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RESUMO

Foram estudadas as exigéncias nutricionais das bactérias Azorobacter vinelandii,

Pseudomonas elodea, Xanthomonas campestris pv. campestris, Xanthomonas campestris

pv. manihotis, Bacillus polymyxa e Rhizobium leguminosarum phaseoli, para produgio
de polissacarideos ao nivel de laboratério. Foram testadas diferentes fontes de carbono e
a adigdo de baixas concentragdes favoreceu a produga@o do polissacarideo. A produgio do
polimero também foi estimulada pela adigdo ao meio de produgio (meio base + fonte de
carbono) dos acidos piruvico, succinico e o-ceto-glutarico. Foi testada a adigdo de
diferentes concentragdes de NaNO;, KNO;, e (NH4),SO,, utilizadas como fontes de
nitrogénio, ao meio de produgdo e foi observado que, o aumento da concentragdo de
nitrogénio acima da concentragao Otima provoca um aumento da massa celular e uma
diminuigdo da produg@o do polissacarideo. A sacarose pode ser utilizada como uma boa

fonte alternativa para produgdo de polissacarideos.
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SUMMARY

The nutritional requirements of Azotobacter vinelandii, Pseudomonas elodea,
Xanthomonas campestris pv. campestris, Xanthomonas campestris pv. manihotis,
Bacillus polymyxa e Rhizobium leguminosarum phaseoli, for polysaccharide production
were studied in laboratory scale. Several sources of carbon was tested and observed that
low concentrations stimulated polysaccharide production. The polysaccharide production
was stimulated by the addition to production medium (Base medium + carbon Source) of

pyruvic, succinic and a-keto-glutaric acids. The addition of NaNO;, KNOs, e (NH4),SOs,

in the production medium were tested. Nitrogen concentration higher than optimal caused

a decrease in the production biolpolymer and an increase in the cellular mass. The sucrose

utilization is a good substitute for the polysaccharide production.
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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 hidrocoloides - 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.

Esses polissacarideos possuem uma ampla gama de propriedades funcionais,
atuando como estabilizantes, espessantes, gelificantes e crio-protetores, sendo muitas
vezes 0Ss principais responsaveis pela textura (corpo, viscosidade, consisténcia) dos

alimentos processados (Igoe, 1982; Souza, 1984).

O termo hidrocolodides refere-se a uma ampla variedade de compostos onde podem
ser incluidos polissacarideos de origem vegetal, marinha ou microbiana. As gomas de
origem vegetal sio obtidas de exsudados de arvores (gomas arabica e karaya), de
sementes (gomas guar e locusta) e de frutas citricas (pectina), enquanto as de origem
marinha s3o retiradas de algas (alginato, agar, carragena). Entre as de origem microbiana

encontram-se a dextrana, xantana, curdlana e gelana.

Os polissacarideos mais estudados nos ultimos anos tém sido os de origem
microbiana, chamados biopolimeros, devido a algumas vantagens de sua obtengdo em
relagdo as outras gomas, tais como: producdo independente de condi¢des climaticas,

possibilidade de utilizagdo de matérias-primas regionais, maior rapidez na obtengdo do

produto acabado, 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

agitagdo, tempo de fermentag@o e composig¢do do meio de cultura.
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Entre os biopolimeros mais utilizados, a goma xantana €, 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. O mercado
estimado para a goma xantana nos EUA e Europa (Franga, Alemanha, Inglaterra e Italia)
em 1989 era de US$ 33,3 milhdes, sendo que 50% desse total eram supridos pelos EUA
(Seisun, 1989). Dentre os biopolimeros, a xantana representa uma pequena mas
importante fatia do mercado dominado pelos polissacarideos derivados de plantas e algas

(Fontanes, 1985).

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 aprovagdo pelo mesmo o6rgéo,
tornando-se uma alternativa para o mercado (Pszczola, 1993). Entretanto, a tecnologia de
produgdo dessas gomas € de dominio exclusivo de poucas industrias instaladas
principalmente nos Estados Unidos. Por isto, o desenvolvimento e otimizagdo de
biotecnologia nacional para obteng¢do de hidrocoloides € de grande importancia econémica
para o Brasil, uma vez que os insumos basicos para sua produgdo e purificagdo (agucar e
alcool) tém baixo custo relativo e grande disponibilidade no mercado, o que poderia

tornar o produto competitivo e possibilitaria a substitui¢do das importagdes.

Neste estudo foram selecionadas as gomas xantana e gelana por ja terem sido
aprovadas como aditivos de grau alimenticio no mercado internacional, embora a xantana
produzida nos EUA seja obtida pela bactéria Xanthomonas campestris pv. Campestris,
aqui no Brasil seria mais apropriado o uso da Xanthomonas campestris pv. Manihotis
(variedade brasileira), devido as condigdes climaticas (Gongalves, 1989). O alginato
microbiano ainda € pouco difundido, porém aparece como uma alternativa viavel ao
alginato retirado de algas, ja que sua produgéo por fermenta¢do pode ser mais facilmente
controlada. O polissacarideo levana, produzido pelo Bacillus polymyxa, surge como uma

boa fonte alternativa de frutose e o polissacarideo de Rhizobium podera ter algum
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interesse industrial pelo fato de conferir certas caracteristicas reoldgicas as solugdes

aquosas.

Desta forma, buscando contribuir para o desenvolvimento da biotecnologia
nacional foram otimizados os parametros de produgdo das gomas xantana, gelana,

alginato microbiano, levana e do polissacarideo produzido por Rhizobium.

2. Revisiao bibliografica

2.1. Polissacarideos bacterianos

2.1.1. Alginato bacteriano

Os hidrocoloides possuem uma grande variedade de estruturas quimicas, peso
molecular, composi¢ao, solubilidade e outras caracteristicas que lhes conferem uma ampla

gama de funcionalidades (BeMiller, 1988).

O uso de hidrocoloides na industria de alimentos baseia-se principalmente no
aproveitamento de suas propriedades funcionais, que estdo relacionadas a capacidade de
espessar, de manter particulas em suspensdo e de reter agua (Sanderson, 1981). Alguns
hidrocoldides provocam uma imobilizagdo extrema da agua, fazendo com que o sistema
adote caracteristicas de um solido capaz de reter sua forma, convertendo-se em um gel
(Szczcesniak, 1986). Um desses polissacarideos € o alginato de calcio que, em

concentragdes maiores que 1%, forma géis de estrutura firme e textura quebradica.

As aplicagdes dos alginatos na industria de alimentos sio muitas e bastante
variadas. Sdo utilizados na elaboragdo de sobremesas congeladas, produtos lacteos,
produtos de panificagdo, molhos para salada, alimentos tipo imitagdo, bebidas e géis para
sobremesa que gelificam na temperatura ambiente. Em sorvetes os alginatos proporcionam
uma textura macia, pois controlam a formagdo de cristais de gelo. O alginato de
propilenoglicol € um excelente espessante e estabilizante de molhos para salada tipo
francés engarrafados. Outra aplicagdo importante € o tratamento de pescados congelados

com alginato de sodio e cloreto de calcio, que formam um filme de revestimento firme e
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estavel ao descongelamento, evitando o contato direto com o ar e aumentando a vida de

prateleira (Glicksman, 1986).

Os alginatos sdo uma classe de hidrocoloides extraidos de algas marrons (do grupo
Phaeophyceae) encontradas apenas em agua salgada. Todas as algas marrons que contém
alginato constituem uma familia diversificada de plantas que se adaptam facilmente ao
ambiente e podem crescer em praias rochosas ou nas areas do oceano com fundo limpido
e rochoso. Somente poucas espécies de algas marrons sio utilizadas como fonte comercial
de alginato, sendo a alga gigante Macrocystis pyrifera a principal fonte de suprimento

deste polissacarideo (Gliksman, 1986).

O maior problema em relagdo a utilizagdo de hidrocoloides extraidos de fontes
naturais € a escassez € a possibilidade de esgotamento das mesmas. Com o avango da
tecnologia, a utilizagdo desses hidrocoldides tem aumentado muito rapidamente e com
isso suas fontes naturais sdo cada vez mais exploradas. Em 1983 estimou-se, nos Estados
Unidos, o consumo total de gomas extraidas em aproximadamente 900.000 toneladas
(Gliksman, 1986). Mesmo que estes dados nd3o sejam recentes, observa-se a necessidade
de procurar fontes alternativas para a producdo destes polissacarideos, de forma a
racionalizar seu uso. Nesse sentido, as bactérias representam uma otima fonte produtora

alternativa.

Sob o ponto de vista estrutural os alginatos de origem marinha apresentam varias
diferengas. Aqueles obtidos das algas marrons, por exemplo, apresentam uma composigao
variada no teor de acido alginico, dependendo da alga utilizada. Este acido alginico € um
co-polimero com ligagdes 1-4 dos acidos D-manurdnico e seu S-epimero acido L-

gulurénico (Glicksman, 1986). O arranjo dos mondmeros deste co-polimero tem sido

descrito como uma estrutura de blocos. O polimero consiste em regides de blocos

homopoliméricos de acido manurdnico e de acido gulurénico juntos com as chamadas
alternagdes ao acaso ou seqiiéncias casuais. As propriedades do polimero, especialmente
com respeito a formag@o de gel na presenga de ions calcio, dependem tanto da proporgio
de acido gulurénico quanto das estruturas do bloco. Uma maior propor¢do de acido

poligulurénico no polimero permite a formagdo de um gel mais forte e quebradigo na
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presenga de ions calcio (Smidsrod, 1974). As propor¢des dos trés tipos de polimeros no
acido alginico variam, promovendo diferengas nas propriedades e na funcionalidade dos

alginatos (Haug e Larsen, 1962; Haug, 1964; Penman e Sanderson, 1972).

Os alginatos disponiveis para uso comercial incluem os sais de sodio, potassio,

amonia, mistura de amoénia e calcio, mustura de sodio e calcio e alginato de

propilenoglicol. Para fins alimentares o ion calcio € o cation mais utilizado como

estabilizante, uma vez que reage instantaneamente com o polimero, formando géis estaveis
na temperatura ambiente. Devido a grande utilizagdo desse sistema, foram desenvolvidos
dois procedimentos para a formagao dos géis de alginato de calcio a partir de sais soluveis
(normalmente de s6dio): um por difusdo através de uma membrana e o outro por mistura
controlada do ion célcio. O primeiro consiste em difundir o ion calcio em uma solugdo de
alginato de sddio através de uma membrana. Os géis resultantes mostram uma estrutura
ndo homogénea e birrefringéncia local, assim como poros visiveis ao microscopio
(Tolstoguzov, 1975). O segundo método utiliza um sal de calcio pouco solavel, por
exemplo citrato, ou um sal do tipo fosfato de calcio, cuja dissolugdo se produz por
redugdo do pH. Os géis elaborados com este método podem ter uma estrutura
homogénea. A velocidade de formagdo do gel, bem como sua textura final podem ser
controladas através da solubilidade e disponibilidade da fonte de calcio (Mitchell e
Blanshard, 1976), sendo suas caracteristicas dependentes do método utilizado (Smidsrod

et alii, 1972; Luh et alii, 1977).

O acido alginico de origem microbiana € produzido por Azotobacter vinelandii sob
condigOes deficientes de fosfato, sendo sintetizado apenas durante a fase de crescimento.
Esse processo tem sido estudado em detalhes mas, para que se atinja o nivel da produgéo
de acido alginico sob condigdes perfeitamente estabelecidas e controladas, ainda existem

muitas lacunas a serem preenchidas.

O polimero produzido pela Azotobacter vinelandii tem a mesma estrutura basica
do polissacarideo produzido por algas, exceto pelo fato de ser parcialmente acetilado,
onde aproximadamente um em cada dez grupos hidroxilados em C2 e/ou C3 estdo

esterificados com acetato (Gorin e Spencer, 1965; Davidson et alii, 1977; Skajak-Braek et
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alii, 1986). Inclusive, a notagdo especifica do alginato de sddio bacteriano esta relacionada
com aquele obtido de algas, sugerindo consequentemente, que as configuragoes
glicosidicas sejam similares, indicando que os polimeros estdo estreitamente relacionados

(Gorin e Spencer, 1965).

O mercado para alginatos exige produtos que proporcionem boa viscosidade em

solugdo e tenham capacidade de gelificagdo. Uma grande variedade de alginatos pode ser
produzida por Azotobacter vinelandii por meio da sele¢do apropriada das condigdes de
fermentagdo. Skajak-Braek et alii, (1986) mostraram que a proporg¢do de acido
manurdnico para acido gulurénico no alginato produzido por esse microrganismo poderia
ser influenciada pela concentragio de ions calcio no meio de crescimento, apresentando
evidéncias que sugerem que os residuos de acido manurdnico foram epimerizados para
residuos de acido gulurénico por uma enzima extracelular dependente dos ions calcio para
sua atividade. Deavin et alii (1977) foram capazes de manipular o peso molecular de
forma a obter a viscosidade desejada em solugdes do polissacarideo produzido pela
Azotobacter vinelandii. Através da sele¢do apropriada das condi¢des de fermentagdo,
podem ser obtidos produtos com uma ampla faixa de viscosidade e propriedades

comparaveis a um grande nimero de alginatos produzidos por algas.

2.1.2. Goma gelana

A goma gelana € um biopolimero que passou a ser comercializado recentemente
pela Kelco Co. (EUA) e vem sendo apontada como um dos mais eficientes e
multifuncionais hidrocoloéides 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 foi identificada pela primeira vez durante uma pesquisa sobre microrganismos

sintetizadores de gomas isolados do ambiente.

Comercialmente, a goma gelana € produzida pela inoculagdo de Pseudomonas
elodea num meio de fermentagio constituido de uma fonte de carbono, fosfato, fontes de

nitrogénio organico e inorganico e alguns elementos tragos. A fermentagio é
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desenvolvida sob condigdes estéreis com estrito controle de aeragdio e agitagdo,
temperatura e pH (Kang et alii, 1982). Depois de que a fermentagdo foi completada, e
antes da recuperagdo da goma, o caldo viscoso € pasteurizado para eliminar as células
viaveis, seco e moido. A goma gelana € comercializada como dois produtos: grau

industrial e grau alimentar.

A goma gelana esta constituida por glicose, acido glicurénico e ramnose na
proporgdo de 2:1:1. Estes estdo ligados juntos formando a estrutura primaria de um

tetrassacarideo linear que se repete (O’Neill et alii, 1983; Jansson et alii, 1983). Na goma

gelana estdo presentes também dois substituintes acila (acetato e glicerato) no mesmo

residuo de glicose (O’Neill et alii, 1983). Apds de-acilagdo alcalina suave, esse
polissacarideo forma um gel claro, firme e brilhante. O gel € termorreversivel e tem
excelente estabilidade ao calor, sendo resistente a varios ciclos de autoclavagem (Kang et

alii, 1982).

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
panificagdo 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 (Lin et alii, 1984).

As principais vantagens da gelana em relag@o as outras gomas sdo:
- rapida liberagdo de aroma e sabor dos produtos formulados, devido ao mecanismo de
ligagdo com a agua;
- grande estabilidade em produtos acidos ou submetidos ao calor, mantendo a forga do gel
numa ampla faixa de pH (3,5 a 8,0) e melhorando as condiges de armazenamento;
- forma géis em baixas concentragdes (0,05 a 0,4%);
- devido a sua reversibilidade ao calor os géis podem ser formulados para serem fundidos
ou ainda manter sua estrutura mesmo quando submetidos a altas temperaturas,

- grande transparéncia dos géis;
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- rapida dispersibilidade, sem formagdo de grumos, o que dispensa etapas de pré-mistura,

- facilidade de uso, uma vez que a formagdo do gel ocorre pela adigdo da goma em agua,
sob agitagdo, seguida de aquecimento a 75 °C na presenca de ions monovalentes ou
divalentes, com subsequente resfriamento;

- compatibilidade com um grande numero de hidrocoldides e proteinas, por exemplo, a
combinagio de gelana com xantana e locusta produz uma grande variedade de texturas. A
combinagdo de gelana e gelatina produz géis sem necessidade de refrigeracdo e resistentes
ao aquecimento. A adi¢do de gelana ao amido permite melhorar sua performance sem
necessidade de uma modificagdo quimica. Os niveis de amido podem ser reduzidos
melhorando a liberagdo de sabor, a estabilidade das pastas, a capacidade de reter agua e a

estabilidade das massas (Pszczola, 1993).

3.1.3. Goma xantana

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 pura de Xanthomonas
campestris pv. 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. Apos a fermentagdo, a goma € recuperada por precipitagdo com

etanol, seca e moida (Cottrell et alii, 1980).

Quimicamente a goma xantana € constituida por D-glicose, D-manose, acido D-
glicurénico, acido acético e 4acido pirivico nos teores 2,8:3,0:2,0:1,7:0,51-0,63,
respectivamente (Sloneker e Jeanes, 1962). A cadeia principal deste polissacarideo €
constituida de unidades de [-D-glicose unidas entre si através de ligagGes 1-4. A esta
cadeia ligam-se dois residuos de D-manose e um residuo de acido D-glicurnico. Esse
polissacarideo contém grupos acetila esterificados na posi¢do 6 do residuo de D-manose,
ligados diretamente a cadeia principal, e grupos piravicos ligados as posi¢des 4 e 6 do

residuo D-manose terminal. A molécula tem um esqueleto celulosico soluvel em agua,
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devido a presenga de cadeias laterais ligadas em cada segundo residuo de glicose na cadeia

principal. Como conseqiiéncia desta estrutura primaria, a molécula existe em solugdo

como um bastdo rigido, estabilizado por interagdes covalentes entre o esqueleto e as
cadeias laterais (Morris, 1977, Morris et alii, 1977). Segundo Sanderson (1981), esta
conformagio ordenada é responsavel pelas seguintes propriedades em solug@o:

- viscosidade alta em repouso e baixa em cisalhamento, como resultado de interagdes
moleculares fracas;

- alta pseudoplasticidade - as solugdes altamente cisalhadas tém menor viscosidade devido
ao alinhamento progressivo das moléculas rigidas em fungdo do cisalhamento;

- a viscosidade aumenta em presenga de sais, os quais estabilizam a conformagido de
bastao;

- a viscosidade ¢ estavel em temperaturas elevadas e também num amplo intervalo de pH;
- apresenta sinergismo com as gomas guar e locusta, provocando um aumento na

viscosidade;

As propriedades funcionais acima mencionadas dependem da variedade de

Xanthomonas utilizada, assim como das condigdes de fermentagao.

Sua aplicagdo em produtos alimenticios € muito vasta, devido as propriedades e
caracteristicas especificas mencionadas a seguir: produz alta viscosidade, mesmo quando
usada em baixas concentragdes; € estavel em relagdo ao calor, resistindo a altas
temperaturas durante o processamento; tem excelente solubilidade e estabilidade em meio
acido; € estavel na presenga de sais, principalmente cloreto de sddio; € eficiente como
estabilizador de emulsdes, evitando a separagdo da gordura nos sistemas oleo/agua; € de
natureza altamente pseudoplastica, diminuindo o arraste durante o escoamento;, nos
embutidos de carnes retém a umidade e evita a exsudagdo da gordura, também chamado

de "encapsulamento branco" (Sanderson, 1981).

A goma xantana também ¢é utilizada na explora¢do de petroleo, onde auxilia na
perfuragdo durante o processo de extragdo, evitando que o produto se perca (Wells,
1977). Sua aplicagdo estende-se a industria de tintas, inclusive para automoveis,

proporcionando uma penetragdo controlada, o que permite uma melhor eliminagdo de
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agua deixando um brilho uniforme (Gongalves,1989). Nos extintores de incéndio, gragas a
sua alta viscosidade a baixa concentragdo, a goma xantana agregada a espuma melhora a

pressio de saida e sua aderéncia ao objeto alvo. Na industria téxtil atua como

impermeabilizante e ajuda na estampagem. Na linha farmacéutica aparece como

complexante de metais: a goma xantana ndo € absorvida pelo organismo e proporciona a
eliminagdo de compostos toxicos do intestino. Na cerdmica desempenha um papel
importante na desmoldagem das pegas e como agente ligante. Nos adesivos, as
propriedades reoldgicas da goma xantana lhes confere uma viscosidade maior em
condigGes de baixo esfor¢o tangencial, além da rapida eliminagdo da agua durante a

secagem.

2.1.4. Goma Levana

A levana é um polissacarideo extracelular produzido por bactérias das mais
diversas espécies, como Bacillus polymyxa (Han,1989; Tkachenko e Sevryugina, 1989 e
Han e Watson,1992), Bacillus subtilis (Onozaki et alii,1987), Zimomonas mobilis (Mays e
Dally,1988 e Reiss e Hartmeier,1990), e varios outros como: Bacillus mesentericus,
Pseudomonas sp., Bacillus licheniformis, Acetobacter suboxydans, etc. (Tkachenko e
Sevryugina, 1989). A producdo deste exopolissacarideo consiste na fermentagdo de um
meio nutritivo para crescimento, adicionado de uma fonte de carbono constituida
essencialmente de um agucar assimilavel pelos microrganismos citados acima. A levana é
um anidrofructosilfructosideo, soluvel em agua, podendo também ser chamada de
polifrutana, pelo fato de estar constituida de moléculas de frutose ligadas em £ (1-6).
Porém alguns pesquisadores estdo voltando sua atengdo para o Bacillus polymyxa pelo
fato dele transformar 40% da fonte de carbono utilizada em levana (Han, 1989). Num
trabalho posterior, este mesmo pesquisador utilizou sacarose, caldo de cana e melagos de
beterraba como fontes de carbono e constatou que o Bacillus polymyxa converteu cerca
de 46% da metade frutose da molécula de sacarose para levana. Além de que o caldo de
cana e os melagos de beterraba, apos filtragdo em gel, tornavam-se bons substratos para a

produgdo deste polimero (Han & Watson, 1992).
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A literatura relata alguns dos possiveis usos praticos da levana para varios
propositos, em medicina, por exemplo, pode ser usado como um complexo
biologicamente ativo, como um substituto do plasma sangiiineo, como um agente para
prolongar a agdo de certas drogas (Tkachenko e Sevryugina,1989); na preparagéo de
frutose altamente purificada e ainda como um estabilizante de coloides para a industria de

alimentos (Mays & Dally, 1988).

2.1.5. Goma de Rhizobium

O género Rhizobia (Rhizobium sp) compreende um dos trés géneros da familia
Rhizobiaceae, caracterizada pela sua capacidade de infetar e induzir a formacdo de
nodulos em raizes de leguminosas. A diferenciagdo das espécies com o género esta
baseada no tipo de leguminosa que estas bactérias sdo capazes de nodular. As Linhagens

de Rizdbios capazes de nodular as plantas com um grupo de inoculagdo cruzada

compreende as espécies de Rhizobium meliloti, Rhizobium trifoli, Rhizobium

leguminosarum, Rhizobium phaseoli, Rhizobium japonicum e Rhizobium lupini. As
primeiras quatro linhagens sio consideradas de crescimento rapido, uma vez que se
desenvolvem entre 5 a 7 dias. As outras sdo consideradas de crescimento lento pois
requerem de 9 a 12 dias para atingir a mesma quantidade de crescimento. Esta divisdo ndo
¢ absoluta, ja que as diferengas nas taxas ou quantidades de crescimento entre as linhagens
pode ser diminuida, mas nio complemente eliminada, pela suplementagdo dos meios de
cultura com diferentes fontes de carboidratos, compostos de nitrogénio e extratos
organicos estimulantes (Burton,1967).

O Rhizobium € uma bactéria gram-negativa, aerobia e heterotrofica; cresce bem
em extratos de levedura, fermentos, malte e outros extratos de plantas. Possui uma
temperatura otima de crescimento em torno de 30°C e pode reduzir nitratos em nitritos
(Sneath et alii, 1986).

Algumas espécies de Rhizobium produzem polissacarideos extracelulares gomosos

que poderiam ter algum interesse industrial, uma vez que proporcionam certas
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caracteristicas reologicas as solugdes quando dissolvidos em agua (Gidley et alii, 1987,
Morris et alii, 1990).

Uma analise do polissacarideo produzido pela linhagem de Rhizobium
leguminosarum phaseoli mostrou estar composto por D-glicose, D-galactose, acido D-
glicurénico e acido piruvico na proporgdo 5:1:2:2 (Zevenhuizen, 1971). Além disso, nas
células das culturas filtradas, foram encontradas B-1,2 glicanas de baixo peso molecular e
oligossacarideos acidicos, os quais podem ser considerados como sendo unidades
repetidas de exopolissacarideos de alto peso molecular (Amemura et alii, 1983,
Zevenhuizen & Van Neerven, 1983). Além destes compostos, Hepper (1992) também
detectou a presencga de acetato e de nitrogénio em linhagens de Rhizobium trifolii. Nao foi
encontrado nenhum tipo de polissacarideo capsular nestas espécies de Rhizobium

(Zevenhuizen, 1984).

2.2. Recuperagdo e purificagdo dos biopolimeros

Os métodos usados para a recuperagdo de um exopolissacarideo dependem das
caracteristicas do microrganismo produtor, do tipo de polissacarideo e do grau de pureza
desejado (Sandford, 1979). O custo desta recuperagdo € parte significante do custo total
de produgdo devido, principalmente, a natureza diluida do caldo fermentado, sua alta
viscosidade e a presenga de contaminantes (células, por exemplo) (Margaritis e Pace,
1985; Sandford, 1979).

Em geral os processos de recuperagdo tém por objetivos: 1° a concentragdo do
caldo fermentado ou a extragio do polimero, resultando em um produto sdlido,
microbiologicamente estavel, de facil manuseio, transporte e estocagem; 2° sua purifica¢do
para reduzir o nivel de solidos, tais como células e sais, melhorando as propriedades
funcionais, cor, odor ou paladar do produto; 3° a desativagdo de enzimas contaminantes
indesejaveis como, por exemplo, celulases e pectinases e, 4° promover modificagdes nas

propriedades quimicas do produto para melhorar sua funcionalidade, manuseio, ou
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caracteristicas de dispersdo e solubilidade (Margaritis e Pace, 1985; Pace e Righelato,
1980).

Um método que pode ser usado para a recuperagdo de biopolimeros consiste na
concentragdo do caldo de fermentagdo através da evaporagdo da agua. Este método €

tecnicamente possivel e economicamente aceitavel, mas tem a desvantagem de

proporcionar um produto de qualidade inferior, de coloragdo intensa, contendo c€lulas e

compostos que nao foram metabolizados. Tais produtos sio denominados "crude-grade"
ou "industrial-grade" (Godet, 1973; Sandford, 1979).

A recuperagdo do polissacarideo também pode ser feita por meio de seu
isolamento; este € obtido diminuindo a solubilidade do polimero na fase aquosa dando
como resultando um precipitado. Isto sucede devido que a fase aquosa consiste de uma
solu¢@o concentrada ou coacervado e, a adi¢gdo de um solvente nao miscivel em agua (ndo
solvente para o polimero), precipitara formando um sal ou um acido. O método a ser
escolhido deve ser determinado do ponto de vista pratico, econdmico e pela especificagdo
final do produto (Margaritis e Pace, 1985).

Quando da utilizagdo de um solvente para a precipitagdo, a cor do precipitado
obtido e a sua natureza fibrosa, firmeza e solidez, que determinam uma posterior
facilidade de manuseio, sdo afetadas pela eficiéncia de contato do solvente e pelas
condigdes utilizadas durante o processo de precipitagdo (Rogovin et alii, 1961; Albrecht et
alii, 1963).

Por exemplo, o método preferido para o isolamento da goma xantana parece ser a
sua precipitagdo pela adi¢do de um alcool ao caldo de fermentagdo (Godet, 1973), sendo a
recuperagdo deste, essencial por razdes econdmicas (Sandford, 1979). O custo
operacional, no caso, é determinado pela quantidade de alcool perdido por peso de
produto durante o processamento e o custo de destilagdo. O volume de alcool necessario
para a precipitagdo da xantana é relativamente independente da concentragdo de polimero
no caldo (Margaritis e Pace, 1985; Pace e Righelato, 1980), mas é afetado pela
concentragdo de certos sais, sendo a quantidade minima, dependente da forga iOnica
(Williams et alii, 1973; Williams e Wimpenny, 1977; Read e Costerton, 1987). Geralmente

a adicdo de um eletrdlito (sal) ajuda na precipitagdo, neutralizando as cargas no
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polissacarideo (Sandford, 1979). A adi¢do de cloreto de potassio ao caldo, por exemplo,
diminui o volume de alcool requerido em cerca de 30%. (Margaritis e Pace, 1985).

Os polissacarideos acidos tém a propriedade de combinarem-se com sais
quaternarios de amonio, formando um precipitado complexo insoltivel, podendo entdo ser
separados do material neutro soluvel (Godet, 1973; Sandford, 1979; Sutherland, 1972).

O polissacarideo depois de precipitado é removido através de equipamentos
convencionais como filtros ou centrifugas e os solidos obtidos neste estagio de separagdo
sdo lavados com alcool/agua para remover grande parte das impurezas (sais inorganicos e
pigmentos) e entdo secos a vacuo ou pela passagem for¢ada de ar quente ou gas inerte
(Godet, 1973; Miant et alii, 1978). As condigdes de secagem devem ser tais que evitem a
degradagdo quimica, coloragdo excessiva, ou mudangas na solubilidade do produto. O
produto seco € entdo moido a um tamanho de particula pré-determinado, sendo esta mais

uma etapa onde pode-se controlar a dispersibilidade, hidratagdo e facilidade de manuseio

do produto e, mais uma vez, deve-se ter cuidado para evitar o escurecimento ou

degradagdo do polimero (Cadmus et alii, 1982).

Como os polissacarideos sdao higroscopicos por natureza e a umidade pode
aumentar durante o transporte e armazenamento, resultando na possibilidade de
degradagdao, também deve ser dada uma atengdo especial as -caracteristicas de
permeabilidade a agua e resisténcia mecanica dos materiais utilizados para embalagem
(Margaritis e Pace, 1985; Pace e Righelato, 1980).

Nas gomas xantana e gelana, o produto final moido, resultante da precipitagio
com solvente, podera conter também células ndo viaveis do microrganismo produtor
(Xanthomonas campestris pv. campestris) e, embora este método de recuperagdo esteja
de acordo com a Food and Drug Administration, para obter um produto que possa ser
usado em alimentos, denominado "food-grade", muitas vezes a presenga de células afeta
diretamente a performance destas gomas para uma determinada aplicag@o, tornando-se
essencial sua remogdo. Como exemplo, pode-se mencionar a utilizagdo das gomas em
produtos visualmente transparentes (cosméticos e alimentos) ou, no caso da goma
xantana, durante recuperagdo de petroleo a presenga de células na lama de perfuragdo

podera causar entupimentos (Sandvik e Maerker, 1977; Sutherland, 1992).
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Os caldos de fermentagdo que contém polissacarideos, no entanto, sdo tipicamente
viscosos e as etapas de separagdo celular tornam-se caras, pois geralmente é necessario
diluir o caldo para que sejam obtidos bons resultados praticos (Margaritis e Pace, 1985;
Sandford, 1979).

Para a remogdo das células das gomas xantana e gelana tém sido propostas

algumas técnicas, tais como: dilui¢do do caldo de fermentagdo, seguida de filtragdo ou

centrifugagdo e algumas vezes combinada com a floculagdo das células ou dos solidos;
digestdo alcalina das células pela agdo de proteases; degradagdo alcalina, que também
pode ocasionar a degradagdo e de-acetilagdo do polimero e, por ultimo, a degradagdo
celular com hipoclorito, embora esta oxidagdo possa resultar em despolimerizagdo
(Sanderson, 1990; Silman e Rogovin, 1970; Sutherland, 1972).

A remogdo das células, por degradagdo quimica ou enzimatica, ja torna o produto
adequado para uso na recuperagdo de petroleo, mas ndo para aplicagdes onde sdo
requeridas solu¢des limpidas, pois alguns fragmentos celulares podem estar presentes
(Margaritis e Pace, 1985).

A filtragdo ou centrifugagdo das células pode ser melhorada diminuindo-se a
viscosidade do meio também através do aquecimento do caldo de fermentagdo. No caso
da goma xantana, devido ao comportamento incomum da viscosidade de suas solugdes
com a temperatura, e dependendo da forga iGnica destas solugdes, pode ser necessario o
aquecimento a temperatura acima de 100 °C, devendo-se ter cuidado para que nao haja
degradagdo do produto (Cadmus et alii, 1982).

A presenga de certas enzimas nos cultivos para produgdo de polissacarideos pode
causar problemas durante o processamento ou imprimir caracteristicas indesejaveis ao
produto final, restringindo, por exemplo, a gama de materiais com os quais é compativel.
A presenga de atividade celulolitica em certas gomas xantana, comercialmente disponiveis,
impossibilita sua utilizagdo em misturas com éteres de celulose, como a
carboximetilcelulose. Um método proposto para a inativagdo da celulase, presente na
goma xantana, € o tratamento do precipitado, ainda umido, com um agente oxidante tal
como o oOxido de propileno, propiolactona, glutaraldeido ou pivalolactona (Margaritis e

Pace, 1985, Pace e Righelato, 1980). Embora a goma xantana apresente em sua estrutura
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um esqueleto celuldsico ndo existem evidéncias de que a celulase de Xanthomonas seja

capaz de degrada-lo (Pace e Righelato, 1980).

As propriedades fisicas e quimicas dos polissacarideos podem ser alteradas
significativamente fazendo-os reagir com uma grande variedade de compostos quimicos
(Margaritis e Pace, 1985; Pace e Righelato, 1980). A capacidade de dispersio da goma
xantana, por exemplo, pode ser melhorada por meio da reagdo com um dialdeido, como o
glioxal, o que dara origem a um complexo, inicialmente insoluvel em agua e de facil
dispersdo. Vagarosamente, no entanto, as ligagdes xantana-glioxal, sdo hidrolisadas e o
polimero torna-se soluvel (Margaritis e Pace, 1985; Pace e Righelato, 1980).

Outros exemplos de tratamentos quimicos que podem ser utilizados incluem: o
aquecimento da goma xantana a pH alcalino, por exemplo, pH 11 por 30 minutos, quando
o polimero € de-acetilado e a viscosidade das solugdes do produto resultante é aumentada
com adi¢do de sais (Sloneker e Jeanes, 1962) e no caso da goma gelana promove a
formagdo de géis transparentes (Sutherland, 1992); ligagGes cruzadas entre xantana e
formaldeido, que ddo origem a um polimero estavel, solivel em 4gua e de maior
viscosidade; um co-polimero entre xantana e poliacrilamida, que apresenta propriedades
superiores, quando utilizado como aditivo nos processos de recuperagdo de petroleo,

comparado com a xantana pura (Margaritis e Pace, 1985; Pace e Righelato, 1980).
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3. Material e métodos

3.1. Microrganismos

Para a produg@o dos polissacarideos microbianos foram utilizadas as bactérias
Azotobacter vinelandii (acido alginico), Pseudomonas elodea (goma gelana),

Xanthomonas campestris pv. manihotis e Xanthomonas campestris pv. campestris (goma

xantana), Bacillus polymyxa (goma levana) e Rhizobium leguminosarum phaseoli

(polissacarideo de Rhizobium).

3.2. Meio base

O meio base empregado para a produgdo dos biopolimeros ¢ muito semelhante e

consiste basicamente de uma fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio e de sais minerais.

Para a produgdo de goma xantana e acido alginico foi utilizado o meio proposto

por Souw e Demain (1979), que consistiu, em g/l, de:

KH,PO, 5,0
MgS0,.7H,0 0,2
(NH.),S0.4 2,0
Acido Citrico 2,0
H;BO; 0,006
ZnO 0,006
FeCl;.6H,0 0,0024
CaCO; 0,2
HCI 0,13 ml

O pH foi ajustado a 7,0 com NaOH ou HCI antes da esterilizagio.
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Para produgdo da goma gelana foi utilizado o meio proposto por Kang et alii

(1982), o qual contém os seguintes ingredientes (em gramas por litro):

Glicose: 30,0
K,HPO, 0,5
MgSO0..7H0: 0,1
NH4NO;: 0,9
Extrato de Levedura: 0,5

Solugdo Salina: 1,0 ml

A Solugido Salina foi preparada em 1 litro de agua de-ionizada e contém:

MnCl,.4H50: 1,800 g
FeS0O,.7H,0: 2,487 g
H;BO;s: 0,285 g
CuCly: 27 mg
ZnCly: 21 mg
CoCl,.6H;0: 74 mg
MgMoOQO.: 23 mg

Tartarato de Sodio: 21 g

O pH foi ajustado a 7,0 com KOH antes da esterilizag&o.

Para a producdo do polissacarideo de Rhizobium leguminosarum phaseoli foi
utilizado o meio de Norris modificado por Vincent (1962) o qual consistiu, em gramas por

litros, de:
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Na,HPO,.12H,0
MgS0,7H,0
KNO;
FeCl;.6H,O
Biotina

Tiamina

Para produgdo de levana, o meio base utilizado consistiu dos ingredientes abaixo
relacionados (g/1):
(NHa),SO, 2,0
K,HPO, 1,0
KH,PO, 5,0
NaCl 0,5
CaCl,.6H,0 0,1
MgS0,.7H,0 0,1
MnS0O,.7H,0 0,01

vitamina do complexo B 0,2% do volume

O pH foi ajustado a 7.0 antes da esterilizagdo. A fonte de carbono foi esterilizada por

separado.

3.3. Meio de Produgio

Os meios de Produgdo foram obtidos por meio da adi¢ao de solugdes esterilizadas
da fonte de carbono ao Meio Basal, previamente esterilizado, de modo a fornecer a

concentragdo de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0% (peso/volume). As fontes de carbono utilizadas

para a produg@o das gomas foram as indicadas na literatura visando sua substitui¢do pela
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sacarose devido a abundincia e ao baixo custo no mercado nacional. Cada fonte de

carbono foi esterilizada separadamente.

3.4. Meio de Manutengao

As diferentes linhagens bacterianas, exceto Bacillus polymyxa, foram mantidas em

agar YM (Jeanes et alii, 1976), cuja formula € indicada a seguir (gramas por litro):

Extrato de Levedura 3,0
Extrato de Malte 3,0
Peptona 5,0
Dextrose 10,0
Agar 20,0

Observagao: O meio e a solugdo da fonte de carbono devem ser esterilizados por separado

em autoclave a 121°C por 20 min.

Para manutengdo da cultura de Bacillus polymyxa foi usado o meio Plate Count

Agar (PCA). A viabilidade da bactéria foi mantida por repicagens periédicas da cultura

para um meio recém preparado e, antes da armazenagem, deixou-se crescer por 72
horas a 37°C, isto foi feito para que a cultura sempre estivesse em condigdes Otimas para

ser utilizada.

3.5. Sele¢ao e Propagacio da Cultura

As diferentes linhagens foram inoculadas por estrias em esgotamento em placa de

agar YM e incubada a 30°C durante 24h. Apods incubagdo foi realizada a selegdo da
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coldénia mucoide de maior didmetro sendo transferida para tubos inclinados de agar YM,

que por sua vez, foram incubados por 24 h a 30°C.

3.6. Preparo do inoculo

Depois do crescimento em tubos de agar inclinado, as diferentes culturas foram
suspensas pela adigao de 10 ml de agua destilada estéril. Esta suspensdo de células foi
transferida para frascos erlenmeyer de 500 ml contendo 200 ml do Meio de Produgio.
Apos incubagdo num “Shaker” rotatério a 30°C por 72 h e 210 rpm, o caldo de
fermentagdo foi centrifugado a 8.500 rpm por 20 min. As células foram utilizadas como
inoculo e o sobrenadante foi descartado.

Para Bacillus polymyxa o in6culo foi preparado utilizando um meio de cultura que

promove a esporulagdo. O meio utilizado foi (g/1):

Extrato de carne
Extrato de levedura
Caseinato

Peptona

Dextrose

Sulfato de Manganés

Agar

Agua destilada

Acertou-se 0 pH a 6,5 e distribuiu-se este meio em erlenmeyers inclinados, onde
foi inoculada a cultura da bactéria e incubada por sete dias a 37°C. No quinto e no sétimo
dia fez-se uma coloragdo de Gram e de esporos para confirmagdo da ocorréncia da
esporulagido completa. Os esporos foram conservados em tubos de ensaio contendo 10 ml
de agua destilada estéril e foram colocados no congelador. A ativagdo dos esporos para

preparagdo do indculo foi feita através de um choque térmico.

Y
AVAVAY

Vi
2 3 4 5 6 7 unespm-l T2 AZ a4 1.5 Ie

17

18



3.7. Produg@o dos polissacarideos

As diferentes formulagdes dos meios de produ¢do foram inoculadas com cada
bactéria de modo a fornecer uma densidade Optica de 0,05 a 650 nm, medida em
espectrofotometro, sendo incubadas, em duplicata, por tempo e temperatura adequados a

cada microrganismo.

3.8. Separagdo e purificagdo dos polissacarideos

Os polissacarideos foram separados do caldo de fermentag@o por precipitagao com
trés volumes de etanol, depois da remogdo das células por centrifugagdo a 8500 rpm por
20 min. A seguir, a solugdo foi concentrada por evaporagdo a vacuo e a goma obtida foi

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).

3.9. Determinagao do crescimento celular

A determinagdo do crescimento celular foi feita através da quantificagdo do peso
celular seco. Centrifugou-se o caldo de cultura a 8 500 rpm por 20 min. Apds retirada do
sobrenadante, as células foram transferidas para placas de Petri (10 cm de didmetro) e

procedeu-se a secagem em estufa a 45°C até peso constante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4. 1. Goma Xantana

O carboidrato comumente utilizado para a produg@o industrial de goma xantana é

glicose obtida de amido (Anénimo, 1977). Desde os primeiros estudos dos requerimentos

nutricionais das diferentes linhagens de Xanthomonas, a glicose tem sido a fonte de
carbono normalmente preferida (Leach et alii, 1957; Lilly et alii, 1958). As Tabelas 1 e 2
mostram que a concentragdo Otima de glicose para a produgdo de goma xantana por
Xanthomonas campestris pv. campestris e Xanthomonas campestris pv. manihotis nas
condigdes utilizadas em nosso laboratério, foi de 1%. Concentragdes de glicose acima de
1% acarretaram diminuigdo na produgdo da goma xantana. O aumento da massa celular
(peso celular seco), mostrou ser proporcional a quantidade de glicose adicionada ao Meio
de Produgdo. A variagdo de pH final do meio (pH inicial 7,0), mostrou-se dependente das
concentragdes de glicose utilizadas sendo que o pH minimo foi de 3,4 e o0 maximo de 7,3
(Tabelas 1 e 2). A causa da diminui¢ao do pH do caldo de cultura durante a fermentagéo é
provavelmente devida a formagdo de acidos organicos, bem como, a presenga de grupos
piravicos, na molécula de xantana (Sandford et alii, 1977).

Em 1979, Souw e Demain demonstraram que maiores rendimentos e viscosidades
nas fermentagdes com Xanthomonas campestris NRRL-B-1459, podiam ser obtidos
utilizando-se sacarose como fonte de carbono. Devido a grande disponibilidade e baixo
custo da sacarose no mercado nacional, foi de nosso interesse verificar sua utilizagdo
como fonte de carbono para a produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris
pv. campesiris e por Xanthomonas campestris pv. manihotis, respectivamente. As
Tabelas 1 e 2 mostram também o efeito das concentragdes de sacarose nos parametros de
fermentagdao. Pode-se observar que a concentragdo 6tima de sacarose para a produgdo de
goma xantana foi de 1%, e que, a partir desta concentra¢do, o aumento da quantidade de
sacarose foi acompanhado por uma diminuigdo na quantidade da goma produzida. Nestes
experimentos, portanto, concentragdes acima de 1% acarretaram a queda da produgéo de

goma xantana. Observa-se também que, o aumento da massa celular depende diretamente
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da concentragdo de sacarose utilizada, até a concentragdo de 5%. Concentragdes

superiores nao foram testadas. A variagdo de pH final do meio (pH inicial 7,0) mostrou

ser dependente da quantidade de sacarose utilizada, sendo que o pH maximo de 7,3 foi
obtido para uma concentragdo de 1% e o pH minimo 4,6 foi obtido para uma

concentracao de 5%.

Tabela 1. Efeito da adi¢do de glicose e sacarose nos parametros de fermentac¢do durante a
produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv. campestris a

30°C durante 96h e 210 rpm.

Concentragdo Peso Celular Goma Xantana Rendimento

(%) seco (¢/1) &h) (%)

Glicose
1,0 2,50 3,801 38,01
2,0 2,70 4,202 21,01
3.0 2,70 4,203 13,01
4,0 2,80 4,252 10,63
5,0 3,00 4,730 9,46

Sacarose

1,0 2,85 3,90 39,05
2,0 3,08 5517 27,59
3,0 3,07 5,837 19,46
4,0 3,80 6,025 15,06
5,0 3,89 6,173 12:35

Para as mesmas concentragdes de glicose ou sacarose, a quantidade de goma
xantana produzida por Xanthomonas campestris pv. manihotis ou por Xanthomonas

campestris pv. campestris foi praticamente igual (Tabelas 1 e 2). Souw e Demain (1979)
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utilizando Xanthomonas campestris NRRL-B-1459 verificaram também isto mesmo,
quando da substituigdo da glicose por sacarose.

As Tabelas 1 e 2 mostram os resultados do efeito das diferentes concentragdes de
glicose e sacarose nos parametros de fermentag@o. Nestas Tabelas, quando comparados os
resultados obtidos a concentrag@o de 1% tanto de glicose quanto de sacarose, observa-se

que o uso de sacarose como fonte de carbono favorece mais o aumento da massa celular

do que a utiliza¢@o de glicose; pois obteve-se 2,85 g/l para sacarose e 2.50 g/l para glicose

(peso celular seco) para Xanthomonas campestris pv. campestris e 2,30 g/l para sacarose

e 2,00 g/l para glicose para Xanthomonas campestris pv. manihotis.

Tabela 2. Efeito da adi¢@o de glicose e sacarose nos parametros de fermentagdo durante a
produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv. manihotis a 30°C

durante 96h e 210 rpm.

Concentragao Peso Celular Goma Xantana Rendimento

(%) seco (/1) (&) (&)

Glicose
1,0 2,00 4,106 41,06
2,0 1,90 4,808 24,04
3,0 2,00 6,026 20,12
4,0 2,30 2,816 7,08
5,0 2,60 3,250 6,50

Sacarose

1,0 2,30 4,200 42,00
2,0 2,50 6,700 33,50
3,0 2,70 6,138 21,06
4,0 2,70 5,040 12,60
5,0 2,80 5,530 11,06
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Em termos de produg@o, ambas fontes de carbono produzem aproximadamente a

mesma quantidade de goma xantana (3,801 g/l e 3,905 g/l para Xanthomonas campestris

pv. campestris e, 4,106 g/l e 4,200 g/l para Xanthomonas campestris pv. manihotis,
respectivamente). Comportamentos similares foram obtidos por Leach et alii (1957) e
Souw e Demain (1979) utilizando, respectivamente, Xanthomonas phaseoli e
Xanthomonas campestris NRRL-B-1459.

Com base nos resultados das Tabelas 1 e 2, escolheu-se sacarose a uma
concentragdo de 1% como fonte de carbono para o estudo do efeito da adigdo de acidos
organicos e fontes de nitrogénio ao Meio Basal. A decisdo foi feita, com base no
rendimento obtido.

De acordo com Souw e Demain (1979), a adi¢do de concentragdes adequadas dos
acidos orgéanicos piruvico, succinico e a-ceto-glutarico ao Meio de Produgdo podem
estimular a produg@o de goma xantana. Para se determinar as concentragdes Otimas destes
compostos no Meio de Produgdo contendo 1% de sacarose, foram adicionadas diferentes
concentragdes dos acidos acima mencionados e os resultados obtidos para as duas
espécies de bactérias testadas podem ser observados nas Tabelas 3 e 4. Estas Tabelas
mostram que existe um Otimo de concentragdo do acido organico para a produgdo de
goma xantana. Verifica-se também que quando atingida a maxima produgdo de goma
xantana, ndo necessariamente se alcanga o maximo de crescimento celular. Isto também
foi observado por Souw e Demain (1979).

Souw e Demain (1979) obtiveram valores maximos de rendimento pela adi¢do de
0,75% de acido piravico ao Meio de Produgdo. Em nosso experimento a concentragdo
otima de acido piruvico adicionado ao meio de produgdo foi de 0,25% para Xanthomonas
campestris pv. campestris e de 0,50% para Xanthomonas campestris pv. manihotis. Isto
evidencia diferengas dos requerimentos nutricionais entre estas espécies de Xanthomonas,
uma vez que estas mesmas foram submetidas as mesmas condigGes de cultura. Com
relagdo aos acidos succinico e o-ceto-glutarico os resultados obtidos para ambas as

espécies foi pouco expressivo e podem ser observados nas Tabelas 3 e 4.
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Souw

e Demain (1979) observaram que na auséncia do carboidrato, estes acidos

organicos podem ser utilizados como fonte de carbono permitindo o aumento da massa

celular, mas nessas condigdes, ndo ocorre produ¢do de goma xantana. Isto ndo foi testado.

TABELA 3.

Efeito da adigdo de diferentes fatores de crescimento, ao meio de produgdo
contendo 1,0% de sacarose, nos pardmetros de fermentagdo, durante a
produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv. manihotis a

30°C durante 96h e 210 rpm.

Fatores de

Concentragdo Peso Celular Goma Xantana Rendimento

Crescimento (%) seco (g/1) (g/ (%)

Acido succinico 0,10 2,356 1512 35,12

0,25 2,314 4,030 40,30
0,50 2,630 4,240 42,40
0,75 3,314 4,349 43,49
1,00 3,460 4,038 40,38

Acido piravico 0,10 2,365 4,220 42,20
0,25 2,341 4,337 43,37
0,50 2,330 4,983 49,83
0,75 2,260 4,059 40,59
1,00 2,250 3,512 35,12

Acido a-ceto- 2,230 3,221 32.21

glutarico

2,520 3,424 34,24
2,750 3,594 35,94
2,700 3,573 35.713
2:725 3,505 35,05
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TABELA 4. Efeito da adigdo de diferentes fatores de crescimento, ao meio de produgdo

contendo 1,0% de sacarose, nos parametros de fermentagdo, durante a

produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv. campestris a

30°C durante 96h e 210 rpm.

Fatores de Concentragdo Peso Celular Goma Xantana Rendimento
Crescimento % seco (g/1) (g/1) (%)
Acido succinico 0,10 1,870 2,742 27,42

0.25 1,978 2,931 29,31
0,50 2,032 3,014 30,14
Q.75 2,058 3,091 30,91
1,00 2,025 3,042 30,42

Acido piravico 0,10 1,858 3,895 38,95
0,25 2,102 4,637 46,37
0,50 2,120 4,119 41,19
0,75 2,285 3,987 39,87
1,00 2,345 3.791 37,91

Acido a-ceto- 0,10 1,878 2,938 29,38
glutarico
0,25 2,023 3,142 31,42

0,50 2,245 3327 33,27
0,75 2,354 3,450 34,50
1,00 2,412 3,428 34,28

Para estudar o efeito das diferentes fontes de nitrogénio sobre a produg@o da goma
xantana, a fonte de carbono utilizada também foi sacarose na concentragdo de 1%. As

fontes testadas foram nitrato de sodio e sulfato de amonio ja contido no meio Basal. As

28
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concentragdes estudadas foram 10, 30, 50 e 70 mM. A influéncia das diferentes

concentragdes destas fontes de nitrogénio nos parametros de fermentagdo podem ser

observados nas Tabelas 5 e 6.

TABELA 5. Efeito da adi¢do de diferentes fontes de nitrogénio, ao meio de produgdo
contendo 1,0% de sacarose, nos parametros de fermentagdo, durante a
produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv. manihotis a

30°C durante 96h e 210 rpm.

Fontes de Concentragao Peso Celular Goma Xantana Rendimento
Nitrogénio (mM) seco (g/1) (g/1) (%)

(NH.)2S04
10 0,165 0.215 21,50
30 0,165 0,210 27,90
50 0,210 0,363 36,30
70 0,190 0,168 16,80

0,137 0,4200 42,00
0,110 0,3650 36,50
0,099 0,3738 37,38
0,090 0,3218 32,18

Quando da adigdo das fontes de nitrogénio, foi observado para o sulfato de aménia
que a medida que aumentou a concentragdo, houve também um aumento na produgdo
de goma xantana até a concentragdo de 50 mM e, concentragdes maiores provocaram
uma diminui¢do na produgdo, o mesmo ndo foi observado em relagdo ao crescimento

celular (Tabelas 5 e 6).
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TABELA 6. Efeito da adigdo de diferentes fontes de nitrogénio, ao meio de produgado
contendo 1,0% de sacarose, nos parametros de fermentagdo, durante a
produgdo de goma xantana por Xanthomonas campestris pv. campestris a

30°C durante 96h e 210 rpm.

Fontes de Concentragao Peso Celular Goma Xantana Rendimento
Nitrogénio (mM) seco (g/1) (g/1 (%)

(NH,)2504
10 0,176 0,221 22,10

30 0,231 0,287 28,70
50 0,280 0,346 34,60
70 0,219 0,216 21,60

0,153 0,4200 42,00
0,109 0,3650 36,50
0,109 0,3738 37,38
0,106 0,3218 32,18

Para o nitrato de sodio a maior produgdo se deu com a adigao de 10 mM, sendo
esta a melhor concentragdo para a produgdo de goma xantana e também para
proporcionar o maior crescimento celular.  Concentragdes de NaNO; acima desta
concentragdo Otima, inibiram tanto a produgdo de goma xantana quanto o crescimento
celular. (Tabelas 5 e 6).

Dos experimentos realizados, foram obtidos os maiores rendimentos (49,83%) de

goma xantana quando se usou o meio de Produg@o contendo 1% de sacarose e 0,50% de

acido piravico utilizando Xanthomonas campestris pv. manihotis e 46,37% para
Xanthomonas campestris pv. Campestris, quando foi utilizado o meio acima contendo
0,25% de acido pirivico, rendimentos estes, comparaveis aos obtidos por Cadmus et alii

(1978) e Souw e Demain (1979)
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Cadmus et alii (1978) indicaram que o maior rendimento obtido em um meio
quimico complexo contendo solidos secos soluveis de destilaria, o rendimento aumentou

para 65%. Souw e Demain (1979) relataram um rendimento de 70% quando usaram um

meio quimico definido com 4% de sacarose e 1,0% de acido succinico. E interessante

frisar, que as culturas utilizadas em nossos experimentos foram Xanthomonas campestris
pv. campestris e Xanthomonas campestris pv. manihotis, e que as culturas usadas por
Cadmus et alii (1978) e Souw e Demain (1979), foram em ambos os casos Xanthomonas
campestris NRRL-B-1459 geneticamente selecionadas (Kidby, 1977; Kidby et alii, 1977)
e as temperaturas por eles utilizadas foram 27-28 e 25°C respectivamente. Possivelmente,
a isto se deve a diferenga dos resultados obtidos, ja que, a temperatura utilizada em nossos
experimentos (30°C), de acordo com Cadmus et alii (1978), acelera o crescimento, bem
como, a sintese do biopolimero, mas, o conteudo de piruvato € reduzido, afetando a

qualidade da goma (Sandford et alii, 1977).

4.2 Polissacarideo de Rhizobium

A bactéria utilizada foi Rhizobium leguminosarum phaseoli, esta bactéria é
considerada de crescimento rapido pelo fato de se desenvolver completamente entre 5 e 7
dias (Burton, 1967). Entretanto este tempo de crescimento pode ser diminuido com a
suplementagdo ao meio de cultura de diferentes carboidratos, alguns compostos de
nitrogénio e outros estimulantes organicos. Neste estudo foi testado o efeito da adi¢do de
diferentes fontes de carbono no meio de produg@o. As fontes de carbono utilizadas foram:
sacarose, manitol, lactose e glicose nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0% e os
resultados sdo mostrados na Tabela 7.

Para determinar o efeito da adi¢do de manitol ao meio de produgao foi verificado o
crescimento bacteriano e a produgdo do polissacarideo. A produgio do polissacarideo foi
influenciada grandemente pela concentragdo de manitol no meio de produg¢do. O maior

rendimento foi obtido na concentragdo de 3,0%; concentragdes maiores ndo promoveram
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Tabela 7. Efeito da adigio de diferentes fontes de carbono nos parametros de fermentagéo

durante a produg@o de polissacarideo por Rhizobium leguminosarum phaseoli,

a 30°C durante 168 horas e 210 rpm.

Fontes de
Carbono

Concentragdo

(%)

seco (g/1)

Peso Celular

Polissacarideo

&)

Rendimento

(%)

Sacarose

Manitol

Lactose

Glicose

1,0
2,0
3,0
4,0
5,0

0,301
0,514
0,530
0,621
0,526

0,556
0,601
0,706
0,852
1,000

0,323
0,468
0,615
0,822
0,830

0,305
0,4520
0,503
0,704
0,753

0,200
0,610
2,235
2,920
3,310

0,812
1,838
4,125
5,388
6,900

0,206
0,736
1,428
1,900
2,535

0,420
1,130
2,571
3,092
3,800

2,00
3,05
7,45
7,30
6,62

8,12
9,19
13,75
13,47
13,80

2,06
3,68
4,76
4,75
5,07

4,20
5,65
8,57
1313
7,60

)
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nenhum aumento na produgdo do polissacarideo. Na Tabela 7 observa-se também que, a
massa celular aumenta na medida que aumenta a concentragdo de manitol.

Em relagdo as outras fontes de carbono, apenas glicose na concentragio de 3,0%
mostrou estimular a produg@o do polissacarideo; sacarose e lactose ndo promoveram a
produgdo do polissacarideo. Em geral, pode ser observado (Tabela 7) que, o aumento da
concentra¢gdo da fonte de carbono promoveu um aumento da massa celular e que, um
maior crescimento bacteriano ndao proporciona altos rendimentos do polissacarideo.

Das fontes de carbono testadas, como pode ser observado na Tabela 7, o manitol
na concentragdo de 3% foi a que apresentou os melhores resultados. Esta concentragdo foi
utilizada como base para estudos posteriores.

A possibilidade de aumentar o rendimento da produgdo do polissacarideo nas
culturas bacterianas pela adigdo de algum intermediario do ciclo dos acidos tricarboxilicos
foi tentada pela primeira vez em 1954 por Greathouse e colaboradores. Estes
pesquisadores estudaram o efeito da adi¢do de acetato, citrato e succinato na produgio de
celulose por Acetobacter xylinum; a partir destes estudos, muitos outros pesquisadores
fizeram esta mesma tentativa. Desta forma, neste estudo foi testado o efeito da adigao
dos acidos succinico, pirivico e a-ceto-glutarico no meio de produgdo utilizado pela
bactéria Rhizobium leguminosarum phaseoli e os resultados obtidos estdo mostrados na
Tabela 8.

Desta Tabela 8 pode ser observado que apenas o acido succinico foi eficiente para
aumentar a produgdo do polissacarideo. Pode-se observar que as concentragdes menores
de acido promoveram os melhores rendimentos (0,10 e 0,25%). Observa-se também que
concentragdes maiores deste acido promoveram um aumento no crescimento.

Os acidos piravico e a-ceto-glutarico ni3o estimularam a produgdo de

polissacarideos. Com o acido pirivico observa-se apenas uma tendéncia de aumento da

massa celular e com o acido a-ceto-glutarico o crescimento permaneceu constante.
A Tabela 9 mostra os resultados obtidos do efeito da adigdao de diferentes fontes de
nitrogénio ao meio de produgdo contendo 3% de manitol. A produgio do polissacarideo

por Rhizobium leguminosarum phaseoli transcorreu durante 7 dias a 30°C e 210 rpm.
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Tabela 8. Efeito da adigdo de diferentes fatores de crescimento, a0 meio de produgdo
contendo 3,0% de manitol, nos pardmetros de fermentagdo, durante a produgao
de polissacarideo por Rhizobium leguminosarum phaseoli a 30°C durante 168
horas e 210 rpm.

Fatores de
Crescimento

Concentragdo

(%)

seco (g/1)

Peso Celular

Polissacarideo

&N

Rendimento
(%)

Acido piruvico

Acido
succinico

Acido a-ceto-
glutarico

0,10
0,25
0,50
1,00
1,50
2,00

0,10

3

0,718
0,918
1,319
1,425
1,513
1,519

0,819

1,091
1,252
1,392
1,427
1,622

0,655

0,663
0,681
0,632
0,621
0,627

1,824
1,935
1,893
1,899
1,908
1,887

4,218

4,635
4,593
4,638
4,101
3,870

1,659

1,989
1,743
1,521
1915
1,518

6,08
6,45
6,31
6,33
6,36
6,29

14,06

15,45
15,31
15,46
13,67
12,90

5,53

6,63
5,81
5,07
5,05
5,06

)
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Tabela 9. Efeito da adigdo de diferentes fontes de nitrogénio, ao meio de produgdo
contendo 3,0% de manitol, nos parametros de fermentagdo, durante a
produgdo de polissacarideo por Rhizobium leguminosarum phaseoli, a 30°C
durante 168 horas € 210 rpm.

Fontes de Concentragéo Peso Celular Polissacarideo Rendimento
Nitrogénio (mM) seco (g/1) (/) (%)
NaNO;

10 0,498 4,098 13,66
30 0,525 4,599 15,33
50 0,621 6,698 15,66
70 0,675 4,398 14,66

0,652 3,699 12,33
0,672 4,548 15,16
0,715 4731 15,77
0,762 3,999 13,33
(NH4)2SO4
0,556 3,180 10,60
0,650 3,519 11,73
0,695 3,447 11,49
Q.725 3.351 11,17

A concentragdo oOtima de nitrogénio foi encontrada pela comparagdo do
crescimento da cultura no meio de produgdo com 3,0% de manitol contendo 10; 30; 50 e
70 mM de NaNOs; KNO; e (NH,),SO,, respectivamente. A concentragdao do nitrogénio

adicionado ao meio de produgdo afeta de forma diferente o rendimento do polissacarideo

e o crescimento bacteriano. Em geral, foi observado que o crescimento bacteriano
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aumenta com o aumento da concentragio da fonte de nitrogénio, enquanto que, 0s
rendimentos do polissacarideo foram maiores nas culturas com baixas concentragdes.

Este comportamento esta de acordo com os primeiros estudos realizados por Davis
e Clapp (1961) para Rhizobium meliloti, bem como para outras bactérias (Duguid e
Wilkinson, 1953; Wilkinson et alii, 1954, Dudman,1959; 1964). Parece que a sintese do
polissacarideo sucede sem crescimento simultaneo e portanto os maiores rendimentos
ocorrem nos meios onde o crescimento encontra-se limitado devido a falta de nitrogénio e

excesso da fonte de carbono.

4.3 Acido Alginico.

Na Tabela 10 podem ser observados os resultados obtidos durante a produgao de
acido alginico por Azotobacter vinelandii utilizando varias fontes de carbono com
incubagdo de 96h a 30°C e 210 rpm. Nesta Tabela 10, pode se observar que a produgio
de acido alginico foi maior na concentragdo de 1% de glicose, pode-se observar também,
que na medida que a concentragdo de glicose aumenta ocorreu uma diminuigdo na
produg¢do do polissacarideo. Com relagdo ao crescimento observa-se que ocorre um
ligeiro aumento no crescimento até a concentragdo do 4% diminuindo ja na concentragdo
de 5%.

Comparando estes parametros podemos observar que a maxima produgido ndo
ocorre com o maior crescimento. Portanto a bactéria utiliza mais glicose para produgio do
polissacarideo do que para o crescimento.

Alguns estudos (Horan et alii, 1981, Chen et alii, 1985) tém sugerido a sacarose
como uma boa fonte alternativa de carbono para produgdo de alginato, mas neste estudo
os resultados para produg@o do polissacarideo e o crescimento celular foram pobres. Isto
também foi observado por Brivonese e Sutherland (1989). Nesta mesma Tabela 10, pode
se observar que a produgao foi maior na concentragdo de 1% de sacarose e a partir desta

o rendimento diminuiu uniformemente. Com relag@o ao crescimento celular nota-se que
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Tabela 10. Efeito da adi¢do de diferentes fontes de carbono nos parametros de
fermentagdo durante a produgdo de acido alginico por Azotobacter
vinelandii a 30°C durante 96 horas e 210 rpm.

Fontes de Carbono Concentragdo Peso Celular Rendimento

(%) seco (g/1) (%)

Glicose
1,0 1,374 14,28
2,0 1,300 11575
3,0 2,000 i
4,0 2,028 6,50
5,0 1,860 6,10
Sacarose
1,440 8,44
1,466 725
1,494 6,35
2,298 4,56
2,874 3,62
Lactose
0,262 5,26
0,916 3,87
0,792 3,12
0,458 2,07
0,932 1,45
Frutose
1,734 3,86
2,020 2,76
2,700 2,45
2,830 2,68
2,890 213
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permanece aproximadamente constante at€ a concentragdo de 3%, tendo uma tendéncia de
aumento a partir desta concentragao.

Como no caso da glicose, podemos observar que, quando da utilizagdo de
sacarose a maxima produ¢do ndo ocorre com O maior crescimento, € com 1sso pode-se
dizer, que a bactéria utiliza mais sacarose para produgdo do polissacarideo do que para o
crescimento.

Durante a biossintese de alginato em culturas “Batch”, Horan et alii (1981) e Chen
et alii (1985) observaram que a secre¢do do polissacarideo continua apés que o
crescimento cessa. Entretanto, Deavin et alii (1977) observaram que a sintese de alginato
¢ paralela ao crescimento. Esta aparente contradigio, deve-se as linhagens utilizadas, uma
vez que, o0 mesmo fendtipo pode mostrar uma ou varias mutagdes diferentes durante o
periodo de incubagdo. Por exemplo, a linhagem aqui estudada prefere glicose em lugar de
qualquer uma das outras fontes testadas (Tabela 10), em contraste com o microrganismo
utilizado por Chen et alii (1975), embora de acordo com Brivonese e Sutherland (1989).

Estudos realizados por Anderson et alii (1987) mostraram que Azotobacter

vinelandii pode assimilar glicose ou frutose por duas vias diferentes e desta forma,

algumas linhagens serdo capazes de crescer em varias fontes de carbono.

Foram testadas também lactose e frutose como fontes de carbono. Quando da
utilizagdo de lactose, pode-se observar que a produgdo de acido alginico foi maior na
concentragdo de 1,0% e ap0s esta concentragio, nota-se que a medida que a concentragao
de lactose aumenta ocorre uma diminui¢ido no rendimento. Com relagdo ao crescimento
pode ser observado um comportamento praticamente constante em todas as
concentragdes utilizadas, também pode ser destacado que a glicose e a sacarose,
estimulam mais o crescimento do que a lactose (Tabela 10).

Quando a frutose foi utilizada como fonte de carbono, observa-se que a produgao
de acido alginico foi pobre e praticamente constante para todas as concentragdes
utilizadas. Com relagdo ao crescimento pode ser observado que a medida que aumenta a
concentragdo o crescimento vai aumentando paulatinamente. O efeito sobre o pH do meio
de cultura, quando da utilizagao de frutose pelo microrganismo, foi o mais acentuado do

que com as outras fontes testadas (resultados ndo mostrados).
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Tabela 11. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio ao meio de produgio contendo 1,0%

de glicose, nos parametros de fermenta¢do, durante a produg@o de acido

alginico por Azotobacter vinelandii, a 30°C durante 96 horas a 210 rpm.

Fontes de Nitrogénio  Concentragio Peso Celular

(mM) seco (g/1)

(%)

Rendimento

NaNO;
10 1,592
30 1,192
50 1,028
70 0,908

1,492
1,182
1,127
0,988

2,326
1,804
1,782
1,120

12,76
12,38
11,90
9,82

11,86
11,18
11,19
11,22

1352
13,88
12.72
11,12

Em geral, a produgdo de polissacarideos por bactérias é maior num meio pobre em

nitrogénio, entretanto, a cultura de Azotobacter vinelandii aqui utilizada mostrou-se

contraria a este comportamento. Isto pode refletir segundo Brivonese e Sutherland

(1989), uma demanda maior da energia requerida durante, especificamente, demanda por

ATP, o processo de fixagdo. Isto esta de acordo com o observado para Agrobacterium

radiobacter (Linton et alii, 1987), Klebsiella aerogenes (Neijssel e Tempest, 1975) e

Azotobacter vinelandii (Brivonese e Sutherland, 1989).
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Na Tabela 11 estdo representados os resultados obtidos durante a produgdo de

acido alginico por Azotobacter vinelandii por incubagdo a 30 °C durante 96 horas e 210

rpm, variando as concentragdes das fontes de nitrogénio. Quando da utilizagdo de nitrato
de sédio como fonte de nitrogénio observa-se que a produgdo de acido alginico foi
praticamente igual em todas as concentragdes testadas e que mesmo concentragdes
maiores de nitrogénio a bactéria ndo consegue utilizar. Em relagdo ao crescimento
observa-se que a medida que aumenta a concentragio da fonte de nitrogénio o
crescimento diminuiu de forma constante.

Quando da utilizagdo de sulfato de amdonia como fonte de nitrogénio durante a
produgdo de acido alginico por Azotobacter vinelandii observa-se que a produgdo de
acido alginico permaneceu aproximadamente constante. O crescimento teve uma tendéncia
de queda em todas as concentragoes.

Em geral, pode-se observar que o aumento na concentragdo das fontes de
nitrogénio nd3o promoveu um aumento no rendimento do acido alginico produzido pelo
microrganismo e tem, ainda, um efeito negativo no crescimento, este fato também foi
observado por Brivonese e Sutherland (1989).

Durante a produgdo de acido alginico por Azotobacter vinelandii foram testados
também alguns fatores de crescimento e os resultados estdo demonstrados na Tabela 12.
O acido a-ceto-glutarico teve o melhor rendimento para a produgdo do acido alginico na
concentragdo de 0,5%. Com relagao ao crescimento a concentragdo de 0,1% apresentou
maior crescimento ocorrendo depois uma diminui¢gdo que permaneceu constante durante
todas as concentragdes testadas. Com relagdo ao pH a medida que a concentragdo de
acido a-cetoglutarico aumenta o pH vai diminuindo. Em relagdo ao acido pirivico
observa-se que ndo estimulou nem a produgao de acido alginico nem o crescimento. O pH
diminui a medida que aumentou a concentragdo de acido piravico. Quando da utilizagdo
de acido succinico para produgdo de acido alginico por Azotobacter vinelandii pode-se
observar que a concentragdo de 0,5%, foi a melhor e ndo houve diferenga a
concentragdes. Com relagdo ao crescimento pode-se observar que ndo houve aumento da

massa celular. O pH diminui a medida que a concentragdo de acido succinico aumenta.
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Tabela 12. Efeito da adigdo de diferentes fatores de crescimento, ao meio de produgio
contendo 1,0% de glicose, nos parametros de fermentagdo, durante a
produgdo de acido alginico por Azotobacter vinelandii, a 30°C durante 96

horas e 210 rpm.

Fatores de Crescimento ~ Concentragao Peso Celular Rendimento

(%) seco (¢/) (&)

Acido a-ceto-glutarico
0,10 1,486 6,40
0,25 1,424 8,02
0,50 1,235 9,20
0,75 1,225 7,66
1,00 1,228 5,36

Acido piravico

0,10 1,928 1,80
0,25 1,926 3,90
0,50 1,826 3,95
0,75 1,628 3,06
1,00 1,554 2.95
Acido succinico
0,10 0,510 7,68
0,25 0,532 9,24
0,50 0,552 10,28
0,75 0,545 10,52
1,00 0.535 10,32
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4.4 Goma Gelana

A glicose tem sido apontada por muitos pesquisadores como a fonte de carbono

preferida pela maior parte das diferentes linhagens de bactérias produtoras de

polissacarideos. Portanto, desde os primeiros estudos desenvolvidos por Leach et al.
(1957) e Lilly et al. (1958) até trabalhos mais recentes, como os ja classicos de Souw e
Demain (1979), Pace e Righelato, 1980 e Margaritis e Pace (1985), a glicose € a primeira
fonte de carbono a ser testada durante as pesquisas dos requerimentos nutricionais das
bactérias. A literatura relata que a bactéria Pseudomonas elodea utiliza manitol como
principal fonte de carbono para crescimento e produg@o de goma gelana. Nesta pesquisa
foi observado o efeito de diferentes concentragdes de manitol, glicose e sacarose sobre os
parametros de fermentagdo. Os resultados obtidos estdo indicados na Tabela 13. Nesta
Tabela pode-se observar que, das fontes de carbono utilizadas, 0 manitol mostrou ser mais
eficiente para a produgdo do polissacarideo nas concentragdes de 1,0 e 2,0%,
proporcionando um rendimento de 44,26 e 48,61%, respectivamente. Também pode ser
observado que o maior crescimento bacteriano ndo significou uma maior produ¢do do
polissacarideo, uma vez que este correspondeu a concentragdo de 5,0% de manitol.

Quando testada glicose foi observado que a maior produgdo do polissacarideo
correspondeu a concentragido de 3,0%, proporcionando um rendimento de 52,00%. Aqui
foi observado também que o crescimento bacteriano foi praticamente constante em todas
as concentragdes de glicose utilizadas (Tabela 13).

Nesta Tabela 13 esta representado o efeito das diferentes concentragdes de
sacarose sobre os parametros de fermentacdo; pode-se observar que a concentragdo Otima
de sacarose para produgdo de gelana foi de 1,0% e o rendimento obtido foi de 40,40%.
Assim como observado para manitol, a concentragdo de sacarose que produziu a maior
quantidade de goma gelana (4,04g/1) ndo correspondeu a concentragdo que promoveu 0O
maior crescimento. Nesta mesma Tabela 13, observa-se que o crescimento bacteriano €
proporcional a concentragdo da fonte de carbono utilizada até 4,0% e logo apds comega a
ter uma diminuigdo. Estes resultados sdo muito significativos, ja que, devido a grande

disponibilidade e baixo custo da sacarose no mercado nacional, este carboidrato podera se
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Tabela 13. Efeito da adi¢do de diferentes fontes de carbono nos pardmetros de

fermentagdo durante a produgdo de goma gelana por Pseudomonas elodea, a

30°C durante 72 horas € 210 rpm.

Fontes de Concentragdo =~ Goma Gelana Peso Celular Rendimento
Carbono (%) (g/D) seco (g/1) (%)
Manitol

1,0 4,426 0,402 44,26
2,0 9,723 1,107 48,61
3,0 14,421 0,761 48,07
4,0 22,400 0,664 56,00
5,0 24,337 1,203 48,67
Glicose
1,0 2,360 0,513 23,60
2,0 8,600 0,566 43,00
3,0 15,670 0,681 52,00
4,0 12,410 0,601 31,03
5,0 11,550 0,591 23,10
Sacarose

1,0 4,040 0,850 40,40

3

2,0 7,242 0,872 36,21
3,0 11,890 0,951 3963
4,0 10,350 1,260 25,88

3

5,0 14,250 0,995 28,50

b
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tornar uma boa alternativa para produgdo de goma gelana por Pseudomonas elodea em

substitui¢do ao manitol. Desta forma, foi escolhida a sacarose na concentra¢io de 1,0%

para verificar o efeito da adigdo de fatores de crescimento e de fontes de nitrogénio.

Na Tabela 14 podem ser observados os resultados obtidos quando da adigdo dos
acidos piruvico, succinico e o-ceto-glutarico ao meio de produgdo contendo 1,0% de
sacarose. Dos fatores de crescimento adicionados apenas o acido piruvico na
concentragdo de 0,5%, promoveu o aumento na produg@o do polissacarideo pela bactéria,
até niveis comparaveis aos obtidos com a utilizagdo de manitol (2,0%) sem adi¢do de
acido piruvico (Tabela 13 e Tabela 14).

Com relagd@o ao crescimento, observa-se um pequeno aumento € neste caso, O
maior crescimento foi o que promoveu a maior produgdo (Tabela 14), também pode-se
observar que , logo apOs atingir este crescimento maximo, com o aumento da
concentragdo do acido pirivico ao meio de produgdo, ocorreu uma diminui¢do do
crescimento. A adi¢do dos acidos succinico e a-ceto-glutarico ao meio de produgdo
inibiram o crescimento e a produgdo do polimero pela bactéria Pseudomonas elodea.
(Tabela 14).

A Tabela 15 mostra o efeito da adi¢do de diferentes fontes de nitrogénio ao meio
de produgdo contendo 1,0% de sacarose. Desta, observa-se que a melhor performance
para produg@o do polissacarideo foi do sulfato de aménia na concentragdo de 70 mM, as
outras fontes testadas ndo foram eficientes para promover o aumento do rendimento do
polissacarideo, apenas estimularam o crescimento bacteriano. Este mesmo comportamento
foi observado para varias bactérias, onde altos crescimentos ndo foram capazes de

promover altos rendimentos do polissacarideo (Dudman, 1959).
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Tabela 14. Efeito da adigdo de diferentes fatores de crescimento, ao meio de produgdo

contendo 1,0% de sacarose, nos parimetros de fermentagdo, durante a

produgdo de goma gelana por Pseudomonas elodea, a 30°C durante 72 horas

e 210 rpm.

Fatores de Concentragdo  Goma Gelana  Peso Celular  Rendimento
crescimento (%) (g/) seco (g/1) (%)
acido piruvico

0,10 4,026 0,846 40,26

0,25 4,168 1,240 41,68

0,50 4,758 1,564 47,58

0,75 4,236 1,765 42,36

1,00 4,007 1,694 40,07

Acido succinico

0,10 0,10 2,868 0,651 28,68

0,25 0.25 3,085 0,665 30,85
0,50 0,50 3,150 0,786 31,50
0,75 0,75 3,138 0,814 31,38

1,0 1,00 3,023 0,838 30,23

Acido a-ceto-

glutarico
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Tabela 15. Efeito da adi¢do de diferentes fontes de nitrogénio, ao meio de produgdo

contendo 1% de sacarose, nos parametros de fermentagdo, durante a
produgdo de goma gelana por Pseudomonas elodea, a 30°C durante 72 horas

e 210 rpm.

Fontes de Concentragdo Goma Gelana Peso Celular Rendimento
Nitrogénio (%) (g/1) seco (g/1) (%)
NaNO;

10 3,466 1,104 34,66
30 3,748 1,176 37,48
50 3,780 1,710 37,80
70 3,665 1,766 36,65
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4.5. Goma Levana

A Tabela 16 mostra o efeito da adigdo de diferentes fontes de carbono nos
parametros de fermentagdo durante a produgdo de levana por Bacillus polymyxa apos
incubagdo durante 120 horas a 37°C. Nesta Tabela 16 pode ser observado que quando da
adicdo de sacarose a concentragdo Otima para producdo do polissacarideo foi de 1 %,
também pode-se observar que na medida em que a concentragdo aumenta ha uma
diminui¢do constante da produgao de levana até a concentragao testada.

Com relag@o ao crescimento celular o efeito observado € contrario a produgao,
quer dizer, na medida em que aumenta a concentragdo da sacarose aumenta também o
crescimento celular.

Na Tabela 16 também esta representado o efeito das diferentes concentragdes de
glicose sobre os parametros de fermentagdo durante a produgdo de levana por Bacillus
polymyxa e pode-se observar que a utilizagdo de glicose a 1 % foi a melhor concentragio
para a produgdo de levana; concentragdes acima promoveram uma queda brusca na
produgdo.

Com relagdo ao crescimento celular, pode ser observado que este aumenta na
medida em que aumenta a concentragio da glicose.

Quando foi testado o efeito de diferentes concentragdes de lactose nos parametros
de fermentagdo durante a produg@o de levana por Bacillus polymyxa observa-se que a
maior produgdo de levana foi na concentragdo de 1% e que a produg@o do polissacarideo
nao aumenta, mesmo com o aumento da concentragdo de lactose. Com relagdo ao
crescimento, pode ser observado que na medida em que a concentragdo da lactose
aumenta, aumenta também a quantidade da massa celular

Quando foram testadas diferentes concentragdes de frutose no meio para produgdo

de levana por Bacillus polymyxa observa-se que a concentragdo de 1% foi a melhor para

produzir levana e concentragdes maiores diminuiram esta mesma produgido. Em relagio
ao crescimento, pode-se observar que este mesmo foi aumentando paralelamente a
concentragdo da fonte de carbono. Isto também foi observado por Tkachenko e

Sevryugina (1989).
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Tabela 16. Efeito da adi¢gdo de diferentes fontes de carbono nos parametros de

fermentagdo durante a produgdo de levana por Bacillus polymyxa, a 37°C

durante 120 horas e 210 rpm.

Fontes de Concentragao Peso Celular Goma Levana Rendimento

Carbono (%) seco (g/1) (g/1) (%)

Sacarose 1,0 0,516 0,7300 7,30
2,0 0,739 1,252 6,29
3,0 0,788 1,509 5,03
4.0 0,992 1,780 4,45
5,0 1,342 1,815 3,63

Manitol 1,0 0,812 1,484 14,84
2,0 1,016 2,066 10,33
3,0 1,060 2,745 9,15
4,0 1,740 3,756 9,39
5,0 2,060 4,955 9,91

Lactose 1,0 0,402 0,736 7,36
2,0 0,492 1,148 5,74
3,0 0,554 1,242 4,14
4,0 0,866 1,824 4,56
5,0 0,905 2,275 4,55

1,0 0,724 1,074 10,74
2,0 1,740 Tllb 8,59
3,0 2,098 2,028 6,76
4,0 2,240 1,780 4,45
5,0 2,440 2,180 4,36

Glicose 1,0 1,378 1,046 10,46
2,0 1,546 2,008 10,04
3,0 1,676 2,811 9,37
4,0 1,898 3,536 8,84
5,0 2,080 3,335 6,67
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Da Tabela 16 pode ser observada a tendéncia geral de aumento da massa celular
na medida em que a concentragdo da fonte de carbono aumenta; pode ser também
observado que este crescimento € progressivamente lento. Com relagdo a produgio de
levana observa-se que na medida em que aumenta a concentragdo da fonte de carbono
ndo houve qualquer acréscimo a produgdo e pode-se observar sempre uma tendéncia de
queda. Pode-se observar também que a melhor concentra¢do para a produgdo de levana
foi de 1%. Em termos gerais, o manitol demonstrou ser a melhor fonte de carbono para
produgdo de levana (Tabela 16). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
Tkachenko e Sevryugina (1989), uma vez que, estes pesquisadores observaram, durante a
biossintese de levana por Bacillus polymyxa, que o manitol promoveu um aumento da
biomassa e estimulou a produgdo de levana. A frutose, no entanto, apenas promoveu um
aumento da biomassa.

A Tabela 17 mostra o efeito da adi¢do de diferentes fatores de crescimento, ao

meio de produgdo contendo 1,0% de manitol, durante a produg@o de levana por Bacillus

polymyxa, a 37°C durante 120 horas e 210 rpm. Nesta Tabela pode-se observar que houve
pouco estimulo do crescimento e da produgdo do polissacarideo pelos acidos succinico e
a-ceto-glutarico. O acido pirmivico foi o que mais estimulou o crescimento e a produgéo
do polissacarideo. A maior produgio do polimero ocorreu na concentragio de 0,50% de
acido piravico (22,13%), enquanto que o crescimento continuou a aumentar até€ a ultima

concentragdo testada (1,00%).
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Tabela 17. Efeito da adi¢@o de diferentes fatores de crescimento, ao meio de produgado
contendo 1,0% de manitol, nos pardmetros de fermentagdo, durante a

produgdo de levana por Bacillus polymyxa, a 37°C durante 120 horas e 210
rpm.

Fatores de Concentragao Peso Celular Goma Levana Rendimento
Crescimento (%) seco (g/l) (g/) (%)

Acido succinico
0,10 0,536 0,957 9,57
0,25 0,542 0,818 8,18
0,50 0,554 0,815 8,15
0,75 0,676 0,600 6,00
1,00 0,732 0,600 6,00

Acido pirivico

0,10 1,094 1,576 15,76
0,25 1,106 1,916 19,16
0,50 1,308 2.213 22,13
0,75 1,570 2,000 20,00
1,00 1,650 2,000 20,00

Acido o-ceto-
glutarico
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Tabela 18. Efeito da adigdo de diferentes fontes de nitrogénio, ao meio de produgido

contendo 1,0% de manitol, nos parametros de fermentag¢do, durante a
produgdo de levana por Bacillus polymyxa, a 37°C durante 120 horas e 210

rpm.

Fontes de Concentragao Peso Celular Goma Levana Rendimento
Nitrogénio (mM) seco (g/1) (g/) (%)
N3N03

10 0,576 1,316 13,16
30 0,546 1,361 13,61
50 0,590 1,353 13,53
70 0,524 1,375 13,75

0,756 1,357 13,57
0,770 1,367 13,67
0,729 1,385 13,85
0,744 1,389 13,89

0,630 1,576 15,76
0,826 1,579 15,79
0,746 1,713 17,13
0,644 1,698 16,98
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A Tabela 18 mostra o efeito da adi¢@o de diferentes fontes de nitrogénio, ao meio

de produgdo contendo 1,0% de manitol, nos parametros de fermentagdo, durante a

produgdo de levana por Bacillus polymyxa, a 37°C durante 120 horas € 210 rpm. Em geral

observa-se que ndo houve estimulo no padrdo de crescimento e pode ser observado
também que o sulfato de amdnio até a concentragdo de 50 mM promoveu um discreto
aumento da produgdo do polissacarideo; o crescimento chega a um maximo e logo apois

comega a diminuir.
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. CONCLUSOES.

. A produgdo do polissacarideo foi afetada pela adigdo de diferentes concentragdes das

fontes de carbono. Em geral foi observado que baixas concentragées das fontes de

carbono favorecem a produgdo do polissacarideo.

. Das fontes de carbono testadas, a sacarose pode ser utilizada, para algumas bactérias,

como uma boa fonte alternativa para produgdo do polissacarideo.

. A adigdo dos acidos organicos piruvico, succinico e o-ceto-glutarico, afetou de forma

diferente cada uma das bactérias estudadas. Em geral apenas um dos acidos, na
concentragao adequada, estimulou mais a produg@o do polissacarideo. O crescimento

foi afetado de forma diferenciada em cada tipo de bactéria.

. A adigdo das fontes de nitrogénio afetou de forma diferente cada bactéria. Em geral,

quando a concentragdo da fonte de nitrogénio aumenta, observou-se um aumento no

peso celular seco e uma diminui¢do na produgdo do polissacarideo.

. Foi que o maior crescimento bacteriano ndo promoveu a maxima produgdo de

polissacarideo pelas bactérias estudadas.
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