agua, particularmente aqueles produzidos por
microrganismos. O meio ambiente contém uma larga variedade de
microrganismos e, em consequéncia, espera-se que possam ser descobertos novos
microrganismos produtores (Kang et al, 1982). Constantemente, novos
polissacarideos microbianos vém sendo descobertos e caracterizados, revelando
propriedades quimicas e fisicas incomuns (Vandamme & Soetaert, 1995, apud

Vandamme et al., 1996).

Algumas bactérias, durante o seu metabolismo, podem sintetizar
trés tipos de polissacarideos, diferenciados por sua localizagdo celular em: (1)

polissacarideos intracelulares; (2) polissacarideos da parede celular

(peptidoglicanos e acidos teicoicos) e, (3) polissacarideos extracelulares (formam

capsulas, estdo associados a superficie celular ou secretados no meio de cultura

(Sutherland, 1972).

O papel dos polissacarideos extracelulares ndo esta claramente
definido, entretanto, a capsula protege a célula contra as condi¢des ambientais

desfavoraveis, como por exemplo, dessecagdo, presenga de compostos toxicos,




pressdo osmotica € contribui para a adsorg¢do de ions metalicos (Cerning, 1990).
Além disso, os polissacarideos podem interagir com os suportes fisicos

promovendo a formagdo de biofilmes.

Os polissacarideos microbianos, também conhecidos como
biopolimeros, sdo produzidos por quase todos os microrganismos vivos, no
entanto, os mais facilmente adaptaveis para a produgdo comercial sdo os fungos e
as bactérias, pois possuem a capacidade de crescer como cultura pura, em
fermentagdes de larga escala e de produzir biopolimeros com alto potencial de

aplicagdo em varios segmentos industriais (Russell, 1973).

A fungdo tecnoldgica dos polissacarideos extracelulares

produzidos por bactérias t€ém aplicagdo especifica em diversas areas, tais como:
alimentos, agroquimica, recuperagdo de petroleo bruto, medicina e farmacia,
quimica fina, cosméticos, separagdes tecnologicas e quimica de polimeros
(Vandamme et al., 1996, Giavasis et al., 2000). Algumas gomas sdo produzidas
em escala industrial como a dextrana, xantana e alginato que sdo usadas como
estabilizantes em alimentos e a curdlana, usada como agente gelificante (Kawai et

al., 1992).

Os exopolissacarideos microbianos mostram pouca variabilidade
de suas caracteristicas fisicas € quimicas e ndo sdo vulneraveis as diversas
condig¢des climaticas, de cultivo, de produgio ou polui¢do ndo ocorrendo 0 mesmo
com as obtidas de fontes naturais (Roseiro et al., 1992). Além disso, as gomas de
origem microbiana sdo susceptiveis a biodegradagdo pela natureza, promovendo

pouco prejuizo e baixa polui¢gdo ao meio ambiente. Os polimeros microbianos sdo




formados por fermentagdio e podem usar como substratos recursos naturais
renovaveis. A produgdo biotecnoldgica "in vitro” via fermentagdo controlada
permite a produgdo de polimeros microbianos, com estrutura quimica e
propriedades homogéneas. Por isto, alguns polissacarideos bacterianos sdo
produzidos em escala industrial e usados como matéria prima para alimentos
processados ou em formulagdes farmacéuticas e em diversas preparagdes

industriais (Kawai et al., 1992; Vandamme et al., 1996).

Devido a sua diversidade na estrutura e propriedades, os
polissacarideos microbianos tém atraido grande interesse das mais diversas

industrias. A identificagio de novas fontes desses materiais pode ser

completamente interessante, particularmente se esses polimeros possuirem boas

propriedades reoldgicas. Desta maneira, os biopolimeros vém substituindo
gradativamente os polissacarideos obtidos de fontes tradicionais, como plantas e
algas (Sutherland, 1990; Philippis et al., 1991; Sanderson, 1981).

A aplicagdo dos biopolimeros em produtos alimenticios ¢ muito
vasta, devido as propriedades e caracteristicas especificas mencionadas a seguir:
produzem alta viscosidade, mesmo quando usados em baixas concentragdes; sdo
estaveis em relacdo ao calor, resistindo a altas temperaturas durante o
processamento; tém excelente solubilidade e estabilidade em meio acido; sdo
estaveis na presenga de sais, principalmente cloreto de sodio; sdo eficientes como
estabilizadores de emulsdes, evitando a separagdo da gordura nos sistemas
6leo/agua; sdo de natureza altamente pseudoplastica, diminuindo o arraste durante

o0 escoamento; nos embutidos de carnes retém a umidade e evitam a exsudagdo da




gordura, também chamado de "encapsulamento branco" (Foegeding & Ramsey,

1987).

O primeiro e mais importante biopolimero, do ponto de vista
comercial, é a goma xantana produzida por Xanthomonas campestris que, devido
a suas extraordinarias propriedades reoldgicas, tem sido muito bem explorada na
indastria de alimentos, industria téxtil e na recuperagdo de dleos desde 1969

(Tako & Nakamura, 1987).

Um outro polissacarideo importante ¢ a goma gelana, que

passou a ser comercializado recentemente pela Kelco Co. (EUA) e vem sendo

apontado como um dos mais eficientes € multifuncionais hidrocoloides

desenvolvidos até o momento. Foi o segundo polissacarideo de origem
microbiana a ser aprovado para uso em alimentos pelo FDA, em 1992. Sua
descoberta deu-se em 1977, quando a bactéria produtora Pseudomonas elodea toi
identificada durante uma pesquisa sobre microrganismos sintetizadores de gomas

isolados do ambiente (Pszczola, 1993).

A gelana pode ser usada como agente gelificante, texturizante,
estabilizante e formador de filmes de revestimento, podendo substituir outros
hidrocoloides ou ser utilizada em combinagdo com os mesmos. Suas principais
aplicagdes incluem produtos de panificag@o e confeitaria, na forma de recheios ou
coberturas, produtos lacteos, emulsdes, sorvetes, geléias, sobremesas ou ragdes
para animais domésticos. A Otima consisténcia e grande transparéncia dos géis
formados possibilitam a substituigdo do agar em meios de cultura (Pszczola,

1993),




3.5. Producdo de Polissacarideos

Em vista do aumento da utilizagdo dos biopolimeros de origem
microbiana para aplicagdes industriais, foram feitos esforgos para reduzir os
custos envolvidos na produg¢do e para melhorar o rendimento e produtividade.
Estudos do meio de fermentagdo utilizado e dos processos envolvidos tém sido
reportados na literatura e observa-se que glicose e sacarose tém sido usadas como
fontes de carbono ( Souw & Demain, 1979; Rajeshwari et al., 1995). A otimizagio
das condigdes de fermentagdo € particularmente importante tendo em vista a
grande aplicabilidade das gomas na industria.

O efeito das condigdes de produgdo de polissacarideos
extracelulares por espécies microbianas sdo estudados tanto para culturas em
crescimento como para células em suspensdo. As espécies diferem em suas

respostas as mudangas do meio de produgdo, uma vez que, as quantidades de sais

inorganicos (nitrogénio, foésforo ou sulfato), fontes de carbono, oxigénio,

temperatura ¢ pH encontrados sdo diferentes para cada espécie (Sutherland, 1972).

Dos polimeros de origem bacteriana, a goma xantana tem sido a
mais estudada, uma vez que seu uso em alimentos foi permitido pelo FDA desde
julho de 1969 (FDA, 1969). A goma xantana comercial ¢ produzida pela
linhagem de Xanthomonas campestris utilizando xarope de glicose como fonte de
carbono, derivados de amdnia como fonte de nitrogénio e fatores de crescimento
sob condigdes aerdbias a 28°C e agitagdo constante. Apds a fermentagdo, a goma ¢é

recuperada por precipitagdo com etanol, seca e moida (Cottrell et al., 1980). A




otimiza¢do das condi¢des de fermentagdo para a produgdo deste polimero, €
particularmente importante, em vista de sua grande aplicabilidade industrial (De

Vuyst & Vermeire, 1994).

Durante o desenvolvimento da produgdo de polissacarideos
devem-se determinar os nutrientes do meio em condi¢des que permitam alcangar
alto rendimento de produgdo e baixo custo. A Xanthomonas campestris pode,
aparentemente, utilizar grande numero de substratos sem afetar o crescimento,
rendimento e propriedades do polissacarideo, havendo assim, a possibilidade desta
utilizar grande numero de fontes de carboidratos comerciais como a glicose ¢ a

sacarose (Roseiro et al., 1992).

Estudos conduzidos por Williams et al. (1973) para

Pseudomonas PBI, isolada de um efluente rico em carboidratos, mostraram que
estas sintetizam grandes quantidades de um polissacarideo extracelular viscoso
quando crescem em meio quimicamente definido com glicose ou sacarose como
fonte de carbono. Este polissacarideo recebeu o nome de gelana. Em um outro
estudo, utilizando outra linhagem de Pseudomonas NCIB1126, Willlams &
Wimpenny (1977) utilizaram suspensdes de c€lulas separadas do caldo de
fermentagdo como indculo e o polissacarideo foi recuperado do sobrenadante livre
de células por precipitagdo com alcool-acetona e depois seco € moido.

Moorhouse e colaboradores (1981), utilizaram um meio
contendo glicose, uma fonte de nitrogénio e sais inorganicos para a produgdo de
goma gelana por Pseudomonas elodea controlando estritamente a taxa de aeragao,

temperatura e pH. Quando a fermentagdo foi completada, a goma foi isolada do




caldo espesso por precipitagdo com alcool. Entretanto, a goma gelana ¢ muito
cara, 0 que pode ser atribuido ao alto custo de sua obtengdo e por este motivo, tem
se estudado o uso de substratos mais baratos (por exemplo, lactose de soro de
queijo) que podem diminuir este alto custo (Dlamini & Peiris, 1997).

Uma linhagem de Bacillus isolado do solo produziu um
polissacarideo extracelular altamente viscoso em um meio de cultura contendo
glicose como fonte de carbono, a temperatura de 30°C. A maxima formagdo do
polissacarideo foi obtida apés 48 h de fermentagio e o rendimento do
polissacarideo alcangou 2g/l de meio basal (Kawai et al., 1992).

Isobe et al. (1992), utilizaram uma linhagem de Bacillus isolado
do sdlo para produzir polissacarideos que proporcionaram uma alta viscosidade
em um meio contendo glicose e agitagdo aerobia. As células foram separadas do
caldo de fermentagdo por centrifugagdo e o polissacarideo, que se encontrava no
sobrenadante, foi precipitado com ajuda de uma solugdo de brometo de
cetiltrimetilamonio e dois volumes de etanol. Eles também testaram sacarose
como fonte de carbono e observaram uma boa produgdo do polissacarideo.

Durante a produgdo de dextrana utilizando a bactéria

Leuconostoc mesenteroides B512(F) foi observado que, em presenga de sacarose

no caldo de fermentagdo, este caldo ¢ menos viscoso durante o crescimento

celular (Landon et al., 1993). De & Derris, 1996, utilizando Rhizobium sp. isolado
de nodulos de raizes, obtiveram uma grande quantidade de polissacarideo

extracelular durante a fase estacionaria de crescimento. Estes mesmos resultados




também foi obtido por Gancel & Novel (1994) utilizando Streptococcus salivarius
ssp. e Looijesteijn et al. (1998) utilizando Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Morin et al. (1993), pesquisaram a produgdo de um
exopolissacarideo por FEnterobacter agglomerans, utilizando comeo fonte de
carbono sacarose. Estes pesquisadores determinaram as condigdes de maxima
produgdo do polissacarideo e observaram que os parimetros que tém maior efeito
na sintese e/ou composi¢do dos polissacarideos sdo as fontes e concentragdes de
carbono e nitrogénio, aeragdo e agitagdo, temperatura de incubagdo e pH da
cultura.

Os polissacarideos sdo produzidos seguindo um processo de
fermentagdo tipo descontinuo usando agucares como fontes de carbono

(Vandamme et al., 1996) e diversos microrganismos isolados dos mais diferentes

habitats. Experimentos conduzidos por Hou et al. em 1996, com uma bactéria

1solada do solo identificada como Agrobacterium sp, produziu um polissacarideo
extracelular soluvel em 4gua de alta viscosidade utilizando fermentagdo

descontinua.

3.6. Comportamento reoldgico dos biopolimeros

A reologia ¢ a ciéncia que estuda a deformagdo e o escoamento
da matéria. O termo deformagdo aplica-se aos solidos e a propriedade reoldgica de
interesse ¢ a elasticidade. Escoamento, por sua vez, ¢ utilizado para liquidos ¢ a

propriedade reologica ¢ a viscosidade. O conhecimento das propriedades




reologicas de um fluido ¢ muito importante pois estas podem ser utilizada para
efetuar o controle das matérias primas dos processos de fabricagdo e dos produtos
finais, para estudar a influéncia dos componentes da formulagio e caracteristicas
reologicas e para projetar equipamentos necessarios para produzir um tipo

determinado de produto (Borwankar, 1992).

A caracteriza¢do reoldgica dos hidrocoldides € necessaria por
diversas razdes. A primeira delas ¢ o fato de que seu comportamento varia em
fun¢do da matéria-prima ¢ do método de produgio, tornando-se essencial, tanto
para o comprador quanto para o fabricante, a existéncia de testes ¢ padrdes para

avaliar a qualidade do produto. Em segundo lugar, as medidas reolégicas podem

ser utilizadas para complementar informagdes obtidas por meio de outras técnicas

sobre a conformagdo das moléculas dispersas em determinado solvente.
Finalmente, ensaios instrumentais podem ser realizados em substituicdo as
analises sensoriais na determinagdo da textura do produto (Mitchell, 1976;

Ozdemir & Sadikoglu, 1998).

Do ponto de vista reoldgico, os fluidos podem ser classificados
em varias categorias. Aqueles que obedecem a bem definida lei de Newton, isto
¢, tais que a relagdo entre a tensdo de cisalhamento e o gradiente de velocidade ¢
constante, para dadas condigdes de temperatura e pressdo e sdo chamados
newtonianos. Sdo geralmente fluidos simples: agua, oleos, solventes organicos e
solugdes de baixo peso molecular, como glicose, sacarose, etc. Todos os gases

sdo deste tipo. Em fluidos Newtonianos, a tensdo de cisalhamento € proporcional




a taxa de deformagdo e a linha reta que representa esse comportamento passa pela

origem de um grafico tensdo versus deformagao (Pasquel, 1999, Olivers, 1995).

Os liquidos que exibem desvio dessa lei, ou seja, nos quais a
tensdo de cisalhamento ndo €, em dadas condigdes, proporcional ao gradiente de
velocidade, sdo chamados ndo-newtonianos. Nos fluidos ndo-newtonianos, porém,
o comportamento ndo ¢ tdo simples e existem diversos modelos ndo-lineares que
procuram representar a tensdo de cisalhamento em fungdo da taxa de deformagéo

(Pasquel, 1999, Olivers, 1995)

E conveniente dividir os materiais ndo-newtonianos em trés
grandes grupos (Holdsworth, 1971):
- fluidos independentes do tempo, nos quais a taxa de deformagio € fungio apenas
da tensdo de cisalhamento;
- fluidos dependentes do tempo, nos quais a taxa de deformagao ¢ fungdo tanto da
magnitude quanto do tempo de aplicagdo da tensdo de cisalhamento. O intervalo
de tempo entre sucessivas aplicagdes da tensdo também pode afetar a taxa de
deformagio;
- fluidos viscoeldsticos, nos quais observa-se um retorno parcial ao estado de

deformagdo original apds a remogdo da tensdo de cisalhamento.

A grande maioria dos fluidos ndo-newtonianos, independentes
do tempo, possui comportamento pseudoplastico (indice de consisténcia do fluido

¢ menor que 1). Esta classe é representada por produtos como polpas e sucos

concentrados de frutas, solugdes de pectina, etc. Esse comportamento € explicado

pela destrui¢do da estrutura formada por cadeias longas, com o aumento dos




gradientes de velocidade. Essas cadeias tendem a se alinhar paralelamente as
linhas de corrente, diminuindo a resisténcia ao escoamento. Em altos gradientes

de velocidade, esses fluidos tendem a um comportamento newtoniano, devido a

completa orientagdo das cadeias ou particulas. Para gradientes baixos, esses

fluidos também apresentam comportamento newtoniano, devido a completa
distribuigdo ao acaso da orientagdo das particulas (Pasquel, 1999; Rao &
Anantheswaran, 1982)

Considerando os fluidos independentes do tempo, o grupo mais
importante é o dos fluidos pseudoplasticos, nos quais a viscosidade aparente, isto
¢, a razdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagdo, decresce com o
aumento desta altima; para esses tipos de fluidos, € frequiente a constatagdo de que
o grafico da tensdo de cisalhamento versus taxa de deformagdo em coordenadas
logaritmicas € linear sobre uma ampla faixa de taxas de deformagao, fazendo com
que uma relagdo empirica, conhecida como Lei da Poténcia, seja bastante utilizada
(Pasquel, 1999; Margaritis & Pace, 1985; Rao & Anantheswaran, 1982; Ozdemir

& Sadikoglu, 1998, Landon et al., 1993)

Os fluidos dilatantes (indice de consisténcia maior que 1) em
geral, sdo raros, entretanto, podem-se mencionar alguns tipos de mel de abelha
produzidos a partir das flores de certas espécies de eucaliptos, suspensdes de
areia, de amido, etc. O fendmeno da dilatancia € explicado pela existéncia, no
liquido, de um sistema de particulas densamente empacotado. Se esse sistema for
submetido a cisalhamento, precisa ocorrer entdo uma certa separagdo das

particulas, antes que elas comecem a deslizar umas sobre as outras. Como




conseqiiéncia ocorre um aumento global de volume. A medida que as tensdes

aumentam, as particulas passam a interagir entre si, aumentando a viscosidade do
sistema (Margaritis & Pace, 1985; Rao & Anantheswaran, 1982).

Sdo classificados também como fluidos ndo-newtonianos
liquidos cuja viscosidade, para um gradiente de velocidade constante, aumenta ou
diminui com o tempo. Esses fluidos sdo chamados reopéticos ou tixotropicos,
respectivamente e sdo as expressdes reologicas da dependéncia do comportamento
de um material com o tempo. Ambos fendmenos podem ser irreversiveis ou
parcialmente reversiveis (Steffe, 1992).

Existem ainda sistemas mais complexos, que podem agir como
solidos ou liquidos, conforme as tensdes aplicadas. Geralmente esses sistemas
possuem uma recuperagdo elastica da estrutura, apos a retirada da tensio. Por essa
razdo, esses materiais sdo classificados como viscoelasticos. Sdo geralmente
solugdes concentradas de polimeros e dispersdes concentradas de proteinas (Van

Wazer et al., 1963, Pasquel, 1999).

Os biopolimeros, como sua propria denominagdo indica, sdo
sistemas macromoleculares e apresentam comportamento ndo-newtoniano em
conseqiiéncia de interagdes eletrostaticas, entrelagamentos ou mesmo ligagdes

quimicas entre determinadas regides de suas moléculas (Pasquel, 1999).

A viscosidade de uma solugdo polimérica ¢ uma fungido do
tamanho, forma e conformagdo que adotam suas moléculas no solvente, sendo que
no caso de alimentos e bebidas, o solvente ¢ uma solugdo aquosa de outros

solutos. Assim, as solugdes de gomas sdo dispersdes de moléculas hidratadas e/ou




agregados de moléculas hidratadas, e seu comportamento reolégico ¢ determinado
pelo tamanho, forma, facilidade de deformagdo ou flexibilidade, presenca e
magnitude da carga elétrica nessas moléculas hidratadas e/ou agregados. As
solugdes de polissacarideos exibem dois tipos gerais de comportamento reolégico:

pseudoplastico (mais comum) e tixotropico (BeMiller & Whistler, 1996).

3.6.1. Relacdes matematicas

A principal utilidade de um modelo reoldgico ¢ representar
matematicamente a relagdo entre os valores experimentais de taxa de deformagdo
(v) e tensdo de cisalhamento (1), para um fluido particular, e assim facilitar os

calculos de engenharia (Rao & Anantheswaran, 1982).

Com o avango da ciéncia e do conhecimento, os modelos

reologicos que descrevem o comportamento de escoamento de novos materiais

foram se aperfeigoando. Baseiam-se em aspectos fenomenologicos ou tedricos
relacionados com a estrutura do fluido (Rao & Anantheswaran, 1982).

Tais modelos sdo uteis para relacionar as propriedades
reologicas de um fluido com os pardmetros praticos, por exemplo concentragio,
temperatura, pH, indice de maturagdo, etc. Esse conhecimento ¢ indispensavel no
controle de qualidade, controle intermediario em linhas de produgdo e no projeto e
dimensionamento de equipamentos e processos (Rao & Anantheswaran, 1982,
Pasquel, 1999).

Dessa maneira, para os calculos relacionados com o projeto de

tubulagdes, bombas, trocadores de calor, tanques de mistura, evaporadores, etc., €




fundamental a disponibilidade de equagdes matemadticas que representam o
fendmeno ocasionado pelas forgas de cisalhamento e deformagido ((Rao &
Anantheswaran, 1982, Pasquel, 1999).

Os fluidos newtonianos s3o os que possuem uma relagdo
constante entre gradientes de velocidade e tensdo de cisalhamento, para condigdes
de pressdo e temperatura pré-determinados. Essa classe de fluidos é descrita

matematicamente pela equagdo:
=0 (1)
1 = tensdo de cisalhamento

y = taxa de deformacgdo

onde n ¢ a viscosidade do fluido em fungdo apenas, para cada

fluido, da temperatura e da pressdo (Rao & Anantheswaran, 1982, Pasquel, 1999,
Ozdemir & Sadikoglu, 1998).

Os fluidos onde a relagdo entre a taxa de deformagdo e a tensdo de
cisalhamento ndo € constante sdo chamados fluidos ndo-newtonianos. Para esses
fluidos a literatura mostra varios modelos empiricos que correlacionam a tensdo
de cisalhamento com a taxa de deformagdo (Sherman, 1970; Skelland, 1967 ¢ Van
Wazer et al., 1963).

A maioria dos fluidos ndo-newtonianos sem tensdo residual sdo
representados pelo modelo de Ostwald-de-Waele comumente chamado de Lei da

Poténcia. Este modelo ¢ simples e de facil compreensdo (equagdo 2).

=ky @




onde k ¢ o indice de consisténcia do fluido € n € o indice de comportamento do
fluido.

Para este modelo, a viscosidade aparente ¢ dada pela equagdo 3:

= — n-1
Na= T _ < k. Y (3)
¥
Neste modelo, o pardimetro n constitui uma propriedade fisica
que caracteriza o seu grau de comportamento ndo-newtoniano. O parametro k

indica quanto € mais "viscoso" ou "espesso” um fluido.

3.6.2. Calculos reologicos através da Lei da Poténcia para fluidos nfo-

newtonianos

O procedimento para o calculo dos parametros reologicos segue
0s seguintes passos:

1) Determinagdo da tensdo de cisalhamento (1) na parede do
cilindro interno pela equagao:

e B S (4)
2 7 (Ri)’ L

2) Regressdo linear pelo método dos minimos quadrados do Ln
de tensdo de cisalhamento (1) versus Ln da velocidade angular (). O coeficiente
linear € o indice de consisténcia aparente (Kap) e o coeficiente angular € o indice

de comportamento do fluido (n).




3) Com o indice de comportamento do fluido (n) encontrado no

item 2, calcula-se a taxa de deformagdo por meio da equagio:

Y= _O (I+1/n.LnE) (5)
LnE

4) Novamente se faz uma regressio entre Ln da tensdo de
cisalhamento em fungdo do Ln da taxa de deformagdo e obtem-se o indice de
consisténcia (k) e o mesmo valor do indice de comportamento do fluido (n).

A partir de K e n ¢ calculada. a viscosidade aparente de acordo
com a equagdo 3.

O modelo da lei de poténcia, devido a simplicidade, ¢ um dos
mais difundidos na literatura, ¢ a maioria dos procedimentos existentes para
calculos relacionados com fluidos ndo-newtonianos baseia-se nele. Esse modelo ¢
usado para descrever o comportamento reologico de qualquer fluido independente
do tempo, desde que aplicado numa faixa limitada de gradiente de velocidade
(Skelland, 1967).

Alguns fluidos mostram uma tensdo inicial mas, em seguida,

passam a comportar-se como fluidos newtoniano sdo conhecidos como fluidos de

Bingham. Esses fluidos apresentam indice de consisténcia (n) igual a 1.
Outros fluidos apresentam uma viscosidade aparente que

diminui com o aumento da taxa de deformagdo como os pseudoplasticos. Aqueles




que apresentam um aumento da viscosidade aparente com o aumento da taxa de

deformagdo sdo chamados dilatantes (Elliott, 1976).

3.6.3. Viscosimetros

Para caracterizagdo do comportamento reoldgico de um fluido €
necessario a determina¢do da tensdo de cisalhamento e da taxa de deformagao,
num mesmo ponto de medigdo. Torna-se necessario obter varias medidas da
tensdo de cisalhamento e da taxa de deformagdo, para adotar um modelo de
comportamento reologico. Dentre os fatores que influem na escolha de um
redmetro devem-se considerar (Rao & Anantheswaran, 1982, Pasquel, 1999):

- 0 material a ser ensaiado (tipo de fluido, s6lido, semi-solido);

- as propriedades a serem medidas (viscosas, elasticas, viscoeldsticas),

- a finalidade da medigdo (pesquisa, controle de qualidade, caracterizagdo
reologica).

Durante a caracterizagdo do comportamento reoldgico,

comumente ¢ feita uma distingdo entre os métodos que fornecem uma informagao

simplesmente qualitativa e os que fornecem dados reoldgicos quantitativos dos

produtos sob estudo. Por outro lado, quanto as caracteristicas de construgdo e de
funcionamento, a maioria dos viscosimetros para fluidos podem ser classificados
em rotacionais e capilares ou tubulares (Van Wazer et al., 1963).

O Quadro 1 mostra os viscosimetros que podem ser utilizados

para caracterizagdo de diversos tipos de fluidos. Deste mesmo Quadro pode-se




observar que um unico instrumento pode ser utilizado para a obten¢do dos dados

reologicos de fluidos com comportamentos distintos (Sherman, 1970).

As medidas reoldgicas padrdo sdo obtidas em equipamentos cuja
geometria produz um "fluxo cisalhante" simples (simple shear flow). Exemplos
representativos desse escoamento ocorrem quando um fluido se move:

1. Em tubos e entre placas paralelas
2. Entre cilindros concéntricos, um dos quais em rotagdo
3. Entre cone e placa, o primeiro em rotagdo

4. Entre discos paralelos, um dos quais em rotagao.

Quadro 1 - Caracteristicas dos viscosimetros utilizados para determinacdo da

reologia dos fluidos

Fluido Viscosimetro

Newtoniano capilares, rotacionais (cilindros
concéntricos; cone e placa; cilindro girando
em meio infinito), objetos descendentes

(esferas e prego)

Nao-newtoniano capilares, rotacionais (cilindros
concéntricos; cone e placa), objetos

descendentes (esferas e prego)

Viscoelasticos rotacionais (cilindros concéntricos)

Os polissacarideos, de maneira geral, ao invés de formar
solugdes verdadeiras em presenga de dgua, formam dispersdes. Isso determina a

existéncia de duas regides de comportamento distinto em relagdo a concentragdo:




o dominio das solugdes diluidas e o das solugdes concentradas, onde as moléculas
encontram-se  entrelagadas, fazendo com que a dispersio apresente
comportamento viscoelastico (Launay et al., 1986). Neste Gltimo caso, 0s ensaios
reolégicos de cisalhamento constante ndo sdo suficientes para a completa

caracteriza¢do do material, sendo necessarios ensaios de cisalhamento oscilatorio.

3.6.4. Viscosidade capilar:

A resisténcia dos fluidos ao escoamento ¢ medida por sua
viscosidade e o tipo mais comum de se medir a viscosidade €, simplesmente,
medir o tempo necessario para que um dado volume de liquido escoe através de

um tubo capilar, onde a razio entre o volume de um liquido através de um tubo

capilar de raio r e comprimento L, em virtude de uma pressdo P, pode ser dada

pela Lei de Poiseuille (Van Holde, 1975).

(equagdo 6)

(equagido 7)
8L

De acordo com as equagdes 6 e 7, o célculo da viscosidade

especifica obtém-se diretamente dos tempos de escoamento.




4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento e caracterizacdo das bactérias produtoras

4.1.1. Isolamento das bactérias

Cinco amostras de solo foram coletadas durante
aproximadamente um ano, com intervalos de dois meses entre cada amostra, em
locais pré-estabelecidos da Reserva Ecologica do Noroeste Paulista, situada em
Sao Jos¢ do Rio Preto - SP, procurando obter amostras de terra dos mais

diferentes pontos, escolhidos aleatoriamente. Foram feitas diluigdes decimais,

que foram plaqueadas em PCA (Plate Count Agar) e incubadas a 30°C por 24, 48,

72, 96, 120 horas. As coldnias gomosas resultantes foram replaqueadas em placas

de Petri contendo o meio PCA (nas mesmas condigoes).

4.1.2. Obtencdo da cultura pura

O método utilizado para obtengdo da cultura pura foi o de
esgotamento em placa de Petri contendo meio PCA, como descrito por Muro &
Luchi (1989). As colonias foram isoladas de acordo com suas carateristicas de
forma, tamanho, cor, brilho, contorno, etc. Para avaliagdo da pureza foi feita a
coloragdo de Gram onde foram observadas as caracteristicas microscopicas das

células isoladas.




4.1.3. Manutenc¢do e propagacio do microrganismo

Para manutengdo e propagacdo, as culturas selecionadas foram
semeadas em tubos inclinados de PCA, que foram incubados durante 24 horas a
30°C e depois mantidos na geladeira a 4°C. As bactérias selecionadas através da
determinagdo da viscosidade em caldo de fermentagdo foram submetidas aos
testes bioquimicos. Estas bactérias foram armazenadas sob camada de oleo

mineral e utilizadas como culturas de estoque.

4.1.4. Identificacdo das bactérias

As bactérias foram identificadas através das caracteristicas
morfologicas e fisiologicas de acordo com Bergey’s (1984). A identificagdo foi
feita de acordo com as respostas individuais obtidas para os testes morfologicos,
fisiologicos e bioquimicos (Cowan et al., 1974) e com base na chave de Skerman,
que também propde uma série de perguntas que podem ser respondidas de modo

afirmativo ou negativo, apos a determinagdo das caracteristicas do microrganismo.

A métodologia utilizada esta descrita no ANEXO 1.

4.2. Determinacdo da viscosidade em caldo de fermentacdo

A viscosidade do caldo de fermentagio foi determinada

medindo-se o tempo que este demora para fluir 4ml através de um capilar de vidro




de 0,8 cm de diametro e 25cm de comprimento a temperatura de 25°C. Foram
utilizadas as bactérias de rapido crescimento que apresentaram coldnias gomosas

de maior diametro.

4.2.1.Correlacdo das medidas

A correlagdo das medidas foi realizada pela determinag¢do da
vazio volumétrica (equagdo 6) e estes dados foram, posteriormente, substituidos

na equagdo de Poiseuille (equagdo 7) como indicado no item 3.6.4.

4.2.2. Caldo de fermentacdio ou meio quimicamente definido

O meio base empregado para a fermentagdo foi o proposto por
Souw & Demain (1979) acrescido da fonte de carbono selecionada. O meio

constou de (g/1):

KH,PO, 5.0
MgS0;.7H,0 0,2
(NH4),SO. 2,0
Acido Citrico 2,0
H;BO; 0,006
ZnO 0,006
FeCls;.6H,0 0,0024
CaCO; 0,02
HCI 0,15

O pH foi ajustado a 7,0 com NaOH ou HCI (antes da esterilizagdo)




4 3. Curva de crescimento celular

A curva de crescimento celular foi determinada utilizando-se um
método espectrofotométrico. As bactérias foram inoculadas no caldo de
fermentagdo adicionado de 2% de glicose e incubadas a 30°C e 210 rpm durante
24-48 h (de acordo com a velocidade de crescimento de cada bactéria) e durante
este periodo foram feitas as leituras de densidade optica a 520 nm, a cada uma

hora.

4 4. Producio dos biopolimeros

4.4.1. Microrganismos

Para a produgdo dos polissacarideos microbianos foram
utilizadas as bactérias previamente selecionadas através dos testes bioquimicos e

viscosidade especifica.

4.4.2. Meios de produgido

Os meios de produgdo foram obtidos pela adigdo de solugdes

esterilizadas das fontes de carbono ao meio quimicamente definido proposto por

Souw & Demain (1979), previamente esterilizado, de modo a fornecer a




concentragdo desejada da fonte de carbono. As fontes de carbono testadas foram

glicose e sacarose, nas concentragdes 1, 2, 3, 4 € 5% (p/v).

4.4.3. Preparo do indculo

A bactéria foi inoculada por esgotamento em tubos inclinados
de PCA, e incubados por 24 h a 30°C. Apds a incubagio foi feita a suspensio da
cultura pela adigdo de 10,0 ml de dgua destilada estéril. Esta suspensdo de células
foi transferida para frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio de

produgdo. A seguir, foram incubados a 30°C e 210 rpm durante 72 h. O caldo de

fermentagdo foi centrifugado a 8000 rpm por 30 min para separagdo das células

que foram utilizadas como indculo, enquanto o sobrenadante foi descartado.

4.4.4. Producio

As diferentes formulagdes dos meios de produgdo foram
inoculadas com cada suspensdo de bactéria de modo a fornecer uma densidade
optica de 0,05 a 650 nm , medida em espectrofotometro. Foram incubadas a 30°C,

durante 72 ha 210 rpm .

4.4.5. Separacgio

Apods a remogdo das células por centrifugagdo a 8000 rpm por

30 min, os polissacarideos foram separados do caldo de fermentagdo por




precipitagdo com trés volumes de etanol. A seguir, a solugdo foi concentrada por
evaporagdo a vacuo ¢ a goma obtida colocada para secar em estufa, também a
vacuo, a 45°C até atingir peso constante. Finalmente, foi calculado o rendimento

(gramas do polissacarideo por 100 gramas da fonte de carbono).

4.4 6. Determinacdo do crescimento celular

A determinagdo do crescimento celular foi feita através da
determinagdo do peso seco das células obtidas durante a produgdo, as quais foram

transferidas quantitativamente com agua destilada para  placas de Petri,

procedendo-se também a secagem em estufa a vacuo a 45°C até peso constante.

4.4.7. Influéncia do pH sobre a producdo do polissacarideo

Para estudar a influéncia do pH sobre a produgdo de
polissacarideo foram utilizadas as concentragdes das fontes de carbono (glicose e
sacarose) onde as bactérias mostraram a melhor produ¢do a 30°C. Os valores de

pH estudados foram 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0.

4.4.8 Influéncia da temperatura sobre a producio do polissacarideo

Para estudar a influéncia da temperatura sobre a produgdo de

polissacarideo foram utilizadas as concentragdes das fontes de carbono (glicose e




sacarose) onde as bactérias mostraram a melhor produgdo a pH=7,0. As

temperaturas estudados foram 25, 30 e 35 °C.

4.5. Determinacdo do comportamento reologico do biopolimero produzido

pela bactéria melhor produtora.

4.5.1. Preparo das amostras

A bactéria 4B foi inoculada no meio de fermentagdo sugerido

por Souw & Demain (1979) na presenga de glicose e sacarose, respectivamente,

na concentragdo de 2,0 % e incubada num shaker rotatorio durante 72 h a 30°C e

210 rpm ( O pH foi ajustado a 7,0 antes da esterilizagdo).

4.5.1.1. Influéncia do tempo de fermentacio na reologia

Os ensaios reologicos para estudar a influéncia do tempo de
fermentagdo foram realizados no caldo a 25°C para glicose e sacarose,

respectivamente, apos 24, 48 e 72 h de fermentagdo.




4.5.1.2. Influéncia da concentracio de sais na reologia

Para estudar a influéncia das concentragdo de sais foram
utilizados NaCl, KCI e CaCl; nas concentragdes 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 %. Estes sais
foram dissolvidos no caldo de fermentagdo da bactéria 4B apds 24, 48 e 72 h de

incubagdo nos quais foram realizadas medidas reoldgicas.

4.5.2. Redmetro utilizado

Para os testes reologicos foi utilizado um redmetro marca
Reotest 2.1 equipado com banho termostatico e cilindros concéntricos como
ilustrado na Foto 4 (pag 82). Este redmetro ¢ rotacional e causa um cisalhamento
no fluido localizado no angulo formado por dois cilindros concéntricos, com o
cilindro interno movel.

O dispositivo de medigdo utilizado foi o S para medir
viscosidades médias e o cilindro interno foi o S1, que tem dimensdes: L (altura do
cilindro interno) = 72,0 mm, Ri (raio interno do cilindro) = 19,6 mm e Re (raio do
cilindro externo) = 20,0 mm. O volume utilizado para cada ensaio foi 25 ml.

Os calculos foram realizados conforme as relagdes matematicas
apresentadas no item 3.6.2.

Além da determinagdo de tais parametros, foram construidas

figuras de viscosidade aparente versus taxa de deformagdo e viscosidade aparente

versus concentragdo de sais.




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificagdo das bactérias:

Os resultados das analises das cinco amostras de solo estudadas
estdo demonstrados nas Tabelas 11, 12, 13, 14 e 15 (ANEXO II). Nestas Tabelas
pode ser observado que foram isoladas 322 colonias de bactérias gomosas das
quais, por sua vez, foram selecionadas 178 bactérias de rapido crescimento para a
determinagdo da viscosidade do caldo de fermentagdo. Os resultados obtidos
estdo nas Tabelas 16, 17, 18, 19 e 20 ( ANEXO III) onde esta representado o
tempo (em segundos) de escoamento do caldo 'de fermentagdo medido apos 24,

48, 72 e 96 horas, como indicado no item 3.6.4.

As medidas foram feitas até 96 horas para determinar o tempo
ideal em que o caldo de fermentagdo atingiu sua maxima viscosidade, isto pode
ser observado nas Figuras 9, 10, 11, 12 e 13 (ANEXO [V) que representam os
resultados da viscosidade especifica versus o tempo de incubagdo. Estes
resultados foram correlacionados com o calculo da vazao volumétrica (equagdo
6), cujo valor foi posteriormente substituido na equagdo Poiseuille (equagdo 7).

Nesta mesma equagio 7, todos os parametros foram mantidos constantes.

Das 178 bactérias estudadas apenas foram selecionadas 30
bactérias para os testes bioquimicos de acordo com os resultados da determinagdo
da viscosidade. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3 e Diagrama

1.




A analise dos resultados dos testes bioquimicos mostrou que os
géneros das bactérias isoladas que podem estar presentes sdo: Azofobacter,

Pseudomonas;, Arthrobacter;, Bacillus e Staphylococcus.

Todos os testes realizados sd3o caracteristicos para a
determinagdo do género. Entretanto, estes mesmos testes poderdo identificar, com
certa aproximagdo, varios outros géneros;, pois a similaridade fenotipica de
diferentes géneros torna dificil a identificagdo de novos isolados e, desta forma,
havera maior ou menor probabilidade, indicada pela porcentagem, de ter os
géneros acima mencionados. Todas as bactérias acima identificadas possuem

grande capacidade de produzir polissacarideos, e estas sdo facilmente adaptaveis

para a produgdo comercial, j4 que possuem a capacidade de crescer como cultura

pura, em fermentagdes de larga escala e de produzir biopolimeros com alto

potencial de aplicagdo em varios segmentos industriais (Sutherland, 1990).

A cinética de crescimento foi realizada para as 30 bacténas
identificadas, visando a observag¢do do tempo em que as células atingem maximo
crescimento. Os resultados estdo apresentados pelas Figuras 14, 15, 16, 17 ¢ 18

(ANEXO V).

A partir da observagdo das Figuras de viscosidade aparente,
foram selecionadas 6 bactérias para a determinagdo dos parametros otimos de
produgdo de polissacarideos, pois estas foram consideradas capazes de deixarem

o caldo de fermentagdo altamente viscoso em curto espago de tempo.




|

COCOS
81D e 75D

TESTES
BIOQUIMICOS
TAB. 1,2¢3

BASTONETES

TESTES

CONFIRMATIVOS:

« BAIRD-PARKER
¢ CRESCIMENTO
EM
ANAEROBIOSE

ESPORULADOS
18B, 4D, 10D,
16D, 34D, 44D,
52D, 56D, 6E e
12E

TESTES
BIOQUIMICOS
TAB. 1,2e3

Staphylococcus
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- Coloragdo de Gram e de esporos das bactérias identificadas: Bacillus (a), esporos dos Bacillus (b),
Staphylococcus (c), Arthrobacter (d), Azotobacter (e), Pseudomonas (f). Aumento: 1.100 vezes
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Tabela 11 - Caracteristicas bioquimicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de isolamento e

incubagdo a 30°C

Bactérias Gram Esporos  LIA TSIA Citrato  Motilidade  Nitrato Indol

1B + - B: Amarela - - = "
S: Vermelha

3B

4B

7B

8B

18B B: Amarela
S: Vermelha

21B -

23B B: Amarela

S: Vermelha
*

39B
45B
53B
74B
76B
77B
79B
80B

B: Amarela
S: Vermelha
+
+

++ + 4+ + 4+ ++

+

4D

+




Tabela 11 - Caracteristicas bioquimicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de isolamento e
incubagdo a 30°C

(continuagdo)

Bactérias Gram  Esporos  LIA Citrato  Motilidade  Nitrato Indol
16D + +

21D
34D
44D
52D
56D
75D
81D
6E
12E
18E

22E
B = base
S = superficie
LIA = Agar-Lisina-Ferro
TSIA= Agar-Ferro-Trés agucares
VM = Vermelho de metila
VP =Voges-Proskauer
* alcalinizou o meio

+
+
+
+
+
+
+
+

+ + 4+ + 4+ +++++++

<+




Tabela 12 - Caracteristicas bioquimicas das bactérias (isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de isolamento e

incubagio a 30°C) em vermelho de fenol adicionado da fonte de carbono correspondente

Bactérias

Glicose

Manitol

Maltose

Sacarose

Lactose

1B
3B
4B
7B
8B
18B
21B
23B
39B
45B
53B
74B
76B
77B
79B
80B
4D
10D
16D
21D
34D

+

+ 4

++ 4+ ++++ A+ F A+t

+

*

*

*

*

*

*

*

*

| I Y DR D DR B SR
+ %t + % % %% R sk

1]

Tt ++++ 4+ ++++++++0 +

+

+

I* '

+

o0 ol g o Y

I* + l* I

+ %+ + + +

271

22

23

%
k
%

| DU N DU N DU N )
* % % * % *® * #* !

24

25

26

27

28



Tabeld 12 - Caracteristicas bioquimicas das bactérias (isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de isolamento e

incubagdo a 30°C) em vermelho de fenol adicionado da fonte de carbono correspondente

(continuagio)

Bactérias Glicose Manitol Maltose Sacarose Lactose
44D + + + +
52D + -~ + +
56D + + + -
75D
81D
6E
12E
18E
22E

* alcalinizou o meio




Tabela 13 - Determinacdo da atividade enzimatica das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de

isolamento e incubagdo a 30°C

Bactérias Gelatinase Protease Lecitinase Amilase Catalase Urease Oxidase
1B +
3B
4B
7B
8B
18B
21B
23B
39B
45B
53B
74B
76B
77B
79B
80B
4D
10D
16D
21D

+t+++++++ A+




Tabela 13 - Determinagdo da atividade enzimatica das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de
isolamento e incubagdo a 30°C

(continuagao)

Bactérias Gelatinase Protease Lecitinase Amilase Catalase Urease Oxidase
34D + - + + -
44D + + +
52D + + +
56D + + +
750D
81D
6E
12E
18E
22E

+
+
+
+
§
+
3
+
+




o 2 - Exemplos de alguns dos testes bioquimicos utilizados: TSIA (a), amarelo (+) e vermelho (-); Citrato
(b), azul (+) e verde (-); Urease (c), rosa (+) e amarelo (-)

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



4.2. Produ¢ao de Polissacarideos

Foram selecionadas 6 bactérias produtoras e identificadas como
pertencentes aos géneros Pseudomonas (4B, 7B, 18E, 21D) e Arthrobacter (3B ¢

21B). As etapas seguidas para a identificagdo estdo resumidas no Diagrama 1.

A Figura 1 mostra os resultados de viscosidade especifica dos
caldos fermentados pelas bactérias selecionadas. Nesta pode-se observar que a
maxima viscosidade dos meios, para as 6 bactérias escolhidas, foi obtida em até
72 h (7B, 3B e 21D). Entretanto, os meios de cultura das bactérias 21B ¢ 18E
apresentaram maxima viscosidade em 48 h com uma posterior diminuigdo. Ja a
bactéria 4B apresenta uma viscosidade especifica alta em 20 horas a qual

permanece praticamente constante at¢ 72h. Em geral, foi observado que, com um

maiofr tempo de incubagdo (96 horas) a viscosidade diminui para todas as

bactérias estudadas.
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produtoras de polissacarideos, determinada a cada 24h durante 96

ha30°Ce 210 rpm.

A Figura 2 mostra a curva de crescimento para as bactérias
acima mencionadas. Nesta pode-se observar que todas as bactérias tém seu

maximo crescimento em 12 h e se permaneceu constante até 72 h, exceto 18E e

21D que atingem este mesmo entre 8-9 h. A curva de crescimento foi realizada

para determinar o tempo em que as células atingem maximo crescimento, € com
isto, saber o tempo maximo de incubagdo necessario para a produgdo dos
polissacarideos. Estudos realizados por Rajeshwari et al. (1995) para goma
xantana, mostraram que a producdo da goma ocorre apos a fase logaritmica de

crescimento, ou seja na fase estacionaria.

Durante a determinagdo da curva de crescimento foi utilizada

glicose na concentragdo 2%.
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Figura 2 - Crescimento celular das bactérias produtoras de polissacarideos

determinado a 520 nm, durante 24 h a 30°C € 210 rpm.

Muitos polissacarideos bacterianos sdo produzidos seguindo um
processo de fermentagdo descontinua utilizando diferentes agticares como fontes
de carbono (Vandamme et al, 1996). e a produtividade destes pode ser afetada
pelas condig¢des culturais, pela composi¢dao do meio de cultura, temperatura, pH e

aeragdo (Kawai, 1992).

A glicose foi1 usada como a fonte de carbono tradicional para a

produg¢do de polissacarideos por bactérias (Williams & Wimpenny, 1977,

Rajeshwari et al., 1995; Roseiro et al., 1992; Kang et al., 1982), Neste trabalho




estudou-se a possibilidade de substitui-la pela sacarose, pelo fato desta ser mais
barata e abundante no mercado nacional. Aliado a isto, alguns estudos conduzidos
por diversos pesquisadores utilizando os mais variados tipos de microrganismos
ttm mostrado que a sacarose pode ser um bom substrato para a produgido de
polissacarideos (Ashtaputre & Shah, 1995; Souw & Demain, 1979; Williams &
Wimpenny, 1977). Para isto, foram determinadas as condigdes de produgdo dos
polissacarideos pelas bactérias denominadas 3B, 4B, 7B, 21B, 18E e 21D ¢
identificadas como pertencentes ao géneros Arthrobacter ¢ Pseudomonas, e 0s

resultados estdo nas Figuras 3,4 ¢ 5.

Na Figura 3 pode ser observado que na medida em que aumenta

a concentragio das fontes de carbono, a produgdo do polissacarideo diminui. Em

geral este comportamento tem sido observado por varios pesquisadores (Williams
& Wimpenny, 1977; Sown & Demain, 1979; Rajeshwari et al., 1995; Kang et al_,
1982; Kawai et al., 1995) durante a produgdo de polissacarideos utilizando os
mais variados tipos de bactérias. As fontes de carbono testadas foram glicose e
sacarose € pode-se observar que apresentaram um comportamento similar (Figura
3). As menores concentragdes levaram aos maiores rendimentos.

A concentragdo de glicose, na qual foi observado o maior
rendimento do polissacarideo foi 2%. Entretanto, as bactérias 3B, 18E e 21D
tiveram maiores rendimentos na concentragdo de 1%. Em concentragdes maiores
o rendimento diminuiu drasticamente.

A concentragdo de sacarose que produziu o maior rendimento

foi de 2%, exceto para 21B ¢ 18E, onde o maior rendimento foi na concentragdo




de 1%. A bactéria 18E apresentou 0 mesmo comportamento para as duas fontes de
carbono (Figura 3).

Com relagdo as fontes de carbono testadas, pode-se observar que
as bactérias proporcionaram resultados similares utilizando glicose ou sacarose.
Este mesmo comportamento foi observado por Souw & Demain (1979) durante a
produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris. Portanto, durante a
producdo de polissacarideos, a glicose pode ser substituida pela sacarose,
apresentando a vantagem de ser mais barata.

A Tabela 4 mostra o efeito das diferentes concentra¢des de

glicose e sacarose sobre o crescimento celular. Nesta, observa-se que cada

bactéria teve um comportamento diferenciado, mostrando que o crescimento pode

ser diretamente afetado pela fonte carbono utilizada, bem como, pela sua

concentragdo (3B).
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Figura 3 - Producdo de polissacarideos pelas 6 bactérias isoladas do solo utilizando diferentes concentragdes das fontes de carbono a
30°C e pH=7,0.
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Tabela 4 - Crescimento celular (peso celular seco em 50 ml de meio de cultura)
das 6 bactérias produtoras de polissacarideos isoladas do solo
utilizando diferentes concentragdes das fontes de carbono a 30°C e

pH=7,0

Bactérias 3B 7B 21B 21D 18E

Fonte de celular Seco
Carbono (g)
(%)

Glicose

0,7658 0,5275 0,5015 0,5935 0,6342 0,6234
0,7439 0,5291 0,4919 0,5853 0,6221 0,6220
0,6850 0,5255 0,4912 0,5681 0,6204 0,6215
0,6758 0,5284 0,4900 0,5666 0,6015 0,6210
0,6248 0,5192 0,4860 0,5565 0,6045 0,6205

Sacarose
0,6072 0,5331 0,4956 0,5893 0,5362 0,6435
0,5284 0,5321 0,4990 0,5653 0,5284 0,6390
0,5261 0,5364 0,4982 0,5546 0,5261 0,6394
0,5204 0,5320 0,4972 0,5607 0,5104 0,6253
0,5255 0,5307 0,4575 0,5660 00,5155 0,6224

Para estudar o efeito do pH e da temperatura durante a produgdo
de polissacarideos foi escolhida a melhor concentragdo de glicose e sacarose onde
as bactérias mostraram a melhor produgio, ou seja, 1% de glicose para 3B, 18E e
21D, 2% de glicose para 4B, 7B e 21B, 1% de sacarose para 21B e 18E e 2% de
sacarose para 3B, 4B, 7B ¢ 21D.

A Figura 4 mostra o efeito do pH sobre a produgdo de

polissacarideos pelas bactérias utilizadas. Pode-se observar que na medida em

que aumenta o pH do caldo de fermentagdo (de 5,0 até 7,0) ocorre um aumento da

produgdo do polissacarideo. Entretanto, valores maiores (pH=_8,0) promovem uma




diminuigdo na produgdo do polissacarideo. Este resultado sugere que o produto

pode ser um polissacarideo acido ou que foram formados alguns &cidos organicos

durante a sintese do polissacarideo pela bactéria e por esta razdo o pH do meio
fica mais acido a medida que o polissacarideo € produzido. Este mesmo tipo de
comportamento foi observado por Kawai et al. (1992) quando estudaram a
produgdo de um novo polissacarideo extracellular utilizando uma bactéria isolada
do solo e que foi identificada como Bacillus.

A Tabela 5 mostra o peso celular seco. Nesta observa-se que o
crescimento € diretamente afetado pelo pH utilizado. Em geral, no pH=7, houve
maior crescimento celular € na medida que o pH se afasta deste valor o

crescimento diminui.
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Figura 4 - Influéncia do pH na produgéo de polissacarideos pelas 6 bactérias isoladas do solo utilizando concentragdes dtimas das
fontes de carbono a 30°C e 210 rpm.




Tabela 5 - Crescimento celular (peso celular seco em 50 ml de meio de cultura)
das 6 bactérias produtoras de polissacarideos isoladas do solo
utilizando concentragdes Otimas das fontes de carbono a 30°C em

diferentes valores de pH

Bactérias 3B 4B 7B

Glicose 1,0 2,0 2,0 2,0
(%)
pH Peso Celular Seco
(g)
0,0516 0,0348 0,0212
0,1723 0,0443  0,0373
0,6291 0,4919 0,5653
8 0,2217 0,0834 0,0566
Sacarose . 2,0 2.0 1,0
(%)
pH Peso Celular Seco
(g)
0,0246 0,0514 0,0308 0,0131 0,0405 0,0839
0,1511 0,1470 0,0982 0,0315 0,0656 0,0992
0,6658 0,6321 0,4890 05393 0,5284  0,6235
0,3901 0,1585 0,1135 0,0812 0,0340 0,1526

A Figura 5 e a Tabela 6 mostram o efeito de diferentes

temperaturas de incubagdo para a producdo de polissacarideos e seu efeito sobre o

crescimento celular nas bactérias utilizadas. Como pode ser observado a
temperatura 6tima foi 30°C e temperaturas maiores ou menores do que esta,
tiveram um efeito negativo em ambos pardmetros, mostrando assim, que a
temperatura de incubagdo do meio de cultura ¢ um fator importante a ser

controlado para uma produgio estavel do polissacarideo.
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Tabela 6 - Crescimento celular (peso celular seco em 50 ml de meio de cultura)
das 6 bactérias produtoras de polissacarideos isoladas do solo
utilizando concentragdes otimas das fontes de carbono a pH=7,0 em

diferentes temperaturas

Bactérias 3B 4B 7B

Glicose 1,0 2,0 2,0 2,0

(o)
Temperatura Celular  Seco

(°C) (8)
25 0,0213 0,0358
30 0,4819  0,5653
35 0,0480  0,0238

Sacarose 2,0 1,0
(%)

Temperatura Celular Seco

CC) (2)

25 0,2757 0,5205 0,0372 0,0474  0,0605  0,1593
30 0,6072 0,6321 0,4890 0,5393  0,5284  0,6235
35 0,1185 0,5183 0,0450 0,0283  0,0345  0,1731

Apos a determinagdo das melhores condigdes de produgdo, foi

realizado a determinagdo do pH final apos a fermentagdo e os resultados estdo
apresentados na Tabela 7. Com relagdo ao pH final (Tabela 7) dos meios de
fermentagdo contendo as respectivas bactérias, pode-se observar que a maioria
apresentaram pH acido mostrando que o polissacarideo produzido no meio ¢é
provavelmente acido ou foram formados alguns acidos orgdnicos e as bactérias

21D e 18E sdo provavelmente polissacarideos neutros.




Tabela 7 - pH final do caldo de fermentagdo apos produgdo dos polissacarideos

durante 72 horas a 30°C e 210 rpm

pH final

Bactérias Glicose Sacarose

3B 5,45 4,75
4B 5,47 5,52
7B 5,48 5,46
21B 6,90 5,00
21D 7,08 1.53
18E 7,05 6,88




oto3 - Eta':pas da produgdo dos polissacarideos: meio de fermentagao apos 72h de incubagdo (a;= 21D, a;
21B e a;= 4B); polissacarideo precipitado com etanol (b), células secas (c)
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4.3. Estudos Reologicos

Das bactérias estudadas, foi selecionado o microrganismo 4B
para a realizagdo dos testes reoldgicos. Estes testes foram realizados diretamente

no caldo de fermentagao.

Alguns estudos em reologia de caldos de fermentagdo foram
realizados, embora eles sejam relativamente poucos, o comportamento reologico
dos caldos de fermentagdo depende muitas vezes do tipo de microrganismo que
foi cultivado e sua morfologia, bem como do produto celular excretado no meio
de fermentagdo (Landon et al., 1993).

Em geral, os caldos de fermentagdo apresentam
comportamento ndo-newtoniano e pseudoplasticidade durante a produgdo de
polimeros em grandes quantidades por microrganismos que ndo formam micélio.
Entretanto o comportamento reoldgico foi geralmente atribuido ao aumento da
concentragdo do polimero, o qual aumenta a viscosidade do meio, € pouca ou
nenhuma a contribuigdo celular (Pace & Righelato, 1981). Em estudos conduzidos
por Charles (1978) com meio de cultivo utilizado para produgdo de goma xantana
por Xanthomonas campestris, foi demonstrado que a separagdo das células por
meio de filtragdo do caldo de fermentagdo produziu somente um pequeno
decréscimo na viscosidade do caldo. No entanto, foi observado que, quando os
microrganismos envolvidos possuem tricoma, como por exemplo Cyanospira

capsulata, a contribuigdo da morfologia nas propriedades do fluido sdo

significativas (Philippis et al., 1991).




Neste trabalho, nos ensaios realizados em laboratorio foi
utilizado o caldo de fermentagdo sem a separagdo das células, onde a contribuigdo
celular para o comportamento reoldgico foi considerada desprezivel, uma vez que,
nos estudos conduzidos por Charles (1978), durante a produgdo da goma xantana
por Xanthomonas campestris, comprovaram que a forma de bastdo ndo contribui
consideravelmente. Neste experimento, a bactéria utilizada também apresenta
forma de bastdo.

Foi determinada a viscosidade aparente do polissacarideo
produzido pela bactéria 4B e foi observada a dependéncia dos parimetros
reologicos no caldo de fermentagdo em fungdo do tempo de incubagdo e presenga
de sais.

Os dados experimentais foram analisados utilizando a Lei
da Poténcia pela sua simplicidade e aplicabilidade para uma grande variedade de
fluidos e ampla utilizagdo em calculos de engenharia (Kriger & Elrod, 1953).

A Figura 6 mostra o efeito da tensdo de cisalhamento, a qual foi calculada

através da equagdo 4, sobre a velocidade angular a temperatura de 25°C na

presenga das respectivas fontes de carbono. Nesta Figura pode-se observar a ndo
linearidade dos pontos, portanto, o fluido (caldo de fermentagdo) ¢ ndo-
newtoniano e pseudoplastico devido a concavidade da curva, possuindo um valor
de n<l.

Foi aplicada uma regressdo linear pelo método dos minimos

quadrados de Ln de tensdo de cisalhamento (1) versus Ln da velocidade angular

(w) para encontrar o valor do indice de comportamento do fluido (n), dos caldos




de fermentagdo contendo glicose e sacarose, respectivamente, apos 24, 48, e 72h
de fermentagdo. O valor do indice de comportamento do fluido (n) foi utilizado
para o calculo da taxa de deformagdo (y) através da equagdo 5.

Foram realizadas regressdes entre Ln da tensdo de cisalhamento
versus Ln da taxa de deformagdo, de onde foram obtidos os indices de
consisténcia (k) e os mesmos indices de comportamento do fluido (n) para os
caldos contendo glicose e sacarose em 24, 48 ¢ 72 h de fermentagdo. Os valores

de n e k estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros reologicos do caldo de fermentagdo da bactéria 4B isolada

de amostras de solo, em relagdo ao tempo de incubagdo num shaker

rotatorio a 30°C e 210 rpm, medidos em redmetro de cilindros

concéntricos a 25°C

Glicose

24h
48h
72h

Sacarose

24h
48h
72h




Tensao de cisalhamento (Pa)
Tensao de cisalhamento (Pa)

sacarose 72h ]

T T T
100 150 200

Velocidade angular (rpm)

T
100

T

T
150

T
200

Velocidade angular (rpm)

Figura 6 - Efeito da tensdo de cisalhamento sobre a velocidade angular a 25°C no meio de cultura contendo glicose e sacarose,

respectivamente, apos 72h de fermentagao.
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Os caldos de fermentagdo apresentaram-se mais viscosos em 72
horas de fermentagdo, como demonstrado pela Figura 7 referente a correlagdo
entre viscosidade aparente (m,) versus taxa de deformag@o (y). Os pardmetros
reologicos n e k ndo permanecem os mesmos durante toda a fermentagdo (Tabela
8), pode-se observar também que quanto maior o valor de k mais espesso e
portanto mais viscoso € o fluido, em conseqiiéncia disto, maior a viscosidade
aparente ¢ maior sua pseudo-plasticidade (Figura 7). Em relagdo ao n, este ¢
inversamente proporcional (Tabela 8). Este mesmo comportamento foi observado
por Veljkovic et al. (1988) em um estudo conduzido com Leuconostoc
mesenteroides o qual mostrou que a reologia do caldo muda drasticamente com o
tempo, tornando-se mais viscoso € ndo-newtoniano durante o final do crescimento
celular.

Em relacdo as fontes de carbono utilizadas observa-se que a
sacarose produziu fluidos mais viscosos entre 24 e 48 horas, do que a glicose.
Entretanto a glicose apresentou uma maior viscosidade apds 72 horas de
fermentagdo (Figura 7 ¢ Tabela 8).

Foi estudado o efeito da presenga de sais NaCl, KCl e CaCl,
no caldo de fermentagdo em 72 horas de incubagdo para meios contendo sacarose
e glicose como fontes de carbono e os resultados estdo apresentados na Figura 8 e
Tabelas 9 e 10, as concentragdes utilizadas foram 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0%. O efeito
dos sais € um parametro muito importante em alimentos, uma vez que, sua

presenga aumenta a resisténcia da goma a degradagdo provocada pelo

aquecimento. Esta propriedade torna o uso de polissacarideos em alimentos




processados muito atrativa, ja que estes produtos, normalmente contém sais em
quantidades consideraveis, proporcionando uma excelente estabilidade
independente ao calor (Rocks, 1971).

A Figura 8 mostra a viscosidade aparente versus concentragdo
de sais (NaCl, KCl e CaCl,) para os caldos contendo sacarose e glicose como
fonte de carbono, adicionados destes sais. Como observado, nesta mesma Figura,
o CaCl, possui uma maior influéncia sobre a viscosidade dos caldos de

fermentagdo em relagdo aos outros sais. Segundo Tako & Nakamura, 1987, isto

pode ser devido a que o calcio (Ca’") é um cation bivalente e pode se ligar a mais

de uma cadeia do polissacarideo promovendo o entrecruzamento entre as cadeias,
~ + . T
ndo ocorrendo 0 mesmo com o Na' e 0 K', 0s quais sdo monovalentes e somente

ionizariam o polissacarideo promovendo interagdes eletrostaticas.
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Tabela 9 - Parametros reoldgicos do caldo de fermentagdo a temperatura a 30°C e
pH = 7,0 da bactéria 4B isolada de amostras de solo, contendo glicose

a 2% em fungdo das concentragdes de sais, medidos em redmetro de

cilindros concéntricos a 25°C

Tabela 10 - Parametros reologicos do caldo de fermentagdo a temperatura a 30°C

e pH = 7,0 da bactéria 4B isolada de amostras de solo, contendo

sacarose a 2% em fungdo das concentragdes de sais, medidos em
redmetro de cilindros concéntricos a 25°C

Como mostrado pelas Tabelas 9 e 10, a medida que aumenta a

concentragdo dos sais a viscosidade aparente diminui, pois uma maior

concentragdo de eletrolitos e cargas positivas provocam uma maior alteragdo na




conformagdo. Como pode ser observado na Figura 8, todas as solugdes contendo
estes sais apresentam um comportamento pseudoplastico, uma vez que, a
viscosidade aparente diminui com o aumento da taxa de deformagao.

O efeito do sal nas propriedades reoldgicas das solugdes aquosas
de gomas ¢ um assunto de consideravel importancia pratica. A presenga de sais
diminui marcadamente a viscosidade de solugdes diluidas de polieletrolitos. Este
efeito pode ser largamente atribuido ao polieletrolito, isto deve-se a que a forga
ionica do meio reduz a repulsdo entre cargas adjacentes da cadeia do polimero.
Isto resulta numa mudanga conformacional da configuragdo estendida para uma

configuragio ao acaso (Elliott, 1976).

Em geral, os polissacarideos sdo pouco soliveis em solugdo

salina, como conseqiiéncia, a viscosidade das solugdes diluidas de polissacarideos
¢ muito pequena. Solugdes altamente concentradas de polissacarideos apresentam

viscosidades maiores na presenga de sais (Elliott, 1976).




Foto 4 - Redmetro (Reotest 2.1) e banho ultra-termostatizado utilizados durante a realizagdo das
determinagdes reologicas
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6. CONCLUSOES

Foi possivel isolar 322 bactérias produtoras de polissacarideos
do solo da Estagdo Ecologica do Noroeste Paulista. Foram isoladas: Azotobacter,
Arthobacter, Bacillus, Pseudomonas e Staphylococcus.

Dentro das condigdes de produgio de polissacarideos estudadas,
apenas Pseudomonas e Arthobacter foram selecionadas através da viscosidade do
caldo de fermentagdo. As condi¢des de fermentagdo que apresentaram melhores
resultados foram pH=7, temperatura de 30°C, 1 ou 2% de sacarose ou glicose.
Estas fontes de carbono apresentaram comportamento similar.

Estudos reologicos realizados no caldo de fermentagdo da
bactéria do género Pseudomonas mostraram comportamento de fluido ndo-
newtoniano e pseudoplastico. Para meios de cultura com sacarose a maior
viscosidade ocorreu depois de 24 e 48h, para a glicose ap6s 72h. Com relagdo ao
efeito de sais, o CaCl, apresentou uma maior influéncia sobre a viscosidade do

caldo.
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Testes bioquimicos

Teste de Agar-Lisina-Ferro (LIA)

O teste de LIA (Agar lisina-ferro) ¢ utilizado para a
demonstragdo simultanea de lisina-descarboxilase (LD) e da produgdo de acido
sulfidrico (H,S) para a identificagdo de enterobactérias, sobretudo de Sa/monella e
Arizona. Este meio nutritivo (LIA) se semeia com o microrganismo, tanto por
estrias sobre a superficie inclinada como por picada e incuba-se por 24-48 horas a

35°C. As culturas que produzem lisina-descarboxilase causam uma reacdo

alcalina no meio produzindo uma colorag@o roxa, as culturas negativas produzem

uma coloragdo roxa na superficie (produgdo de base) e coloragdo amarela
(produgdo de acido) na base do tubo. A produgdo de H,S da uma coloragdo negra

no meio de cultura devido ao sulfeto de ferro que se forma.

Teste de Agar-Ferro-Trés agucares (TSIA)

O teste de TSIA (Agar-ferro-trés agucares) ¢é utilizado
basicamente com dois propdsitos: determinar a fermentagdo dos carboidratos e
determinar a produgdo de H,S. O tubo que contém o meio de cultura possui duas
camaras de reacdo (aerObia e anaerdbia), a porgdo inclinada, exposta em sua
superficie ao oxigénio atmosférico € aerdbia, € a por¢do inferior, denominada base

¢ anaerdbia. Apods inocular 0 microrganismo teste, tanto por estria na superficie




inclinada como por picada, incuba-se por 24-48 horas a 35°C. A degradagdo do
agucar, com produgdo de acido a partir da metabolizagdo anaerobia da glicose, se
manifesta por uma mudanga de cor do indicador vermelho de fenol de vermelho a
amarelo. Uma viragem do indicador a vermelho intenso indica uma alcalinizagio
do meio devido a utilizagdo aerdbia e anaerdbia dos compostos nitrogenados,
neste caso ndo houve utilizagdo dos carboidratos. No caso de aparecimento de
uma base amarela e a superficie vermelha indica que ocorreu a degradagdo
aerobia da glicose e dos compostos nitrogenados na superficie (superficie
vermelha), o que gera produtos alcalinos (NH;), a base amarela significa a

producdo de acidos a partir da metabolizagdo anaerdbia da glicose. A produgdo de

H,S da uma coloragdo negra no meio devido ao sulfeto de ferro que se forma.

Teste de nitrato

O teste do nitrato ¢ utilizado para determinar a habilidade que
um microrganismo tem para reduzir nitrato (NO;3) a nitrito (NO;) ou a gas
nitrogénio (N;). Os microrganismos que reduzem nitrato t€m a capacidade de
retirar oxigénio deste. Estas rea¢des ocorrem normalmente sob condigdes
anaerobias. Apds inocular o microrganismo teste no meio de cultura, deve-se
incubar 24-48 horas a 35°C e logo apds o crescimento, acrescentar ao tubo 10
gotas de uma mistura (v/v) dos reagentes o-naftilamina e dcido sulfanilico e agitar
levemente. O aparecimento de um halo roseo equivale a um teste positivo,

indicando que os nitratos foram reduzidos a nitritos ou a gas nitrogénio.




Teste de citrato

O teste do citrato ¢ utilizado  para identificagio de
microrganismos capazes de utilizar o citrato como unica fonte de carbono. Uma
vez que o citrato de sodio € um dos metabolitos constituintes do ciclo de Krebs,
apoOs semear 0 microrganismo teste por estria, na superficie do meio de cultura ¢
por “picada” na parte inferior do meio, utilizando para isso uma agulha, incuba-se
de 24-48 horas, a 35°C. O resultado positivo ¢ representado pelo aparecimento da
cor azul devido a viragem do indicador de pH azul de bromotimol (verde) pela

alcaliniza¢do do meio de cultura.

Teste de motilidade

A motilidade pode ser observada semeando-se o
microrganismo em meio semi-solido. Para isto o microrganismo ¢ inoculado “por
picada” utilizando uma agulha e incubado por 24-48 horas a 35°C. Os

microrganismos que possuirem capacidade de se mover, irdo difundir-se além da

linha de picada e as bactérias sem motilidade crescerdo exclusivamente ao longo

da linha de picada.




Teste do indol

A prova do indol ¢ utilizada para detectar bactérias que possuem
a enzima triptofanase que sdo capazes de hidrolizar e desaminar o triptofano com
a produgdo de indol, sendo este um dos produtos metabolicos de degradagao do
aminoacido triptofano. Apods inocular o microrganismo em meio contendo
triptofano e incubar por 24-48 horas, a 35°C, adicionam-se 3 a 5 gotas do
reagente de Kovac’s no tubo teste. O aparecimento de coloragdo vermelha na
superficie de contato do tubo teste indica a presenga de indol e portanto que o

aminodcido triptofano foi hidrolizado.

Teste de fermentagdo e oxidagdo

E utilizado para a determinagio da fermentagdo de

diferentes fontes de carbono como, manitol, maltose, glicose, sacarose e lactose.
Neste teste deve-se verificar a presenga de acidos e/ou gas produzidos durante a
fermentagdo e oxidagdo dos agucares. Para isto pipeta-se 1,0ml da cultura que foi
inoculada 24 horas antes, em caldo nutriente e, adiciona-se a tubos que possuem
meio de cultura liquido e tubos de Durhan. Incuba-se por 24-48 horas a 35°C. A
produgio de acido ¢ detectada pelo aparecimento de uma cor amarela no meio que
possui inicialmente a coloragdo vermelha devido a presenga do indicador
vermelho de fenol, indicando assim a fermentagdo do agucar. A produgdo de gas

indica a oxidagdo dos agucares.




Teste de gelatinase

O teste de gelatinase ¢ utilizado para determinagdo e
investigagdo de microrganismos que liqiiefazem gelatina. As enzimas gelatinases
1Irao atuar sobre a gelatina fazendo com que ocorra a perda das propriedades
gelificantes. Para isto deve-se inocular o microrganismo no meio de cultura com o
auxilio de uma alga de platina. Incubar de 24-48 horas a 35°C. Apos o periodo de
incubagdo, 30 minutos antes da leitura, os tubos sdo colocados na geladeira para
verificar se ocorrera ou ndo gelatinizagdo. A presenga de enzimas gelatinases
liquefardo a gelatina, e o meio ficara liquefeito mesmo apos colocar o tubo sob

refrigeragdo.

Teste de lecitinase

O teste de lecitinase (Agar-ovo) ¢ utilizado para verificar

microrganismos que apresentam a enzima lecitinase. A gema do ovo ¢ usada

comumente como uma fonte de lecitina. A inoculagdo é feita por estrias na
superficie do meio de cultura com incubagdo por 24-48 horas a 35°C. Os
microrganismos que possuirem a enzima lecitinase irdo hidrolisar a lecitina,
contida na gema do ovo, com o aparecimento de um halo transparente

desenvolvido principalmente ao redor das colonias.




Teste de amilase

O teste da amilase (Agar- amido) é utilizado para verificar
se 0 microrganismo possui ou ndo a enzima amilase, que tem a propriedade de
hidrolizar o amido. Para isto deve-se inocular o microrganismo teste na placa
contendo o meio e incubar a 35°C por 24-48 horas. Apds o periodo de incubagdo
adicionar a placa solugdo de lugol. Os microrganismos que possuirem a enzima
amilase irdo hidrolizar o amido contido no meio de cultura, com o aparecimento
de uma zona incolor ao redor do crescimento do organismo e com o aparecimento

de uma coloragdo azulada no restante do meio.

Teste de protease

O teste de protease (Agar-leite) ¢ utilizado para comprovar que

microrganismos possuem as enzimas proteases capazes de hidrolizar a proteina
do leite. O microrganismo € inoculado na parte central da placa e incubado por
24-48 horas a 35°C. Os microrganismos que possuirem a enzima protease, irdo
digerir a proteina do leite formando um halo transparente ao redor do crescimento

dos organismos.




Teste da catalase

Este teste ¢ utilizado para determinar a presenca da enzima
catalase que decompde o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua. O teste €
feito utilizando uma cultura de 24 horas a qual, através de uma alga de platina, ¢
colocada em uma lamina contendo peréxido de hidrogénio, a presenga de

borbulhamento representa a positividade do teste.

Teste da oxidase

Esse teste ¢ utilizado para determinar a presenca da enzima

oxidase. O teste € feito utilizando uma cultura de 24 horas em tubos de ensaio, nos
quais sdo adicionados agua estéril para a formagdo de uma suspensdo e discos
impregnados com p-Aminodimetilamina que serve de substrato para
microrganismos que produzem oxidase, ou seja, o reagente atua como aceptor
artificial de elétrons substituindo o oxigénio, a mudanga da coloragido do disco de

branco para inicialmente rosa e depois preto indica um teste positivo.

Teste da urease

A urease ¢ uma enzima presente em muitas espécies de
microrganismos que podem hidrolisar a uréia. O microrganismo € inoculado na

parte central da placa e incubado por 24-48 horas a 35°C, 0s microrganismos que




possuirem a enzima urease, irdo digerir a uréia do meio € a amonia reage em
solu¢do para formar carbonato de amdnio, resultando na alcalinizagdo ¢ aumento
do pH do meio, a mudanca de cor de amarelo para vermelho em toda a placa

representa um resultado positivo.

Teste do vermelho de metila (VM)

A prova do VM ¢ uma andlise quantitativa da producdo de

acido a partir da glicose, via fermentagdo acida mista, a qual produz acidos fortes

como o latico, acético e formico. O vermelho de metila € um indicador de pH com

intervalo entre 6,0 (amarelo) e 4,4 (vermelho). O pH no qual o vermetho de metila

detecta a presenga de acido €, consideravelmente, mais baixo que o pH de outros
indicadores utilizados em meios de cultura. O microrganismo € inoculado no meio
de VM a 35°C, durante 48 horas, apos este periodo sdo adicionadas ao meio 5
gotas de solug@o de vermelho de metila, o desenvolvimento da cor vermelha na
superficie do meio indica a produgdo de acido suficiente para abaixaropHa4.4 e

um resultado positivo.

Teste do Voges-Proskauer (VP)

Este meio ¢ usado para determinar a habilidade de alguns

organismos produzirem um composto neutro, o acetilmetilcarbinol ou acetoina, a

partir da fermentagdo da glicose. O acido piruvico, principal composto formado




pela degradagdo fermentativa da glicose, ¢ metabolizado através de varias vias, de
acordo com os sistemas enzimaticos que possuem as diferentes bactérias, uma
dessas vias leva a produgdo de acetoina. O microrganismo € inoculado no meio de

VM/VP a 35°C, durante 48 horas, apos este periodo sio adicionados ao meio 5

gotas de solugdo hidroxido de potassio a 40%, a acetoina € convertida em diacetila

que forma um complexo de cor vermelha na superficie do tubo.

Testes especificos

Agar Baird-Parker

Este meio ¢ utilizado para a identificagio de
Staphylococcus, 0 meio possui cloreto de litio e telurito, que inibem outros
microrganismos, € o piruvato da glicose atua favorecendo a seletividade do
crescimento de estafilococos. O microrganismo teste ¢ inoculado através de
estrias na placa contendo o meio Baird-Parker na presenca de gema de ovo e
telurito de potassio e incubado por 24-48 horas a 35°C, coldnias negras indicam a

presenca de estafilococos.

Agar seletivo para Pseudomonas-Aeromonas (GSP- Merck)

Este meio ¢ utilizado para a identificagdo de Aeromonas e

Pseudomonas, o meio possui, como base nutritiva, glutamato e amido que ndo




podem ser aproveitados por muitos microrganismos, a seletividade é aumentada
com a presenga de Penicilina no meio. O microrganismo teste € inoculado através
de estrias na placa contendo o meio e incubado por 72 horas a 25°C. As coldnias
de Pseudomonas se apresentam violeta-azuladas, rodeadas de uma zona roxa

avermelhada.

Pseudomonas Agar Base (Oxoid)

Este meio ¢ utilizado para a identificagdo de Pseudomonas

que na presenga de CFC selective agar supplement (agar suplemento seletivo), o

meio torna-se seletivo para espécies de Pseudomonas. O microrganismo teste ¢

inoculado através de estrias na placa contendo o meio e incubado por 48 horas a
25-30°C. O crescimento na placa indica a presenga de Pseudomonas e o
crescimento acompanhado de pigmento marrom ou fluorescente evidencia

Pseudomonas aeruginosa.

Técnicas de coloracao

Coloragdo de Gram

A coloragio de Gram ¢ utilizada para identificar os

microrganismos Gram positivos dos Gram negativos. Também ¢ possivel verificar

a pureza da colonia estudada. Durante a realizagdo desta técnica deve-se usar




culturas com até 24 horas, as quais sdo submetidas aos seguintes reagentes: cristal
violeta, lugol, alcool e safranina. As células que se corarem de roxo sdo Gram

positivas e as que se corarem de rosa sdo Gram negativas.

Coloragdo de esporos

Alguns grupos de microrganismos tém a habilidade de
formar endosporos nas células. Os esporos sdo estruturas de resisténcia. Culturas
velhas (apos 24 h de crescimento) s3o submetidas aos seguintes reagentes: verde
de malaquita e safranina, os esporos se colorem de verde e as células vegetativas

de rosa.

Coloragdo de cistos

Cistos sdo uma forma de resisténcia, estruturalmente

diferente de esporos, apresentados por algumas bactérias. Culturas vethas (apés

24h de crescimento) sdo submetidas aos seguintes reagentes: nitrosina fenicada e

violeta gensiana, o cisto se cora de roxo e a célula vegetativa de rosa.
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Tabela 11 - Caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra A)

Cultura A Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram
1 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Transparente Lisa Transparente Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Seca Brilhante Quebradica Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Transparente Lisa Transparente Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Opaca Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante - Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela limao Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradiga Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradiga Bastonetes Gram +
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Tabela 11 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra A)

(continuagao)

Cultura A Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Amarela
Branca
Amarela limio
Amarela limao
Amarela
Amarela limdo
Transparente
Transparente
Transparente
Branca
Branca
Branca
Amarela
Branca
Branca
Branca
Branca
Amarela
Transparente
Branca
Branca
Branca
Branca

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Seca
Lisa
Seca
Seca
Lisa
Lisa
Lisa
Seca
Seca
Lisa
Lisa

10] A

Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Transparente
Transparente
Transparente
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Opaca
Brilhante
Opaca
Opaca
Brilhante
Brilhante
Transparente
Opaca
Opaca
Brilhante
Brilhante
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Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradica
Viscosa
Quebradica
Quebradi¢a
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradica
Quebradica
Viscosa
Viscosa

20

Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
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Tabela 11 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra A)

(continuagao)

Cultura A Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram

47 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
48 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
49 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
50 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
51 Transparente Lisa Transparente Viscosa Bastonetes Gram +
52 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
53 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +

* : lisa, rugosa, mucoide, seca, pulverulenta

** . opaca, translucida, transparente, brilhante

*** : butirosa, viscosa, quebradi¢a, membranosa

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 12 - Caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e

incubag¢do a 30°C durante 24h (amostra B)

Cultura B Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +

Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Seca Opaca Quebradica Cocos Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante ) Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -

Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram -

Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +

Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -

—

2
3
4
5
6
7
8
9

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 12 - Caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra B)

(continuagdo)

Cultura B Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragao de Gram
25 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
26 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
27 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
28 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
29 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
30 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
31 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
32 Transparente Lisa Transparente Viscosa Bastonetes Gram +
33 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
34 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
35 Branca Seca Opaca Quebradica Bastonetes Gram +
36 Amarela Lisa Brilhante : Viscosa Bastonetes Gram +
37 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
38 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
39 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
40 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
41 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
42 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
43 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
44 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
45 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
46 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
47 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
48 Amarela Lisa Brilhante ' Viscosa Bastonetes Gram +
49 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +

AVA
| .
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 12 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagéo a
30°C durante 24h (amostra B)

(cormnuagio)

Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloracio de Gram
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -

Transparente Lisa Transparente Quebradica Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Seca Opaca Quebradica Bastonetes Gram +

Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante ; Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +

AVA
| .
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 12 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e

incubagdo a 30°C durante 24h (amostra B)

(continuagio)

cultura B Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram
75 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
76 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
77 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
78 Amarela Seca Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
79 Amarela Seca Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +

80 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
* . lisa, rugosa, mucoide, seca, pulverulenta
** . opaca, translucida, transparente, brilhante
*** : butirosa, viscosa, quebradiga, membranosa

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 13 - Caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagdo

a 30°C durante 24h (amostra C)

Cultura C Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragio de Gram
1 Branca Seca Opaca Quebradi¢a Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradiga Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Opaca Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Opaca Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Opaca Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Opaca Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Opaca Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Opaca Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca : Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradica Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradiga Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradica Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradica Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Seca Opaca Quebradica Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 13 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra C)

(continuagao)

Cultura C

Cor

Superficie*

Densidade**

Consisténcia***

Coloragao de Gram

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Branca
Amarela
Branca
Branca
Marrom
Amarela
Amarela
Amarela
Transparente
Marrom
Branca
Transparente
Laranja
Branca
Branca
Amarela
Amarela
Amarela
Amarela
Branca
Branca
Transparente
Branca
Branca
Branca

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Seca
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Seca
Seca
Lisa
Lisa
Lisa
Seca
Seca
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
lisa
rugosa
lisa
seca

10] A

Brilhante
Brithante
Brilhante
Opaca
Opaca
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Transparente
Opaca
Opaca
Transparente
Brilhante
Opaca
Opaca
Opaca
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Opaca
Transparente
Opaca
Opaca
Opaca

AVA
L, unesp ¥

Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradiga
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradi¢a
Quebradiga
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradiga
Quebradica
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradica
Quebradica
Viscosa
Quebradiga

Cocos Gram +

Bastonetes Gram +

Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +

21 22 23 24



Tabela 13 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagdo
a 30°C durante 24h (amostra C)

(continuagio)

Cultura C Cor Densidade** Consisténcia***

Superficie*

Coloragido de Gram

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

Transparente

Amarela
Branca
Laranja
Marrom
Branca
Branca
Amarela
Amarela
Amarela
Transparente
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Amarela limdo

Amarela

lisa
lisa
lisa
lisa
seca
seca
lisa
lisa
lisa
lisa
lisa
rugosa
seca
seca
seca
lisa
seca
seca
seca
seca
seca
lisa
lisa
lisa

Transparente
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Opaca
Opaca
Opaca
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Transparente
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Brilhante
Opaca
Brilhante
Opaca
Opaca
Opaca
Brilhante
Brilhante
Brilhante

Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradica
Quebradica
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Quebradi¢a
Quebradiga
Quebradica
Quebradica
Viscosa
Quebradiga
Quebradica
Quebradiga
Quebradica
Quebradi¢a
Viscosa
Viscosa
Viscosa

Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +
Cocos Gram +

* . lisa, rugosa, mucoide, seca, pulverulenta
** : opaca, translucida, transparente, brilhante
*** : butirosa, viscosa, quebradi¢a, membranosa

AVA
2 unespwiﬁ 17 18 189 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 14 - Caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagdo

a 30°C durante 24h (amostra D)

Cultura D Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram
1 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante . Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +

2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 14 - Caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagéo

a 30°C durante 24h (amostra D)

(continuagio)

Cultura D

Cor

Superficie*

Densidade**

Consisténcia***

Coloragdo de Gram

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante

Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa

Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +

21 22 23 24

25

26

27

28



Tabela 14 - Caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagido

a 30°C durante 24h (amostra D)

(continuagio)

Cor

Superficie*

Densidade**

Consisténcia***

Coloragido de Gram

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Amarela
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante

Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa

Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram -
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram -
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram +
Bastonetes Gram -

21 22 23 24

25

26

27

28



Tabela 14 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra D)

(continuagdo)

Cultura D Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram

74 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
75 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
76 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
77 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
78 Branca Seca Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
79 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
80 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
81 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +

* : lisa, rugosa, mucoide, seca, pulverulenta

** . opaca, translucida, transparente, brilhante

*** : butirosa, viscosa, quebradiga, membranosa

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 15 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra E)

Cultura E Cor Superficie* Densidade** Consisténcia** * Coloragdo de Gram
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +

Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante s Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram -
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

J

P e e e —
SOV dR WA U

BN NN
B U N

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 15 - Caracteristicas morfoldgicas das bactérias isoladas de amostras de solo utilizando PCA como meio de cultura e incubagio

a 30°C durante 24h (amostra E)

(continuagdo)

Cultura E Cor Superficie* Densidade** Consisténcia*** Coloragdo de Gram

25 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
26 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
27 Branca Lisa Brilhante Viscosa Bastonetes Gram +
28 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
29 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
30 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
31 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
32 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
33 Branca Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +
34 Branca Lisa Brilhante . Viscosa Bastonetes Gram +
35 Amarela Lisa Brilhante Viscosa Cocos Gram +

* : lisa, rugosa, mucdide, seca, pulverulenta

** : opaca, translucida, transparente, brilhante

**% : butirosa, viscosa, quebradiga, membranosa
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Tabela 16 - Determinagdo da viscosidade do caldo de fermentagdo utilizando

bactérias gomosas de rapido crescimento, isoladas de amostras de

solo (amostra A), num meio de cultura sintético e incubagdo de 30°C

durante 24; 48; 72 e 96 horas, com agita¢do constante a 210 rpm

Cultura A Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento
24h 48h 72h 96h
23 277 319 306
277 315 34? 333
265 316 310 257
261 295 307 320
279 315 279 273
275 343 38 270
260 3s9 340 276
263 378 350 23
275 3os 320 294
34 37 300 297
338 331 307 282
250 287 286
240 32 308
244 32 47
300 353 250
305 35 324
250 335 279
209 250 333
37 342 320
305 3s3 38s
296 309 248
254 293 348
297 3s1 3s9
302 387 302
309 3s3 36s
265 269 303

261 34s

310 317 252
Viscosidade = foi determinada através do tempo que demoram para fluir 4 ml do caldo de
fermentagdo através de um capilar de vidro de 0,8 cm de didmetro e 25 cm de

largura a temperatura de 25°C.
tempo de escoamento em segundos e centésimos de segundos.




Tabela 17 - Determinagdo da viscosidade do caldo de fermentagdo utilizando

bactérias gomosas de rapido crescimento, isoladas de amostras de

solo (amostra B), num meio de cultura sintético e incubagio de 30°C

durante 24; 48; 72 e 96 horas, com agita¢@o constante a 210 rpm

Cultura B Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento
24h 48h 72h
S3s Sgy Soo
3 28 3 59 3 55
493 4g9 Sa0
539 535 533
493 S40 463
301 303 315
S» S4s Soo

GO 1 N A B Wb =

535 597 - 534

=]

505 469 400
S10 588 52
229 3os 316
33‘) 34(1 2?0
307 36[ 353
274 375 32
363 339 318
3(:9 356 32?
3ss 3s0 325
539 537 537
370 33 32
294 300 335
Sus Sso 43
340 344 292
443 Soo Sos
42 500 470
377 379 303
RFY 397 32
403 3s6 273
32 331 336
332 363 320
234 313 37
246 254 346
300 353 359
299 348 278
3% 340 300

— i — —
B Wb = O




Tabela 17 - Determinagdo da viscosidade do caldo de fermentagdo utilizando

bactérias gomosas de rapido crescimento, isoladas de amostras de

solo (amostra B), num meio de cultura sintético e incubagdo de 30°C

durante 24; 48; 72 e 96 horas, com agitagdo constante a 210 rpm

(continuagio)

Cultura B Crescimento  Crescimento  Crescimento  Crescimento
24h 48h 72h 96h
35 420 484 521 500
36 290 334 285 231
37 249 233 375 301
38 336 383 306 266
39 643 632 Ss33 Seo
40 383 383 390 297
41 253 252 333 23,
42 285 33 349 344
43 4g0 dgs Se3 339
44 49 473 567 499
45 S40 Sy 499 390
46 Sa49 637 640 60s
47 316 3ss 278 267
48 37 333 309 293
49 320 383 367 3]'?
50 251 328 350 382
51 250 3 3 284
52 367 315 27 266
53 S38 S2 Sie 425
54 300 381 351 256
55 3s6 364 330 256
56 272 300 273 200
57 303 32 330 364
58 243 246 367
59 3s3 363 281
60 325 323 330
61 370 3s9 320
62 324 328 345
63 261 291 343
64 328 403 289
65 274 300 354
66 258 32 393
67 253 31] 250




Tabela 17 - Determinagdo da viscosidade do caldo de fermentag¢do utilizando

bactérias gomosas de rapido crescimento, isoladas de amostras de

solo (amostra B), num meio de cultura sintético e incubagio de 30°C
durante 24; 48; 72 ¢ 96 horas, com agitagdo constante a 210 rpm

(continuagio)

Cultura B Crescimento  Crescimento Crescimento Crescimento
24h 48h 72h 96h

68 250 364 30 250
69 306 313 353 329
70 316 339 331 268
71 302 32 313 296
72 428 Ss7 425 40
73 Ses S32 417 404
74 S00 S 537 63
75 Sas 499 419 381
76 509 S93 537 499
77 Ss6 Sa ) S36
78 433 466 S49 45
79 400 Sss Sgg S34
80 516 S8 570 S43
Viscosidade = foi determinada através do tempo que demoram para fluir 4 ml do caldo de
fermentagdo através de um capilar de vidro de 0,8 cm de didmetro e 25 cm de

largura a temperatura de 25°C.
tempo de escoamento em segundos e centésimos de segundos.




Tabela 18 - Determinag¢do da viscosidade do caldo de fermentagdo utilizando
bactérias gomosas de rapido crescimento, isoladas de amostras de

solo (amostra C), num meio de cultura sintético € incubagdo de 30°C

durante 24; 48; 72 e 96 horas, com agita¢do constante a 210 rpm

Cultura C Crescimento Crescimento Crescimento  Crescimento

24h 48h 72h 96h
2 303 327 299 25y
5 33 4,5 347 378
7 25, 343 273 265
10 257 307 339 309
12 259 278 300 24
14 285 299 306 27
15 34 35 2s5 252
17 25 3n - 268 217
18 318 3ss 323 253
20 32 346 335 325
22 25 303 36s 23
26 208 296 353 319
27 285 373 274 249
30 2gs 37 367 254
32 29 29, 37 387
37 273 227 315 270
41 313 337 303 273
42 27 315 353 246
43 27 319 390 29
44 252 303 244 223
51 31 306 302 299
52 317 363 261 25
-7 245 329 333 304
58 266 340 35 303
59 264 289 297 29,
60 236 259 297 349
61 243 343 32 320
72 236 300 347 264

Viscosidade = foi determinada através do tempo que demoram para fluir 4 ml do caldo de
fermentagdo através de um capilar de vidro de 0,8 cm de diametro e 25 cm de

largura 4 temperatura de 25°C.
tempo de escoamento em segundos e centésimos de segundos.




Tabela 19 - Determinagdo da viscosidade do caldo de fermentagdo utilizando

bactérias gomosas de rapido crescimento, isoladas de amostras de

solo (amostra D), num meio de cultura sintético e incubagio de 30°C

durante 24; 48; 72 e 96 horas, com agitagdo constante a 210 rpm

Cultura D Crescimento  Crescimento  Crescimento  Crescimento

24h 48h 72h 96h

1 243 355 300 29‘)

4 318 379 37 32

6 265 3ss 33 269

10 33 327 313 300

15 236 319 3os 303

16 303 307 313 284

21 3os 318 334

22 299 317 33

23 296 32 33

24 34 37 265

32 27 317 33s

34 25(; 32] 328

35 24 354 310

39 37 374 342

44 334 3is 317

45 261 349 258

s1 269 3os 3s6

52 330 345

54 293 300

55 259 300

56 373 323

58 254 3n

64 299 320

66 249 349

71 347 262

75 347 376

79 243 3

Viscosidade = foi determinada através do tempo que demoram para fluir 4 ml do caldo de
fermentagdo através de um capilar de vidro de 0,8 cm de didmetro e 25 cm de
largura a temperatura de 25°C.

tempo de escoamento em segundos e centésimos de segundos.




Tabela 20 - Determinagdo da viscosidade do caldo de fermentagdo utilizando

bactérias gomosas de rapido crescimento, isoladas de amostras de

solo (amostra E), num meio de cultura sintético e incubagdo de 30°C

durante 24; 48; 72 ¢ 96 horas, com agitagdo constante a 210 rpm

Cultura E Crescimento Crescimento Crescimento  Crescimento

24h 48h 72h 96h

339 309 269 246

299 330 303 245

320 351 310 283

331 315 298 220

10 262 340 259 23

11 235 329 303 270

12 382 361 316 276

14 2n 325 320 27)

1S5 23 32 32 294

16 287 3m 3s8 297

18 3ss 330 307 223

19 270 353 300 259

20 230 334 3ss 284

22 307 3s9 329 283
Viscosidade = foi determinada através do tempo que demoram para fluir 4 ml do caldo de
fermentagdo através de um capilar de vidro de 0,8 cm de didmetro e 25 c¢cm de

largura a temperatura de 25°C.
tempo de escoamento em segundos e centésimos de segundos.
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Figura 1 - Determinagdo da Viscosidade do caldo de fermentagdo, em intervalos
de 24h, durante um tempo de incubagdo de 96 horas a 30°C e 210 rpm.
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Figura 2 - Determinagéo da Viscosidade do caldo de fermentagdo, em intervalos
de 24h, durante um tempo de incubag@o de 96 horas a 30°C ¢ 210 rpm.
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Figura 3 - Determinagdo da Viscosidade do caldo de fermentagdo, em intervalos
de 24h, durante um tempo de incubagio de 96 horas a 30°C e 210 rpm.
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Figura 4 - Determinagio da Viscosidade do caldo de fermentagdo, em intervalos
de 24h, durante um tempo de incubagdo de 96 horas a 30°C e 210 rpm.
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Figura 5 - Determinagdo da Viscosidade do caldo de fermentagdo, em intervalos
de 24h, durante um tempo de incubag@o de 96 horas a 30°C e 210 rpm.
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Figura 14 - Representagdo da cinética de crescimento das bactérias isoladas,
durante um tempo de incubagdo de 48h a 30°C e 210 rpm medida
num espectrofotometro a 520nm.
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Figura 15 - Representagdo da cinética de crescimento das bactérias isoladas,
durante um tempo de incubagido de 48h a 30°C e 210 rpm medida
num espectrofotometro a 520nm.
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Figura 16 - Representagdo da cinética de crescimento das bactérias isoladas,
durante um tempo de incubagdo de 48h a 30°C e 210 rpm medida

num espectrofotometro a 520nm.
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Figura 17 - Representagdo da cinética de crescimento das bactérias isoladas,
durante um tempo de incubagdo de 48h a 30°C e 210 rpm medida
num espectrofotdmetro a 520nm.
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Representagdo da cinética de crescimento das bactérias isoladas,
durante um tempo de incubagdo de 48h a 30°C e 210 rpm medida
num espectrofotometro a 520nm.
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ABSTRACT

Polysacharides of microbial origin have been extensively studied, as a consequence of

their advantages in relation to hydrocoloids derived from algae and plants. In this study
five soil samples, A, B, C, D and E were analyzed. From these samples were isolated
322 viscous bacteria using the tube dilution technique and sown in PCA (Plate Count
Agar). Gram coloration was undertaken and the morphological characteristics of the
cells were observed. A new selection of 178 fast-growing bacteria was made and the
viscosity of the fermentation broth was determined through a glass capillary 0,8 cm in
diameter and 25 cm in length at 25°C, to obtain the most productive bacteria, as well as
the maximum time of incubation. Of these, 30 bacteria were selected for the
biochemical tests. The analysis of these results, showed that the genera present are:
Azotobacter, Pseudomonas, Arthrobacter, Bacillus, Staphylococcus. Growth kinetics
were studied for these same 30 bacteria and the time taken to reach maximum growth
was observed. Six productive bacteria were selected and identified as belonging to the
genera Pseudomonas and Arthrobacter, which were denominated as: 3B, 4B, 7B, 21B,
18E and 21D. Optimum conditions for polysacharides production were studied using
culture medium containing glucose or sucrose in concentrations 1, 2, 3, 4 and 5%

respectivelly. The effect of the incubation temperature variation was also verified (25,




30 and 35°C) and the effect of different initial pH values (5, 6, 7 and 8) culture medium.
The results obtained showed that concentrations of the carbon source up to 2%, pH =
7,0 and a temperature of 30°C presented the best production of polysacharide.
Rheological studies were carried out on the fermentation broth of the bacterium
designated as 4B, using a rheometer of concentric cylinders equipped with thermostatic
bath. The influence of fermentation time was studied and readings were made after 24,
48 and 72 hours of incubation, using, separately, sucrose and glucose as sources of
carbon. The influence of the concentrations of salts was determined in each source of

carbon; the salts used were NaCl, KCIl and CaCl; in concentrations of 0.5; 1.0; 2.0 and

3.0%. It was observed that the fermentation broth behaves as a non-Newtonian fluid

presenting pseudoplastic behaviour. Of the carbon sources used, sucrose presented the
most viscous broth after 24 and 48 hours, while glucose did so after 72 hours of
fermentation. With relation to the effect of the addition of salts, CaCl, presented the

largest influence on the viscosity of the fermentation broth.

Key-word: Soil bacteria; polysacharides production; rheology
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