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RESUMO

A producdo de polissacarideos de origem microbiana deve ser realizada sob um
controle rigido dos pardmetros de fermentacdo (pH, temperatura, velocidade de agitagdo,
tempo de fermentacdo e composi¢do do meio de cultura) para que a obtengdo destes produtos
tenha caracteristicas homogéneas. Além das condi¢des controladas € necessario utilizar
espécies bacterinas puras para que os problemas de variagdo de estrutura possam ser evitados.
Assim, é fundamental que qualquer estudo dirigido ao desenvolvimento de tecnologias para a
fabricacdo de biopolimeros seja acompanhado pela caracterizacdo do material produzido,
principalmente a sua composi¢do quimica em relagdo aos grupamentos acetila e piruvato que

conferem viscosidadeas solugdes dos polissacarideos.

Nesta pesquisa foram utilizadas trés culturas de bactérias produtoras de biopolimeros
do género Bacillus, isoladas da rizosfera e codenominadas de 13F, 16F e 24F. Este estudo
teve como objetivo determinar alguns parametros de fermentagdo para aumentar a produgio
dos biopolimeros pelas trés bactérias. Foi testado o efeito de diferentes concentra¢des de
glicose, sacarose, manitol e frutose, utilizadas como fontes de carbono; o efeito de diferentes
concentragdes de nitrato de potassio e nitrato de sddio, em substituicdo ao sulfato de amonia,

comumente encontrado nos meios de cultura, e o efeito de diferentes temperaturas e pH.

Para a produc¢do dos biopolimeros foi determinado o meio de fermentacdo que
proporcionou a maior producdo e o melhor rendimento para cada bactéria em estudo. A maior
produgdo de biopolimero pela bactéria 13F foi obtida com manitol 4% e sacarose 2%, 20 mM
de KNOs;ea 30°CepH 7.

A melhor produgdo de biopolimero pela bactéria 16F foi obtida com manitol 4%, 10
mM de NaNO; e a 30°C e pH 8 e para a bactéria 24F a maior produgdo de biopolimero foi

com manitol 4%, 15 mM de NaNO; e a 30°C e pH 7.



Foi realizada a caracteriza¢do do grupamento acetila nas amostras dos biopolimeros
brutos por meio de uma técnica volumétrica e a caracterizacdo do grupamento piruvato por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O teor de acetila no biopolimero produzido pela
bactéria 13F cultivada em sacarose 2% como fonte de carbono apresentou um valor de 5,6% e
quando em manitol 4% apresentou um valor de 1,6%. O teor de acetila nos biopolimeros
produzidos pelas bactérias 16F e 24F em manitol 4% apresentaram valores de 1,31% e 2,81%,

respectivamente.

O teor de piruvato no biopolimero produzido pela bactéria 13F em sacarose 2%
apresentou um valor de 1,42% e em manitol 4% apresentou um valor de 1,26%. O teor de
piruvato nos biopolimeros produzidos pelas bactérias 16F e 24F em manitol 4% apresentaram

valores de 6% e 1,48% respectivamente



ABSTRACT

The production of polysaccharide of microbial origin has to be carried out under strict
control of the fermentation parameters (pH, temperature, agitation speed, fermentation time
and composition of the culture medium) so that the products are obtained under homogenic
characteristics. In addition to controlled characteristics it is necessary to use pure species of
bacteria in order to avoid problems with the variation of structure. Thus, it is fundamental that
any study focus on the development of new technologies for the production of biopolymers
should be accompanied by the characterization of the product, especially with regards to its
chemical composition, more specifically, the acetyl and pyruvate groups which give viscosity

to the polysaccharide solutions.

In this study the production of biopolymer by three bacteria belonging to the genus
Bacillus were studied. The bacteria were isolated from the rhizosphere and received the
respective code names 13F, 16F and 24F. The objective was to determine the fermentation
parameters in order to increase the production of biopolymers. It was evaluated the effect of
different concentrations of the source of carbon (glucose, sucrose, mannitol and fructose); the
effect of different concentrations of potassium nitrate and sodium nitrate in substitution to
ammonia sulfate, usually found in culture media. The effects of different temperatures and

pH.

The fermentation parameter of the culture medium were determined for the production
of biopolymers and the performance for each bacterium. The highest biopolymer production
was obtained on 4% mannitol, 2% sucrose, 20mM KNOj, 30° C and pH 7 for bacterium 13F.

For the bacteriam 16F was the best carbon source to produce the biopolymer, 4% mannitol,



10mM NaNOs, 30°C and pH 8 while 4% mannitol, 15mM NaNQOs, 30°C and pH 7 were the

best conditions to the bacterium 24F.

The acetyl groups were characterized in the samples of raw biopolymers by means of
volumetric technique and the pyruvate group was characterized by means of high
performance liquid chromatography. The acetyl content in the biopolymer produced by
bacterium 13F on 2% sucrose as carbon source was 5.6% and 1.6% on 4% mannitol as sole
carbon source. The acetyl content in the biopolymers produced by bacteria 16F and 24F on

4% mannitol as carbon source were 1.31% and 2.81% respectively.

The pyruvate content in the biopolymer produced by bacterium 13F on sucrose 2%as
carbon source was 1.42%; when mannitol 4%was used as carbon source this content was
1.26%. The pyruvate content in biopolymers produced by bacteria 16F and 24F on mannitol

4%as carbon source were 6% and 1.48% respectively.



1. Introducio

Os polissacarideos hidrossoluveis utilizados na industria de alimentos, também
chamados de coloides hidrofilicos ou hidrocoldides, sdo polimeros de elevado peso molecular
que se dissolvem ou se dispersam em agua para agir como agentes espessantes, gelificantes,
estabilizantes e encapsuladores. Além disso, mostram propriedades secundarias de
emulsificantes. Essas propriedades funcionais sdo responsaveis pela textura (corpo,

viscosidade, consisténcia) dos alimentos processados.

Muitos podem ser de origem vegetal, tais como: algas, sementes ou exsudados de
arvores; outras sdo produtos de biossintese microbiana e, outros sdo produzidos por
modifica¢des quimicas de polissacarideos naturais. Dentre esses, os de origem microbiana
vém substituindo progressivamente os obtidos por fontes convencionais, como plantas e
animais, com a vantagem de apresentarem as propriedades fisico-quimicas reprodutiveis e

baixo custo.

Os polissacarideos de origem microbiana, chamados de biopolimeros, t€ém sido os
mais estudados nos ultimos anos devido a algumas vantagens de sua obten¢do em relagdo as
outras gomas, tais como: producdo independente de condigdes climaticas, possibilidade de
utilizacdo de matérias-primas regionais, maior rapidez na obten¢do 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
fermentagcdo, como pH, temperatura, taxa de aeragdo, velocidade de agitagcdo, tempo de

fermentagdo e composicdo do meio de cultura.



Desta forma os polissacarideos microbianos podem ser produzidos sob condigdes
controladas e com espécies selecionadas, onde problemas de variacdo de estrutura podem ser
evitados. Além disso, os polissacarideos microbianos apresentam alta regularidade estrutural,

que ¢ raramente encontrada em polimeros de outras fontes naturais.

Selecionar variedades de microrganismos que produzam polissacarideos em grande
quantidade e economicamente interessantes, ¢ um desafio que vem sendo enfrentado por
véarios grupos de pesquisa em industrias, principalmente nos paises desenvolvidos como
Japao, EUA, Canadd e Franga. Embora essa area de pesquisa tenha avancado muito nos
ultimos tempos, € fato reconhecido que apenas poucos microrganismos foram completamente
estudados dentre a vasta gama de microrganismos produtores de biopolimeros. A escolha pela
utilizagdo de bactérias na producdo de biopolimeros se da pela propria diversidade bioldgica
destes organismos, pelo seu rdpido crescimento e reproducdo, e pela sua flexibilidade

nutricional.

No Brasil, estdo sendo pesquisadas novas cepas bacterianas capazes de produzirem
biopolimeros extracelulares com potencial de aplicacdo industrial. No entanto, muito pouco
foi elucidado quanto aos parametros de fermentagdo para obtencdo destes biopolimeros. A
pesquisa para novos biopolimeros envolve desde estudos relacionados a atuacdo em sistemas
complexos de alimentos que necessitam de amplas faixas de pH, temperatura, concentragio,
comportamento reologico, determinagdo da estrutura quimica e otimiza¢do dos processos

fermentativos.

Um aspecto de extrema importancia em relagdo aos biopolimeros ¢ a necessidade de
um rigido controle das condi¢des de fermentacdo, uma vez que diferentes parametros de
producdo levam a obtencdo de produtos com caracteristicas heterogéneas. Assim, ¢

fundamental que qualquer estudo para producdo de biopolimeros seja acompanhado pela



caracterizacdo do material produzido, principalmente a sua composi¢do quimica em relagdo

aos grupamentos acetila e piruvato que conferem viscosidade a solug¢do do polissacarideo.

A proposta deste trabalho € possibilitar a descoberta de novos biopolimeros com
potencial de aplicacdo industrial, produzidos por bactérias selvagens previamente isoladas da
reserva ecologica do Noroeste Paulista, localizada na cidade de Sdo José do Rio Preto,

otimizar assim sua produc¢do e caracterizar quimicamente os biopolimeros obtidos.



2. Objetivos

2.1. Producio de biopolimeros

- Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de glicose, sacarose, manitol e

frutose, utilizadas como fontes de carbono.

- Verificar o efeito de diferentes concentragdes de nitrato de potéssio e nitrato de

sodio em substituicdo ao sulfato de amonia, utilizados como fonte de nitrogénio.

- Testar o efeito do pH e da temperatura.

2.2.  Caracterizacio dos biopolimeros

- Determinar a composi¢do quimica do polissacarideo em fungdo dos

grupamentos acetila e piruvato, usando técnicas volumétricas e cromatograficas.



3. Revisdo Bibliografica

3.1. Biopolimeros bacterianos

Os exopolissacarideos produzidos por uma grande variedade de microrganismos sao
gomas hidrossoluveis que possuem propriedades fisicas, estruturais e quimicas diferentes.
Devido a essa ampla diversidade em estrutura e propriedades fisicas, os polissacarideos
microbianos possuem muitas aplicagdes em industrias de alimentos, farmacéutica, petrolifera,
cosmética, téxtil, de tintas, produtos agricolas entre outras. Algumas dessas aplicagdes,
dependendo de sua estrutura quimica, incluem seu uso como emulsificantes, estabilizantes,
ligantes, agentes gelificantes, coagulantes, lubrificantes, formadores de filme, espessantes e
agentes suspensores. Esses biopolimeros emergiram rapidamente como uma nova e
importante fonte industrial de material polimérico e comegaram gradualmente a competir, sob
o ponto de vista econOmico, com gomas naturais de algas marinhas e plantas (LOPES;

ANDRADE; MANO, 1991; LOPES; ANDRADE, 1995).

Os microrganismos apresentam uma alternativa mais atrativa na producdo de
biopolimeros pelo fato de que eles podem crescer sob condi¢des controladas e produzir assim
uma série de exopolissacarideos com propriedades unicas (TRIVENI; SHAMALA;
RASTOGI, 2001). Na industria de alimentos a preferéncia por biopolimeros microbianos
deve-se principalmente as suas propriedades e caracteristicas funcionais, que estdo
relacionadas a capacidade de espessar, de manter particulas em suspensdo e reter agua,
somadas as vantagens de uma produg¢do independente das condigdes climdticas e sob

condig¢des controladas. A razao disso € a especificidade da biossintese dos microrganismos, 0s



quais permitem adicionalmente modificagdes genéticas, visando obter polissacarideos com

propriedades caracteristicas especificas (SUTHERLAND, 1997).

A capacidade de produzir polissacarideos ¢ amplamente encontrada entre diferentes
espécies microbianas, especialmente em procariontes. Um grande numero de polissacarideos
bacterianos ¢ potencialmente util, mas relativamente poucos tém sido desenvolvidos
comercialmente devido a possibilidade de bactéria ser patogénica, a producdo pode ter custo
elevado, a qualidade do produto pode ser dificilmente mantida e garantida ou o produto pode
ndo alcancar aceitabilidade. Apesar desses problemas, varios polissacarideos de bactérias
Gram-negativas sdo economicamente viaveis e bastante utilizados, como a xantana e a gelana

(SUTHERLAND, 2001).

As bactérias produzem uma ampla variedade de polissacarideos, geralmente em
pequenas quantidades e necessarios para seu crescimento, desenvolvimento e defesa. A
utilizacdo de bactérias como fontes produtoras de exopolissacarideos tém sido estimulada pelo
fato destes organismos apresentarem uma grande diversidade biologica, um réapido
crescimento e flexibilidade nutricional. Dentre as fun¢des que os polissacarideos exercem na
célula bacteriana temos a estocagem interna de carbono e energia para célula, a participacio
na estrutura da parede celular e quando extracelularmente localizados atuam na defesa contra
agressdes ambientais, como dessecacdo e contra o ataque de outros microorganismos

(MARGARITIS; PACE, 1985; LOPES; ANDRADE, 1995).

Dos polimeros de origem bacteriana, a goma xantana tem sido a mais estudada, uma
vez que seu uso em alimentos foi permitido pela “ Food and Drug Administration” (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

amonia como fonte de nitrogénio e fatores de crescimento sob condi¢des aerdbias a 28°C e

10



agitacdo constante. Apds a fermentagc@o, a goma € recuperada por precipitagdo com etanol,

seca e moida (COTTRELL; KANG; KOVACS, 1980).

A xantana ¢ amplamente utilizada na industria de alimentos devido as propriedades de
suspensdo, estabilizagdo, floculagdo e caracteristicas pseudoplésticas de suas solugdes
aquosas. Pode também ser empregada na industria farmacéutica, em pesticidas agricolas, na
fabricacdo de tintas e industria téxtil devido sua alta viscosidade em pequenas concentragdes,
compatibilidade com sais minerais e boa estabilidade em uma ampla faixa de pH, temperatura

e forca i6nica (PASQUEL, 1999).

Outro polissacarideo importante ¢ a goma gelana, um biopolimero que passou a ser
comercializado recentemente pela Kelco Co. (EUA) e vem sendo apontado como um dos
mais eficientes e multifuncionais hidrocoldides 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 (PSZCZOLA, 1993).

A estrutura de muitos polissacarideos de bactérias Gram-negativas ¢ relativamente
simples. Sdo formados de homopolissacarideos (normalmente polimeros compostos de D-
glicose) ou heteropolissacarideos, este ultimo ¢ normalmente composto de unidades repetidas
e alinhadas desde dissacarideos até octassacarideos, compostos de dois a quatro tipos de
monossacarideos diferentes e muitos contém grupos acetila e piruvato (SUTHERLAND,

2001).

As propriedades fisicas de um exopolissacarideo microbiano dependem de suas
estruturas primaria, secunddria e tercidria. Extensos estudos com polissacarideos, por

exemplo, a goma xantana produzida por bactérias selvagens e mutantes, tem fornecido

11



alguma indicacdo da relagdo entre a estrutura do carboidrato, o grau de acilagdo e suas

propriedades fisicas (SHATWELL et al, 1990).

3.2. Sintese do biopolimero

Na literatura hd poucas informag¢des sobre o processo da biossintese dos diferentes
tipos de biopolimeros. Um bom entendimento do processo bioquimico € importante, pois
estas informagdes podem ser usadas para controle e otimiza¢do da produgdo e também para
ter conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos. Com o conhecimento do
processo biossintético pode-se otimizar os processos tecnoldgicos objetivando a diminuig¢ao

dos custos (DE VUYST; DEGEEST, 1999; LOOIJESTEIJIN, et al. 2001).

Os biopolimeros sintetizados por bactérias dividem-se em trés grupos: intracelulares,
integrantes da parede celular e extracelulares, segundo sua localizagdo morfoldgica. A
pesquisa visando aplicacdo industrial, de modo geral, estd concentrada nos polissacarideos
extracelulares, pois apresentam um processo de extracdo e purificagdo mais simples, além de
possibilitarem uma produtividade mais elevada. As bactérias Gram-negativas também tém
sido apontadas como as de melhor aptiddo para o processo, obviamente que para biopolimeros
de uso alimentar, a bactéria ndo deve ser patogénica (SANDFORD, 1979; SILVA, et al.

2001).

A produgdo de polissacarideos pode ser realizada com muitas espécies de bactérias
Gram-negativas ¢ Gram-positivas, algumas algas e muitos fungos. Para isto, podem ser
usados os mais diversos substratos: glicose, frutose, sacarose, lactose, amido hidrolisado,
metanol, diferentes hidrocarbonetos ¢ o custo de producdo ¢ dependente do substrato

empregado (MARGARITIS; PACE, 1985).



Os exopolissacarideos possuem a fung¢do de proteger a célula bacteriana contra
dessecagdo e ataque de fagos, bem como de antibidticos, compostos toxicos € protozoarios.
Outra possivel fun¢@o do exopolissacarideo inclui sequestrar cations essenciais e conferir
aderéncia em superficies sdlidas e formar biofilmes (DE VUYST; DEGEEST, 1999;

LOOIJESTEIN, et al. 2001).

Diversas pesquisas tém tentado elucidar a rota biossintética, as condi¢des de
crescimento, ¢ a fisiologia bacteriana que leva a produgdo de polissacarideos. Geralmente, a
producdo de exopolissacarideo em um microrganismo € induzida pela limitacio de um
nutriente essencial, que ndo seja o carbono ou outra fonte de energia. Freqiientemente a
relagdo C:N alta tem sido considerada como a condi¢do ambiental mais significativa para a

producdo de polissacarideo (NAMPOOTHIRI et al., 2003).

Alguns exopolissacarideos sdo sintetizados durante todo o crescimento bacteriano
enquanto que outros sdo produzidos somente durante a fase logaritmica ou na fase
estaciondria. A sintese de todos esses exopolissacarideos € um processo intracelular utilizando
acucares nucleotidios difosfato (DE SOUZA; SUTHERLAND, 1994). Sdo conhecidos dois
mecanismos diferentes para a sintese de exopolissacarideos por bactérias. A formagdo de
dextrana por Leuconostoc mesenteroides envolve enzimas extracelulares lipoprotéica, que sdo
secretadas na superficie da célula de bactérias Gram-positivas, tal como Leuconostoc
mesenteroides. Nas bactérias Gram-negativas os exopolissacarideos (heteropolissacarideos e
homopolissacarideos) sdo sintetizados intracelularmente. Os agucares nucleotideos (agucar
nucleotidio difosfato) fornecem as formas ativadas de monossacarideos e também fornecem a
célula bacteriana um meio de interconversdo dos varios monossacarideos através de reagdes

de epimerizacao, desidrogenacao e descarboxilagdo (HARDING et al, 1993).

Depois da polimerizagdo das unidades repetidas o polissacarideo ¢ excretado através

do complexo parede/membrana para a superficie celular no ambiente extracelular. Este
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estagio final da secrecdo do exopolissacarideo na membrana citoplasmatica envolve a
passagem pelo periplasma, pela membrana e finalmente sua excre¢do para o ambiente

extracelular (SUTHERLAND, 2001).

No exterior da célula microbiana os exopolissacarideos podem permanecer soltos
(como muco viscoso) ou podem estar ligados covalentemente (a um fosfodiéster ou a um
lipidio) na superficie da célula. Neste ultimo caso, o material pode formar uma céapsula, que
pode ser reconhecida microscopicamente e que pode estar aderida firmemente a superficie

(SILVA, et al. 2001; WHITFIELD; ROBERTS, 1999).

Um problema que pode ocorrer na sintese de exopolissacarideos ¢ a presenca de
polissacarases especificas ou polissacarideo-liases que degradam o exopolissacarideo
produzido pela bactéria. Ha produtos intracelulares localizados no periplasma, nos quais os
genes estruturais estdo estreitamente associados com aqueles para a biossintese de
polissacarideos. Caso ocorra lise da célula durante o cultivo, as enzimas podem ser liberadas
para o meio extracelular podendo ocorrer a degradagdo dos produtos poliméricos e a reducao
drastica da massa. Tais problemas sdo especialmente pertinentes durante a producdo de
alginato bacteriano e também na produgdo comercial de 4cido hialurénico A producdo de
gelana por Sphingomonas paucimobilis também envolve uma gelana-liase enquanto
Xanthomonas campestris produz uma celulase (CONTI et al, 1994; SUTHERLAND:;

KENNEDY, 1996).
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3.3. Parametros envolvidos no processo de producio do biopolimero

No processo de producdo de polissacarideo tém sido pesquisadas as limitacdes das
fontes de nitrogénio, fosfato ou enxofre na presenca de excesso de carboidrato e foi observado
que podem conduzir a um aumento na sintese de polissacarideo, embora a quantidade seja
também afetada pelo teor de oxigénio, pH e temperatura. Cada cepa difere em sua resposta ao
efeito destas mudangas ambientais e a fonte de carbono utilizada. Além disso, as condi¢des
ideais para crescimento e produgdo de polissacarideo em culturas descontinuas também sao
afetadas pela propor¢do entre volume de ar e volume de meio, presenga ou auséncia de

agita¢do e tamanho do in6culo, bem como dos micronutrientes (FARIA, 2002).

Durante a fermentagdo, a fonte de carbono ¢ convertida pela célula microbiana em
biopolimero sob certos pardmetros fixos (pH, temperatura, tempo de incubagdo, etc).
Geralmente, concentragdes limitantes de alguns nutrientes e excesso de carboidrato favorecem
a produgao de polissacarideos (SUTHERLAND, 1979). Obtém-se um alto rendimento quando
ocorre a conversdao de 70-80% da fonte de carbono utilizada em biopolimero (MARGARITIS;

PACE, 1985).

Na literatura sdo descritos varios meios de producgdo, entretanto a composicio
qualitativa ¢ a mesma e cada suplemento apresenta uma determinada func¢do na producdo de
polissacarideo. Basicamente, os meios para producdo de polissacarideos apresentam uma
fonte de fosforo (fosfato de potdssio) e nitrogénio (sulfato de amodnio) em concentragdes
adequadas para o crescimento do microrganismo; uma fonte de carbono (glicose, sacarose,
manose, frutose e outras) como reserva energética e ainda oligoelementos como Na™', K™,

2+ 2 g2t ‘1A : AL
Ca™", Mg~ Fe” e outros, os quais tém um papel importante como cofatores enzimaticos nas
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vias de producdo do polissacarideo (MARTINS; BRITO; SA-CORREIA, 1990; WONG,

1993; MADI; MCNEIL; HARVEY, 1997).

A fonte de carbono adequada e sua concentragdo sdo selecionadas por comparacao,
analisando o crescimento celular e a produgo do polissacarideo. A fonte de carbono utilizada
tem uma importante fungdo tanto no crescimento celular quanto na produgdo de
polissacarideo. Uma fonte de carbono especifica pode oferecer excelentes resultados para o
crescimento celular e ndo necessariamente dara uma boa producdo de polissacarideos

(GANDHI; RAY; PATEL, 1997; DUDMAN, 1964; OKABE et al., 1981).

O tipo da fonte de carbono utilizada influencia a producdo e a qualidade do
biopolimero produzido. Em geral s3o usados como fonte de carbono na produgdo de
polissacarideos, glicose, manitol, frutose, sorbitol, glicerol e sacarose. (BOZA et al., 2004;

OKABE et al., 1981; DUDMAN, 1964 ).

Na produgdo de biopolimero por Beijerinckia verificou-se que a producdo em sacarose
2% foi maior que em glicose e além disso a 25 °C a viscosidade da solugdo aquosa do

biopolimero produzido pela fermentagdo da sacarose foi maior que a produzida pela

fermentagdo da glicose (BOZA et al., 2004).

Para a investiga¢do da influencia de diferentes fontes de carbono e de fosforo no
crescimento celular e na producdo de 4cido alginico por uma cepa de Azotobacter vinelandii
foram utilizadas como fonte de carbono glicose, manitol, maltose, frutose, sorbitol, sacarose,
rafinose e glicerol. Frutose e sorbitol foram excelentes para o crescimento do microrganismo,
mais muito pobres para produ¢do de alginato, enquanto que o contrario disto foi observado
para a glicose, manitol e maltose, ja o uso de sacarose resultou em bom crescimento celular e
producdo de alginato. Assim a sacarose demonstrou ser a melhor fonte de carbono dentre

todas as testadas nesse estudo (OKABE et al., 1996).
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Num estudo de pardmetros para otimizagdo da produgdo de alginato pela bactéria
Azotobacter vinelandii MTCC 2460 isolada da rizosfera, a sacarose foi considerada melhor
fonte de carbono do que a glicose para sintese de alginato, os resultados mostraram uma
producdo final de alginato de 30% da quantidade de sacarose fornecida como fonte de
carbono, sendo 25 °C a melhor temperatura para o crescimento ¢ 30 °C a melhor temperatura
para a sintese de alginato. A producdo foi maior em pH 5 e 6, diminuindo nos valores maiores
de pH. Tanto o crescimento quanto a produ¢do do biopolimero foi aumentada com o
fornecimento de nitrogénio na forma de NaNO;. A recuperagdo do biopolimero foi ainda
maior quando o nitrogénio foi fornecido na forma de KNOs. Dentre os sais, foi observado que
o CaCO;s; ¢ essencial tanto para o crescimento quanto para a produgdo de alginato, enquanto

que o MgSO, ¢ essencial para a sintese do biopolimero sem efeito perceptivel sobre o

crescimento da bactéria (VERMANI; KELKAR; KAMAT, 1995).

Em geral o tipo e a concentragdo da fonte de nitrogénio tém uma influéncia média no
fluxo de carbono, na formacdo de produtos e na formacdo de biomassa. Isto ja foi relatado no
caso da producdo de xantana, alginato e gelana, onde uma alta propor¢do de C:N favorece o

acumulo de exopolissacarideo (NAMPOOTHIRI et al., 2003).

Estudos da composicdo média do meio de cultivo para produg¢do de xantana
constataram que uma baixa relacdo C:N melhora o crescimento bacteriano enquanto que uma

alta relagdo C:N melhora a produgdo de xantana ( BOZA et al., 2004).

A propor¢do C:N desempenha um papel importante no crescimento ¢ produgdo de
polissacarideo. Nessa discussdo foram testadas propor¢des de C:N variando as concentragdes
de carbono e nitrogénio e foi observado que concentragdes altas de nitrogénio inibem a
producdo de polissacarideo e melhoram o crescimento. Concluindo-se entdo que a melhor
producd@o do polissacarideo ocorre sobre limitacdo de nitrogénio (GANDHI; RAY; PATEL,

1997, VERMANI; KELKAR; KAMAT, 1995; SOUW; DEMAIN, 1979).
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A temperatura é um fator critico na sintese de polissacarideos. O maior crescimento ¢
a maior producdo de polissacarideo ocorrem na faixa de 25-35°C, onde cada espécie
bacteriana apresenta a sua temperatura 6tima (GANDHI; RAY; PATEL, 1997; KAWAI et al.,

1992; VERMANI; KELKAR; KAMAT, 1995).

A temperatura e o pH sdo os fatores que mais afetam o crescimento bacteriano e a
formagdo de produtos. Ambos fatores influenciam uma variedade de processos metabolicos, a
temperatura afeta vigorosamente a composi¢do macromolecular da célula, especialmente o
RNA enquanto o pH mostra uma faixa 6tima limitada para o crescimento microbiano. O pH ¢
particularmente importante na manuten¢do de um meio 6timo para o crescimento ¢ formagao
de produtos. Na otimiza¢do de pardmetros num processo fermentativo ¢ importante
determinar-se a melhor temperatura e o pH 6timo para o crescimento microbiano e para a
producdo de polissacarideo. Esses fatores nem sempre estdo diretamente relacionados, ou
seja, um crescimento 6timo em um pH 6timo, nem sempre leva a maior produgdo de

polissacarideos. Tem sido observado que o pH por volta de 7,0 influencia mais a produgao de

polissacarideos do que o crescimento celular (ESGALHADO; ROSEIRO; COLLACO, 1994).

O oxigénio € necessario para a sintese dos mondmeros do polimero ou para a oxidagdo
e reducdo dos nucleotideos. Entretanto, ha pouca informagao na avaliagdo do efeito da tensdo
de oxigénio dissolvido e do oxigénio utilizado para o crescimento e produgdo de

polissacarideo durante a fermentacdo (MARGARITIS; PACE, 1985).

3.4. Bactérias produtoras de biopolimeros

Os microrganismos produzem vdarios insumos alimentares. Estes podem ser cultivados em

varios tipos de meio de cultura de baixo custo para a obteng@o do metabdlito desejado. Muitos
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microrganismos ja foram isolados da natureza e utilizados industrialmente entretanto, a
maioria deles sdo potencialmente importantes € podem nao ter sido ainda explorados. Estima-
se que apenas 5% dos fungos e 2% das bactérias tenham sido devidamente identificados.
Mesmo que muitas linhagens tenham sido melhoradas geneticamente em laboratorio, ha
sempre a possibilidade de que a natureza abrigue uma linhagem com maior potencial, seja na

forma selvagem, seja por melhoramento genético (SHEPHERD et al.,1995).

Um grande numero de bactérias conhecidas produz quantidades abundantes de
exopolissacarideos, particularmente as patogénicas de plantas como Xanthomonas, Erwinia e
bactérias fixadoras de nitrogénio Rhizobium, Beijerinkia e Azotobacter. (VERMANI,
KELKAR; KAMAT, 1995). Destas, os exopolissacaridos de Xanthomonas campestris
(xantana), Sphingomonas paucimobilis € Pseudomonas elodea (gelana), Acetobacter xylinum
(celulose) e Rhizobium sp. (succinoglucana) estdo sendo comercializados (SUTHERLAND,

2001).

A pesquisa de biopolimeros via fermentacdo microbiana tem uma longa histdria. Entre
os biopolimeros mais estudados estdo os alginatos bacterianos produzidos por Pseudomonas
sp., dextrana de Leuconostoc mesenteroides, xantana por Xanthomonas campestris, pequenas
quantidades de cellulose de Acetobacter xylinium, 4dcido hialurénico de Streptococcus equii,
succinoglucana de Rhizobium e gelana de Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas

elodea (NAMPOOTHIRI et al., 2003).

Muitas bactérias Gram-negativas podem produzir mais de um exopolissacarideo:
Xanthomonas campestris produz somente um Unico exopolissacarideo, a xantana. Rhizobium
e outras espécies de bactérias podem sintetizar dois ou mesmo trés polimeros extracelulares,
juntamente com oligossacarideos intracelulares, contudo a sintese dessas moléculas pode ndo

ser expressa simultaneamente (TANG et al.,1991).
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Algumas bactérias acido laticas como Lactococcus lactis produzem polissacarideos
extracelulares que s3o economicamente interessantes porque podem conferir efeitos
funcionais nos alimentos e beneficios a saude. A maioria dos estudos de producdo de
exopolissacarideos por bactérias acido laticas focaliza a influéncia das condi¢des de
desenvolvimento fisioldgico na biossintese de exopolissacarideos, na genética da biossintese e
na elucidacdo da composicdo da estrutura primaria destes exopolissacarideos

(LOOIJESTEIDIN et al., 2001; WELMAN; MADDOX, 2003).

O potencial dos alginatos produzidos por bactérias, como polimeros industriais, ¢
ainda um assunto controverso. Entretanto, a possibilidade de usar matérias-primas livres de
variagdes sazonais e geograficas, e¢ cepas selecionadas, sob condigdes operacionais
cuidadosamente controladas, de maneira a atender aplica¢des especificas em biotecnologia e
biomedicina, pode ser suficiente para compensar a producdo relativamnete baixa, e grau de

acetilacdo relativamente alto, dos polimeros bacterianos (CLEMENTI et al., 1999).

3.5. Composicao dos biopolimeros bacterianos e suas aplicacdes

A composicao dos biopolimeros é limitada a um nimero pequeno de monossacarideos
e outros componentes que ndo sdo carboidratos, principalmente, os grupamentos acetila e
piruvato que sdo responsaveis pela viscosidade das solugdes aquosas destes polimeros. Porém,
as solugdes aquosas destes polimeros apresentam diversidade nas propriedades fisicas. Alguns
destes polimeros produzem solucdes altamente viscosas, e outros podem formar géis

semelhantes ao agar, pela adicao de sais (SOUW; DEMAIN, 1979; CRESCENZI, 1995).

A goma xantana, produzida por Xanthomonas campestris, por exemplo ¢ composta de

glicose, manose, acido glucurdnico, acido piravico e grupos acetila. A goma gelana obtida de

20



Pseudomonas elodea possui em sua composicdo glicose, ramnose, acido urdnico e grupos

acetila (SANDFORD, 1979; KANG; VEEDER; COTTRELL, 1983).

Os grupos acetila e outros substituintes ndo-acticares podem alterar grandemente as
propriedades fisicas, assim como conferir carga ao exopolissacarideo. Na auséncia de tais
cargas as macromoléculas podem ser insoluveis, contudo, dependem das ligagdes estruturais.
O piruvato e o acetato influenciam a transi¢do e estabilizacdo ou desestabilizacdo da
conformac¢do ordenada, respectivamente. Grupos acetila geralmente impedem a associacdo
sinergistica e sua remoc¢do produz polimeros geleificantes em concentracdes baixas

(SUTHERLAND, 1997).

Os polissacarideos microbianos produzidos comercialmente tém sido aceitos por
varios motivos: alguns s@o biologicamente similares aos polimeros de eucariotos, como por
exemplo o 4cido hialurdnico, outros sdo excelentes agentes geleificantes ou suspensores com
alta estabilidade em um amplo intervalo de pH e temperatura. Por exemplo, a goma xantana ¢
um excelente agente suspensor, enquanto que a goma gelana produz géis muitos resistentes e
puros, os quais tém encontrado uma série de aplicacdes em biotecnologia. Outros
polissacarideos, incluindo o homopolimero - D-glucana, possuem atividade bioldgica como
estimulante imunoldgico ou agente supressor de tumores. Entretanto, somente a goma xantana
e a gelana tém aprovagdo para uso em alimentos na Europa ¢ América. Outros polissacarideos
produzidos por bactérias Gram-negativas ndo t€ém aprovacdo como aditivo alimentar, embora
alguns como Acetobacter xylinum estejam envolvidos em fermentagdes tradicionais

(SHEPHERD et al., 1995; SUTHERLAND, 2001).

A viscosidade ¢ um parametro determinante na selecdo de cepas produtoras de
biopolimeros, embora seja fundamental correlaciona-la com a producdo devido ao aspecto

econdmico. Na industria o maior interesse € por gomas que adicionadas em concentragdes
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minimas (0,01 a 3% ) sejam capazes de espessar alimentos, farmacos e outros ( ANTUNES et

al., 2000).

Dos vérios polissacarideos comercializados somente um numero limitado esta liberado
em produtos industriais. A xantana é produzida em larga escala e é utilizada em varios
produtos alimenticios. A celulose bacteriana é um produto com um grande numero de
aplicacdes especializadas. A curdlana ¢ usada no Japdao como um aditivo alimentar, porém
ndo ¢ permitida na América do Norte e Europa. A gelana ¢ usada em alimentos, além de

outras aplicagdes como agente geleificante (SUTHERLAND, 2001).

A dextrana ¢ um homopolissacarideo extracelular ramificado, sintetizado por
Leuconostoc mesenteroides e constiuida por unidades de D-glicose unidas por ligacdes a(1-6).
A dextrana foi o primeiro polissacarideo microbiano produzido em escala industrial (LOPES;

ANDRADE, 1995).

Exopolissacarideos de bactérias acido laticas tém apresentado aplicacdes no
aprimoramento da reologia, textura e corpo de produtos laticos fermentados, tal como iogurte.
Estes exopolissacarideos sdo polissacarideos de cadeia longa e ramificada, repetindo unidades
de acucares principalmente glicose, galactose e ramnose em diferentes propor¢des ou

derivados de agucares (McKELLAR; GEEST; CUI, 2003; WELMAN; MADDOX, 2003).

A curdlana sintetizada por Agrobacterium radiobacter, ¢ formada exclusivamnete por
unidades de B- D-glicose, com liga¢des glicosidicas B(1-3). Vérios estudos indicam que a
curdlana ndo possui valor calorico, aplicando—se assim a alimentos de baixa caloria.
Succinoglicana sintetizada por Agrobacterium radiobacter sio compostas de 80% glicose,
10% galactose, 5% 4cido pirtivico e algumas unidades de acidos succinico e acético (LOPES;

ANDRADE, 1995; McKELLAR; GEEST; CUI, 2003).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Producao do biopolimero

4.1.1. Microrganismos

Para a producdo dos polissacarideos microbianos foram utilizadas trés
bactérias pertencentes ao género Bacillus que apresentam colonias gomosas. Estas bactérias
foram isoladas e selecionadas por QUEIROZ (2001) de amostras da rizosfera de plantas
encontradas na Reserva Ecoldgica do Noroeste Paulista, foram caracterizadas parcialmente e

denominadas como 13F, 16F e 24F.

4.1.2. Meio base

O meio base empregado para a produ¢do dos biopolimeros consisti de uma fonte de
carbono, uma fonte de nitrogénio e sais minerais, como proposto por SOUW E DEMAIN

(1979). O meio consta de (g/L):

KH,PO, 5,0
MgSO4.7H20 0,2
(NH4),SO;4 2,0
Acido Citrico 2,0
H;BO; 0,006
ZnO 0,006
FeCl;.6H,0 0,0024
CaCOs 0,2

O pH foi ajustado a 7,0 com NaOH e/ou HCI (antes da esterilizacdo).



4.1.3. Meios de producio

Os meios de producdo foram obtidos pela adi¢do de 30 mL de meio base, previamente
esterilizados a 20 mL de solugdes esterilizadas das fontes de carbono, de modo a fornecerem a
concentragdo desejada da fonte de carbono. As fontes de carbono testadas foram glicose,

manitol, frutose e sacarose, nas concentracdes de 1, 2, 3, 4 e 5% peso/volume.

4.1.4. Preparo do inéculo

A bactéria foi inoculada por esgotamento em tubos inclinados de PCA (Plate Count
Agar), os quais foram incubados por 24 h a 30°C. Apds a incubagéo foi feita a suspensdo da
cultura pela adi¢do de 2,0 mL de dgua destilada estéril. Desta suspensdo de células 5,0 mL foi
transferido para frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 mL de meio de producdo. A

seguir, foram incubados a 30°C e 200 rpm durante 96 h.

4.1.5. Determinacio das caracteristicas do caldo de fermentacao

O pH foi determinado diretamente no caldo de fermentacdo utilizando um

potencidmetro.
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4.1.6. Separacio do polissacarideo e das células do meio de cultivo

O polissacarideo produzido, solubilizado no caldo de fermentagdo foi centrifugado a
6000 rpm por 15 min. A seguir, a solucdo foi concentrada por evaporacdo a vacuo € os
polissacarideos foram precipitados da solugdo com trés volumes de etanol anidro. O
polissacarideo obtido foi colocado para secar em estufa a vicuo a 45°C até atingir peso
constante. A biomassa bacteriana depositada durante a centrifugag@o foi removida e seca em
estufa a vacuo a 45°C em placas de Petri, pré-pesadas, até peso constante para a determinagio

do crescimento celular.

4.2. Otimizacao dos parametros de producio do polissacarideo

Para a otimizacdo dos parametros de fermentagdo foram testados o efeito das fontes de
nitrogénio KNOs; e NaNO; nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 30, 40 ¢ 50 mM, em
substitui¢do ao (NH4)>SO4. Os valores de pH inicial dos cultivos avaliados foram 5,5, 6,0, 7,0

e 8,0 nquanto que as temperaturas foram 25, 30 e 35°C.
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4.3. Determinacio quimica dos produtos residuais no caldo de fermentacio

4.3.1. Determinacio de acgucares residuais no caldo de fermentacio

Para a determinacdo do acgucar residual, utilizado como fonte de carbono, no
sobrenadante do caldo de fermentacgdo (logo apds separagdo de células) foi utilizado o método
do 4cido dinitrosalicilico (DNS) proposto por MILLER (1959). Para esta determinagdo foi
feita uma curva padrao utilizando glicose. As leituras foram feitas num espectrofotometro a

540 nm.

4.3.2. Determinacdo do manitol residual por cromatografia gasosa com detector de

ionizacao de chama (FID)

4.3.2.1. Padrio de manitol

Pesou-se 10 mg de manitol em um vial de 10 mL com tampa rosqueada e adicionou—
se 1 mL de anidrido acético como agente derivatizante ¢ 1 mL de piridina como solvente e
catalizador para conversdo do padrdo de manitol em acetato alditol, método proposto por LIU
E CHEN (2001). O vial foi entdo tampado e a amostra solubilizada. O vial com a amostra
solubilizada foi transferido a um bloco de aquecimento onde foi submetido a uma temperatura
de 80 °C por um periodo de 40 minutos. Foram preparados padrdes de 5, 10 e 20 mg de

manitol para constru¢do de uma curva padrao.



4.3.2.2. Preparo da amostra

Para a determina¢do do manitol residual, utilizado como fonte de carbono, no
sobrenadante do caldo de fermentacdo foi pesado 10 mg de amostra do polissacarideo seco,
triturado e homogeneizado e transferido a um vial de 10 mL com tampa rosqueada.
Adicionou—se 1 mL de anidrido acético como agente derivatizante e 1 mL de piridina como
solvente e catalizador para conversdo do manitol residual em acetato alditol, método proposto
por LIU E CHEN (2001). O vial foi entdo tampado, a amostra solubilizada e transferido a um
bloco de aquecimento onde foram submetidos a uma temperatura de 80 °C por um periodo de

40 minutos.

4.3.2.3. Analise por cromatografia gasosa

O manitol residual foi determinado por Cromatografia gasosa em cromatografo gasoso
HP 5890 com detector de ionizagcdo de chama (FID), coluna HP ultra-2 de 25 metros. A
programacao térmica do forno foi: temperatura inicial de 250°C por 2 minutos com uma taxa
de aquecimento de 25°C por minuto até 300°C por 3 minutos. As temperaturas do injetor e do
detector utilizadas foram de 310°C e 350°C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o
N; ( 1 mL/minuto), a pressdo na cabeca da coluna foi de 100 KPa e o tempo da corrida foi de

7 minutos. O volume de injecdo foi igual a 1 puL e a razdo do Split igual a 1:20.
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4.3.3. Determinacio quantitativa de proteinas residuais

Para verificagdo da presenca ou ndo de proteinas no polissacarideo bruto foi utilizado
o Método de BRADFORD (1976). Para esta determinagdo foi feita uma curva padrio
utilizando soro albumina bovina. As leituras foram realizadas num espectrofotometro em

comprimento de onda de 595 nm.

4.3.4. Cinzas

Pesou-se 1 grama, com precisdo de 0,1 mg, da amostra triturada e homogeneizada, em
cadinho de porcelana tarado e previamente preparado em mufla a 550°C por 30 minutos.
Levou-se a mufla na temperatura de 550°C por 4 horas. Apos o periodo o cadinho foi para um
dessecador por 40 minutos e procedeu-se entdo a pesagem. O calculo do teor de cinzas na

amostra foi determinado pela diferenca das massas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).
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4.4. Analises quantitativas dos polissacarideos

4.4.1. Determinacio do teor de piruvato por cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.4.1.1. Padrao de piruvato

Em um vial Eppendorf® adicionou—se 0,2 mL de uma solugdo de 2,4-dinitrofenil-
hidrazina 0,4% em acetonitrila, 0,8 mL de cada padrdo conhecido e 10 uL. de HCI 1M. O vial
foi entdo tampado e a amostra solubilizada. Apds 45 minutos o vial Eppendorf® com a
solucdo padrdo foi transferido a uma centrifuga modelo mini spin Eppendorf® e centrifugado
a 13400 rpm por 90 segundos. A conversio do oxo-acido (&cido pirtvico) em sua 2,4
dinitrofenilhodrazona (DNPH) ¢ garantida usando um excesso de 2,4-dinitrofenil-hidrazina,

método proposto por Nascimento et al. (1997) com algumas adequagdes.

O padrao de acido piruvico foi obtido pesando-se 5,0 mg de 4cido piruvico na forma
sodica p.a. (Sigma-Aldrich) e dissolvendo-o em 100 mL de 4gua destilada. Deste padrado
foram preparados outros 3 padrdes diluindo-o 5, 10 e 20 vezes para constru¢do de uma curva

padrio.

4.4.1.2. Derivatizacao da amostra

Para a determinag@o do teor de piruvato no polissacarideo bruto foram pesados 5,0 mg
de amostra do polissacarideo seco, triturado e homogeneizado e dissolvido em 100 mL de

agua destilada. Em um vial Ependorf® adicionou-se 0,2 mL de uma solug¢do de 2,4-



dinitrofenil-hidrazina 0,4% em acetonitrila, 0,8 mL da amostra do polissacarideo ¢ 10 uL de
HCI IM. O vial foi entdo tampado e a amostra solubilizada. Apos 45 minutos o vial
Eppendorf® com a amostra foi transferido a uma centrifuga modelo mini spin Eppendorf® e
centrifugado a 13400 rpm por 90 segundos. O piruvato convertido na sua 24
dinitrofenilhodrazona (2,4-DNPH) presente na amostra foi entdo determinado segundo

método proposto por NASCIMENTO et al. (1997) com algumas adequacdes.

4.4.1.3. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O teor de piruvato nos polissacarideos brutos foi determinado por Cromatografia
liquida de alta eficiéncia em cromatografo liquido com bomba Jasco PV-980, detector U.V.
Jasco 975 (A=365 nm), coluna C-18 Varian-Bondesil (5 um x 4,16 mm x 25 mm) com fluxo
de 0,8 mL/min e a fase movel utilizada foi de 40% acetonitrila em dgua a um pH ajustado

igual a 3,5 O volume de inje¢ao foi igual a 10 pL.

4.4.2. Determinacio do teor de acetila

A determinagdo da acetila foi realizada apods hidrélise do polissacarideo com NaOH
0,5M e posterior neutralizagdo com HCI 0,5M. Pesou-se 0,4 g do polissacarideo e adicionou-
se 2 mL de etanol absoluto e 10 mL de 4dgua destilada. Apds agitar-se em agitador magnético
por 2 horas, até total solubiliza¢do da amostra, titulou-se inicialmente com solu¢do de NaOH
0,1M para verificagdo da acidez livre (V1). Em seguida, foi adicionado 20 mL de solugdo de

NaOH 0,5M e deixou-se a amostra em repouso por 15 min. Depois de adicionar 20 mL de
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solucdo de HCI 0,5M e 5 gotas de indicador fenolftaleina, titulou-se o excesso de acido com
uma solugdo de NaOH 0,1M. O mesmo procedimento foi desenvolvido com uma amostra

negativa (branco) (MAYNARD, 1970).

5. Resultados e Discussao

5.1. Sele¢ao das bactérias produtoras

As bactérias utilizadas neste estudo foram isoladas e selecionadas por QUEIROZ
(2001). A selecdo foi baseada em estudos de determinacdo da viscosidade do caldo de
fermentagdo, producdo de polissacarideo e determinagio do crescimento celular. Nesse estudo
QUEIROZ (2001), apesar das bactérias 13F, 16F e 24F terem sido selecionadas, ndo foram
completamente estudadas. Entretanto, estas mesmas bactérias foram caracterizadas por meio

de testes bioquimicos como pertencentes ao género Bacillus.

5.2. Producio do biopolimero

A produgdo do polissacarideo foi realizada com as bactérias produtoras selecionadas
13F, 16F e 24F inicialmente no meio proposto por Souw ¢ Demain (1979), adicionado da
fonte de carbono (glicose, sacarose, frutose e manitol) e incubadas a 30°C em um Shaker

rotatorio a 200 rpm durante um periodo de 96 h. O pH foi ajustado para 7,0.
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Foram testadas as concentragdes de 1, 2, 3, 4 ¢ 5% para as fontes de carbono acima
citadas para as trés bactérias, a fim de determinar a fonte de carbono e a concentragdo que

proporcionaria um maior rendimento.

Apoés a selegdo da concentracdo e da fonte de carbono de maior rendimento na
producdo dos biopolimeros, foram também testadas diferentes concentragdes de KNOs e
NaNOs utilizados como fonte de nitrogénio, em substitui¢do ao NH4SO4 proposto no meio de
SOW; DEMAIN (1979), nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 mM, afim de obter-se
a melhor fonte de nitrogénio e a melhor concentracdo desta para um maior rendimento na

producao dos biopolimeros de cada bactéria estudada.

Com o meio de produgdo contendo concentra¢des ideais da fonte de carbono e da
fonte de nitrogénio para cada bactéria foram testados os efeitos da variagcdo do pH inicial e da

temperatura na producdo dos biopolimeros.

Os valores de pH testados foram 5,5; 6,0; 7,0 e 8,0 e foi entdo escolhido o pH que

proporcionou o maior rendimento na producdo do biopolimero para cada bactéria.

Com o meio nas condi¢des otimizadas de fonte de carbono, fonte de nitrogénio e pH
para cada bactéria foi entdo testado o efeito das temperaturas de 25; 30 e 35°C para

determinagdo da melhor temperatura na producao do biopolimero para cada bactéria.

5.2.1. Selecio da fonte de carbono

Na selec¢do da fonte de carbono, foram testadas as concentracdes de 1, 2, 3, 4 ¢ 5% de
glicose, sacarose, frutose e manitol para a determinacdo da melhor fonte de carbono para cada
uma das bactérias selecionadas que proporcionasse a maior producdo do biopolimero. Os

resultados obtidos estdo indicados nas Tabelas 1, 2 e 3.
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A utilizagdo destes aguicares como fontes de carbono nestas concentragdes foram
escolhidas, pelo fato da grande maioria dos pesquisadores terem utilizado-as previamente em
seus estudos de producdo de biopolimeros, apontando-as como as que apresentam os melhores
rendimentos (GANDHI; RAY; PATEL, 1997; DUDMAN, 1964; BOZA et al., 2004; OKABE

et al., 1981).

As tabelas 1, 2 e 3, mostram os resultados obtidos para as bactérias 13F, 16F e 24F.
Nestas, pode-se observar que o crescimento foi diretamente afetado pela fonte de carbono
utilizada, bem como pela sua concentragdo. A maior producdo de biopolimero pela bactéria
13F foi verificada em manitol e, como pode ser observado na Tabela 1, o maior rendimento
obtido foi na concentragdo de 4% acompanhado também por uma diminui¢cdo no pH do meio

de fermentacio.

Na fonte de carbono sacarose a 1% e 2% a bactéria 13F apresentou uma pequena
producdo acompanhado também por uma diminui¢do no pH do meio de fermentagdo; nestas
mesmas concentragdes o teor de cinzas dessas amostras foi baixo. Desta forma, as fontes de
carbono glicose, sacarose e frutose apenas estimularam o crescimento da bactéria 13F ndo

apresentando uma producdo significantiva do biopolimero (Tabela 1).

Para a bactéria 16F a maior produgdo foi verificada em manitol e como pode ser
observada na Tabela 2, a maior producdo aconteceu na concentracdo de 4%, acompanhado
também por um aumento no pH do meio de fermentacdo. As outras fontes de carbono apenas

estimularam o crescimento da bactéria 16F e ndo houve producdo do biopolimero.

A maior produgdo para bactéria 24F foi verificada com manitol e como pode ser
analisada na tabela 3, a maior produg¢do aconteceu na concentragdo 4%, acompanhado
também por um aumento no pH do meio de fermentacdo. As outras fontes de carbono apenas

estimularam o crescimento da bactéria 24F e ndo apresentaram producdo (Tabela 3).
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Em geral pode ser observado nas Tabelas 1, 2 e 3 que a medida em que a concentragdo
da fonte de carbono foi aumentada, aumentou o crescimento celular, mas o mesmo nio
acontece com a producdo do biopolimero por estas bactérias. A melhor produgdo de
biopolimero e o melhor rendimento foram alcangados numa concentracdo Otima para cada

microrganismo.

Sendo que para a fonte de carbono sacarose a produ¢do de biopolimeros foi obtida em
concentragdes baixas de 1 e 2%. Varios estudos tém sido relatados utilizando sacarose a 2%
como uma boa fonte e concentragdo 6tima na produgdo de polissacarideos (GANDHI; RAY;
PATEL, 1997, MARGARITIS & PACE, 1985; OKABE et al., 1981, VERMANI et al.,

1995).
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Tabela 1: Efeito das fontes de carbono sacarose, glicose, frutose e manitol na produgdo de

biopolimero pela bactéria 13F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.

Fonte de Polissacarideo Crescimento Ac¢ucar pH Cinzas Rendimento
Carbono (g/L) Celular Residual final (%) (%)
(g/L) (g/L)
Sacarose
1% 0,236 0,039 7,563 6,44 17,03, 2,36
2% 2,250 0,050 13,878 5,61 16,86 11,25
3% nd 0,048 nd 5,19 nd nd
4% nd 0,062 nd 5,73 nd nd
5% nd 0,088 nd 5,94 nd nd
Glicose
1% nd 0,013 nd 6,08 nd nd
2% nd 0,057 nd 6,02 nd nd
3% nd 0,040 nd 5,97 nd nd
4% nd 0,041 nd 5,92 nd nd
5% nd 0,052 nd 5,67 nd nd
Frutose
1% nd 0,022 nd 5,94 nd nd
2% nd 0,014 nd 5,64 nd nd
3% nd 0,018 nd 5,60 nd nd
4% nd 0,052 nd 5,49 nd nd
5% nd 0,065 nd 5,21 nd nd
Manitol
1% nd 0,019 nd 6,64 55,58 nd
2% nd 0,026 nd 6,51 55,44 nd
3% nd 0,108 nd 6,38 52,54 nd
4% 8,770 0,034 15,695 6,31 8,59 21,94
5% 10,481 0,149 29,400 6,33 7,07 20,96

nd = ndo detectavel



O efeito do manitol e sua concentracdo, utilizado como fonte de carbono na producao
de biopolimero e no crescimento bacteriano foi relatado por DUDMAN (1964) ao testar
diferentes fontes de carbono na producdo de polissacarideo por Rhizobium meliloti, tendo

obtido a melhor producdo de biopolimero e o maior crescimento em manitol a 1%.
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Tabela 2: Efeito das fontes de carbono sacarose, glicose, frutose e manitol na produgdo de

biopolimero pela bactéria 16F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.

Fonte de Polissacarideo Crescimento  Acucar pH Cinzas Rendimento

Carbono (g/L) Celular Residual final (%) (%)
(g/L) (g/L)

Sacarose
1% nd 0,012 nd 6,75 nd nd
2% nd 0,014 nd 7,62 nd nd
3% nd 0,014 nd 7,63 nd nd
4% nd 0,015 nd 7,67 nd nd
5% nd 0,016 nd 6,68 nd nd

Glicose
1% nd 0,013 nd 7,02 nd nd
2% nd 0,012 nd 6,98 nd nd
3% nd 0,016 nd 6,97 nd nd
4% nd 0,018 nd 7,05 nd nd
5% nd 0,019 nd 7,03 nd nd

Frutose
1% nd 0,012 nd 7,11 nd nd
2% nd 0,011 nd 7,12 nd nd
3% nd 0,020 nd 7,09 nd nd
4% nd 0,021 nd 7,09 nd nd
5% nd 0,021 nd 7,10 nd nd

Manitol
1% nd 0,014 nd 7,60 23,00 nd
2% nd 0,030 nd 7,71 22,87 nd
3% nd 0,016 nd 7,46 14,88 nd
4% 3,679 0,018 15,695 7,63 13,73 9,19
5% nd 0,020 nd 7,53 9,69 nd

nd = ndo detectavel



Glicose, manitol, maltose, frutose, sorbitol, sacarose, rafinose e glicerol foram testados
como fonte de carbono na produgao de acido alginico por uma cepa de Azotobacter vinelandii
por OKABE et al. (1981). Onde frutose e sorbitol foram excelentes para o crescimento, porém
muito pobres para produgdo de alginato, enquanto que o contrario foi observado para glicose,
manitol e maltose. A producdo de polissacarideo no referido trabalho foi maior para 1% de
sacarose, glicose, manitol e maltose, sendo escolhida a sacarose como a melhor fonte de
carbono por ter demonstrado ser uma boa producdo tanto para produg¢do de massa celular

como também de alginato.
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Tabela 3: Efeito das fontes de carbono sacarose, glicose, frutose e manitol na produgdo de

biopolimero pela bactéria 24F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.

Fonte de Polissacarideo Crescimento Acucar pH Cinzas Rendimento

Carbono (g/L) Celular Residual (%) (%)
(g/L)
Sacarose
1% nd 0,034 nd 7,03 nd nd
2% nd 0,054 nd 7,01 nd nd
3% nd 0,072 nd 7,07 nd nd
4% nd 0,072 nd 7,06 nd nd
5% nd 0,060 nd 7,07 nd nd
Glicose
1% nd 0,131 nd 6,00 nd nd
2% nd 0,138 nd 6,12 nd nd
3% nd 0,109 nd 6,15 nd nd
4% nd 0,111 nd 6,85 nd nd
5% nd 0,111 nd 6,84 nd nd
Frutose
1% nd 0,025 nd 7,24 nd nd
2% nd 0,031 nd 7,34 nd nd
3% nd 0,036 nd 7,42 nd nd
4% nd 0,042 nd 7,43 nd nd
5% nd 0,044 nd 7,49 nd nd
Manitol
1% nd 0,019 nd 8,30 39,20 nd
2% nd 0,031 nd 8,15 2222 nd
3% 2,503 0,022 20,570 8,17 14,24 8,34
4% 6,567 0,030 29,460 8,12 9,54 16,41
5% nd 0,042 nd 8,18 9,34 nd

nd = ndo detectavel



Estudos sobre a composi¢do do meio de produgdo de xantana realizados por
GARCIA-OCHOA et al. (2000) constataram que uma baixa propor¢do carbono/nitrogénio
aumentou o crescimento bacteriano e uma alta propor¢do carbono/nitrogénio aumentou a
produgdo de xantana.

Dentre os resultados obtidos apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3 nota-se que os valores
pH do caldo de fermentagdo das bactérias 13F, 16F, 24F estao relacionados com a respectiva
fonte de carbono utilizada. O pH final do caldo de fermentagdo da bactéria 13F foi 4cido para
todas as fontes de carbono utilizadas e houve uma diminui¢ao do valor do pH com o aumento
da concentragdo da fonte de carbono. Nos meios com o manitol observou-se que os valores
que mais se aproximaram da neutralidade houve maior rendimento ( 21,94%) (Tabela 1). O
pH do caldo de fermentagdo da bactéria 16F manteve-se proximo da neutralidade
independentemente da fonte de carbono utilizada e em todas concentracdes. Houve uma leve
tendéncia alcalina (Tabela 2), em todos os cultivos; para o manitol observou-se valores
sutilmente maiores e o maior rendimento obtido foi 9,19%. O pH do caldo de fermentagdo da
bactéria 24F manteve-se neutro, com pequena tendéncia a alcalinidade a medida que
aumentou-se a concentragdo das fontes sacarose e frutose. Para a glicose o pH final foi acido e
observou-se maior acidez com o aumento da concentrag@o de glicose. Para o manitol o pH foi
alcalino e o maior rendimento obtido foi de 16,41% (Tabela 3).

Dos resultados obtidos mostrados nas Tabelas 1, 2 e 3, foi escolhido para os
experimentos posteriores a melhor fonte de carbono e sua melhor concentragdo. Para as trés
bactérias o manitol a 4% apresentou-se como a melhor fonte de carbono e melhor
concentracdo e somente a bactéria 13F apresentou uma pequena producdo em sacarose a 2%.
A anadlise de cinzas dos biopolimeros (Tabela 1, 2 e 3) indicou a presen¢a de contaminantes
provavelmente provenientes do excesso de sais do meio de cultivo. Em nossos experimentos

foi o de SOUW; DEMAIN (1979), durante a precipitagdo do polissacarideo do caldo de
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fermentagdo com 4alcool etilico anidro. As amostras de polissacarideos estudadas que
apresentaram baixo teor de cinzas indicaram que estas possuem poucos contaminantes.
Analisando as Tabelas 1, 2 e 3 observa-se a ocorréncia de uma producdo significativa de
polissacarideos utilizando manitol a 4% como fonte de carbono para as trés bactérias. Onde
para a bactéria 13F a produgdo foi de 8,77 g/L, para a bactéria 16F foi de 3,67 g/L e para a

bactéria 24F a producio foi de 6,56 g/L.

5.2.2. Determinacio quantitativa de proteinas residuais

Os valores encontrados para o teor de proteinas segundo o método de BRADFORT
(1976) nas amostras escolhidas com a melhor fonte de carbono para as trés bactérias estdo
apresentados na Tabela 4. Analisando-se esses resultados pode-ser observado que as amostras
estdo isentas de proteinas residuais, que poderiam ser provenientes das células bacterianas
presentes no caldo de fermentacdo ou poderiam ser produtos de lise celular e conseqiiente
liberacdo de enzimas ou ainda proteinas sintetizadas pela propria bactéria com o passar do
tempo de fermentacdo e liberadas no caldo como mucoproteinas. A auséncia de proteinas nas
amostras comprova a eficiéncia da etapa de centrifugagdo para remocdo das células
bacterianas e revela que durante as 96 horas de fermentacdo provavelmente ndo ocorreu lise
celular e nem producdo de proteinas pela bactéria.

Tabela 4: Teor de Proteinas nas amostras escolhidas como as melhores fontes de carbono.

Bactérias Fonte de carbono Teor de Proteina (mg/L)
13F Sacarose 2% Tr
13F Manitol 4% Tr
16F Manitol 4% Tr
24F Manitol 4% Tr

Tr: Tragos (Valores abaixo do nivel de detecg@o).
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5.2.3. Sele¢ido da fonte de nitrogénio

Foram testadas como fontes de nitrogénio NaNO; e KNOs3 nas concentragdes de 5, 10,
15, 20, 30, 40, 50 mM, em substitui¢do ao (NH4),SO4, na concentragdo de 15 mM do meio
base utilizado proposto por SOW; DEMAIN (1979).

Nas Tabelas 5, 6, 7 e 8 pode ser observado que das fontes de nitrogénio testadas, o
NaNO; e KNOj apresentaram rendimentos muito maiores que o (NH4),SO4. Portanto, ambas
as fontes podem substituir o (NH4),SO4.

Na Tabela 5 estdoaepresentados os resultados obtidos com as diferentes fontes de
Nitrogénio para a bactéria 13F crescida em sacarose 2% como fonte de carbono. Nesta Tabela
pode ser observado que o aumento na concentragdo da fonte de nitrogénio (KNO; e NaNOs)
promoveu um aumento no crescimento até a concentragdo dtima e acima desta observa-se um
declinio. Para a fonte KNO; observa-se que ocorreu um aumento no crescimento bacteriano
até a concentragdo de 20 mM e apds comeca a decrescer, nesta mesma concentracdo observa-
se a maior produ¢do do biopolimero e uma diminui¢do do pH do meio. Para a fonte NaNOs
observa-se que ocorreu um aumento no crescimento bacteriano até a concentracdo de 20 mM
e apods comega a decrescer, observa-se ainda, a maior producdo do biopolimero nas
concentragdes de 15 ¢ 20 mM com uma ligeira diminuicdo do pH do meio. Em relacdo a
concentracdo de agucar residual pode-se constatar que o aglicar do meio de fermentagdo
diminuiu com o aumento da concentragdo das fontes de nitrogénio até a concentracdo 6tima e
apds nota-se que o teor de acucar residual aumentou gradativamente sendo mais alto nas
maiores concentragcdes de nitrogénio, onde também foram obtidos os menores rendimentos de
producdo do biopolimero. Portanto, a fonte de carbono sacarose 2% para a bactéria 13F
promoveu o crescimento celular, a produgdo do biopolimero € o consumo da fonte de carbono

e o rendimento foram diretamente proporcionais. Onde para fonte de nitrogénio KNO; a
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melhor producdo com o melhor rendimento foi na concentragdo de 20 mM e para fonte de
nitrogénio NaNO; a melhor producdo com os melhores rendimento foram nas concentragdes
de 15 ¢ 20 mM. A fonte de nitrogénio KNO; em 20 mM mostrou-se ser a melhor promovendo
um rendimento maior quando comparado com os rendimentos obtidos com NaNOs e com
(NH4),SO4 na concentragdo de 15 mM no meio de cultura proposto por Souw e Demain
(1979), utilizado no experimento inicial. Com KNO; a 20 mM, 38,89% da fonte de carbono
foi convertida a biopolimero tendo a produgdo melhorada em cerca 8% quando comparada
com as outras fontes da nitrogénio testadas (NaNOs; e (NH4),SO4). Comportamento
semelhante foi observado por Vermani et al. (1995) em seu trabalho, onde tanto o crescimento
quanto a producdo do exopolissacarideo foi aumentada com o fornecimento de nitrogénio na
forma de NaNO; ¢ KNOj; tendo sido obtido maior rendimento ¢ a maior formagdo do
biopolimero por Azotobacter vinelandii utilizando o KNO3z como fonte de nitrogénio.

Na Tabela 6 estdo mostrados os resultados obtidos com as diferentes fontes de
nitrogénio para a bactéria 13F na concentracdo 6tima da fonte de carbono manitol 4%. Nesta
Tabela pode ser observada a influéncia de diferentes concentracdes das fontes de nitrogénio
(KNO; e NaNO3) no crescimento bacteriano, consumo de manitol e produg@o do biopolimero.
Para a fonte KNO3 nota-se que ocorreu uma pequena diminui¢do no crescimento bacteriano.
Pode-se também observar um aumento no consumo de manitol e na produgdo do biopolimero
até a concentragdo de 20 mM acompanhado de uma diminui¢do do pH do meio, apods esta
concentragdo Otima onde ocorreu o maior rendimento, houve uma pequena diminuicdo na
producdo de biopolimero, porém nas maiores concentragdes de KNO;s; nao ocorreram os
maiores rendimentos. Para a fonte NaNOs; observou-se que houve um aumento no
crescimento bacteriano e uma diminui¢do do pH do meio com o aumento da concentragdo de
NaNOs3, observou-se ainda, que a maior produgdo do biopolimero ocorreu na concentragdo de

20 mM. Em relag¢do a concentracdo de agucar residual pode-se constatar que o manitol do
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meio de fermentagdo diminuiu com o aumento na concentragcdo das fontes de nitrogénio até a
concentracdo Otima e, em seguida, notou-se que o teor de manitol residual aumentou
gradativamente sendo mais alto nas maiores concentragdes de nitrogénio, onde também foram
obtidos os menores rendimentos de produc¢do do biopolimero. Para as fonte de nitrogénio
KNOj3 a melhor produgdo com o melhor rendimento foi na concentragdo de 20 mM.

A fonte de nitrogénio KNO3 na concentragdo de 20 mM mostrou ser a melhor com
manitol 4% promovendo um rendimento maior quando comparado com os rendimentos
obtidos com NaNOs e principalmente com (NH4)2SO4. Souw e Demain (1979) obtiveram
resultados semelhantes quando testaram as fontes de nitrato de sodio e nitrato de amonio,
tendo seus rendimentos aumentados em relagdo ao (NH4);SOs. Com NaNO; a melhor
producgdo foi na concentracdo de 20 mM onde 41,29% da fonte de carbono foi convertida a
biopolimero sendo a producdo melhorada em cerca de 19,35% quando comparada com a
fonte(NH4)>,SO4. Com KNO3 a melhor producio foi na concentragdo 20 mM, onde 45,38% da
fonte de carbono foi convertida a biopolimero sendo a producdo melhorada em cerca de
23,44% quando comparada com a fonte(NH4),SO4 proposta por Souw e Demain (1979).
Assim esta foi escolhida como a melhor fonte para producdo do biopolimero e foi utilizada

para dar continuidade aos testes de pH e temperatura para a bactéria 13F.
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Tabela 5: Efeito de KNOs e NaNO3 na melhor concentracdo de sacarose ( 2%) para producio

do biopolimero pela bactéria 13F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.
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Fonte de Polissacarideo Crescimento Ac¢ucar pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
Nitrogénio (g/L) (g/L)

(mM)

KNO;

5mM 1,510 0,147 14,093 6,78 19,57 7,55
10 mM 1,715 0,090 13,977 6,86 19,11 8,57
15 mM 2,795 0,149 12971 4,94 18,73 13,97
20 mM 3,889 0,777 12,032 4,79 17,93 19,44
30 mM 1,658 0,461 14,123 8,13 18,65 8,29
40 mM 0,988 0,405 14,731 8,89 18,97 4,94
50 mM 0,710 0,410 14998 9,03 19,03 3,55
NaNO;

5mM 1,453 0,159 14,123 6,77 19,71 7,26
10 mM 1,769 0,231 13,861 6,71 19,43 8,84
15 mM 2,156 0,249 13,563 5,83 18,97 10,78
20 mM 2,398 0,531 13,401 5,60 18,97 11,99
30 mM 1,351 0,512 14,213 6,73 18,56 6,75
40 mM 0,580 0,305 14961 6,90 19,89 2,90
50 mM 0,515 0,310 14979 6,96 20,13 2,58




Tabela 6: Efeito de KNO; e NaNOj; na melhor concentracdo de manitol (4%) para producio

do biopolimero pela bactéria 13F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.

Fonte de Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
Nitrogénio (g/L) (g/L)

(mM)

KNO;

5mM 8,429 0,040 29,890 6,97 8,83 21,07
10 mM 10,405 0,030 15944 6,94 12,61 26,01
15 mM 10,377 0,035 15,348 6,76 14,36 25,94
20 mM 18,153 0,026 13,062 6,67 11,62 46,38
30 mM 16,430 0,029 17,798 6,93 11,78 41,07
40 mM 16,020 0,028 15,588 6,89 12,11 40,12
50 mM 15,780 0,028 16,670 6,91 14,92 38,87
NaNO;

5mM 17,893 0,061 20,009 7,12 7,46 44,59
10 mM 10,927 0,044 25,500 6,13 9,83 27,31
15 mM 11,216 0,053 23,590 6,5 9,80 28,04
20 mM 18,142 0,090 18,211 6,64 10,50 45,35
30 mM 14,578 0,178 21,746 6,85 12,67 36,44
40 mM 8,214 0,168 27,650 6,97 13,77 20,52

50 mM 8,377 0,152 23,910 6,8 13,65 20,94




Na Tabela 7 estdo representados os resultados obtidos para as diferentes fontes de
nitrogénio utilizada pela bactéria 16F na concentracio 6tima da fonte de carbono manitol 4%.
Nesta Tabela pode ser observada a influéncia das diferentes concentragdes das fontes de
nitrogénio (KNO;3; e NaNOs3) no crescimento bacteriano, consumo de manitol e producdo do
biopolimero. Para a fonte KNOj; nota-se que ocorreu um aumento no crescimento bacteriano,
com o aumento da concentra¢do, a um pH proximo da neutralidade. Pode-se também
observar que houve um aumento no consumo de manitol e na producdo do biopolimero até a
concentracdo de 15 mM, apods esta concentragdo onde foi obtido o maior rendimento houve
uma pequena diminui¢do na producdo de biopolimero. Para a fonte NaNOs observa-se que
ocorre um aumento proporcional do crescimento bacteriano com o aumento da concentragio
de NaNOs;. A maior producdo do biopolimero ¢ o melhor rendimento ocorreram na
concentracdo de 10 mM. Em relagdo a concentragdo de agucar residual pode-se constatar
nesta mesma Tabela 7, que o manitol residual do meio de fermentacdo aumentou com o
aumento na concentragdo das fontes de nitrogénio apos a concentracdo otima de 10 mM.
Portanto observa-se que na fonte de carbono manitol 4% até a concentracdo de 10 mM de
NaNO; para a bactéria 16F a producdo do biopolimero, o crescimento bacteriano e o
rendimento foram diretamente proporcionais e nota-se que nas maiores concentragdes de
nitrogénio foram obtidos os menores rendimentos de producdo do biopolimero para esta
bactéria 16F. Para fonte de nitrogénio KNO; a melhor produgdo e o melhor rendimento foi na
concentragdo de 15 mM e para fonte de nitrogénio NaNO; a melhor producdo e o melhor
rendimento foi na concentragdo de 10 mM. A fonte de nitrogénio NaNO3 na concentragdo de
10 mM foi a melhor promovendo um maior rendimento quando comparado com os
rendimentos obtidos com KNOj; e com (NH4),SOj, fonte esta utilizada por Souw e Demain
(1979), onde 49,57% da fonte de carbono foi convertida em biopolimero tendo a produgdo

sido melhorada em cerca de 40,39% quando comparada com a fonte (NH4),SO4. Assim esta
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foi escolhida como a que promove melhor producdo e foi utilizada para dar continuidade aos

testes de pH e temperatura para a bactéria 16F.
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Tabela 7: Efeito de KNO; e NaNOj; na melhor concentracdo de manitol (4%) para producio

do biopolimero pela bactéria 16F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.

Fonte de Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
Nitrogénio (g/L) (g/L)

(mM)

KNO;

5mM 9,090 0,014 19,980 6,89 10,55 2591
10 mM 10,876 0,017 19,890 6,89 10,77 27,03
15 mM 11,995 0,019 18,533 6,91 10,21 29,98
20 mM 9,466 0,029 27,357 6,87 11,87 23,66
30 mM 9,430 0,025 23,630 7,09 10,64 23,57
40 mM 8,321 0,025 22,130 6,88 10,41 20,80
50 mM 7,216 0,027 21,930 6,91 11,21 18,67
NaNO;

5mM 16,080 0,034 23,776 7,20 791 40,20
10 mM 19,829 0,101 17,198 7,18 6,80 49,59
15 mM 15,922 0,167 21,304 6,66 8,98 39,80
20 mM 12,751 0,183 26,292 6,68 9,12 31,87
30 mM 11,606 0,169 26,566 7,30 10,21 29,01
40 mM 10,679 0,243 23,604 6,98 11,07 26,69

50 mM 9,237 0,384 21,953 7,37 12,67 23,09




Pode ser observado que o aumento na concentracdo da fonte de nitrogénio nio
promovue um aumento na producdo de polissacarideo, entretanto promoveu uma aumento no
crescimento celular e esse resultado foi semelhante aos obtidos por varios autores
(VERMANI et al., 1995, GANDHI et al., 1997; MARGARITIS; PACE, 1985).

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados obtidos para as diferentes fontes de
nitrogénio para a bactéria 24F na melhor concentra¢do da fonte de carbono, ou seja 4% de
manitol. Nesta Tabela pode ser observada a influéncia de diferentes concentracdes das fontes
de nitrogénio (KNOs e NaNOs) no crescimento bacteriano, consumo de manitol e producio
do biopolimero. Para a fonte KNO; nota-se que houve um crescimento bacteriano
homogéneo, sem grandes varia¢des, mesmo com o aumento da concentracdo, ¢ o pH final foi
proximo da neutralidade. Pode-se também observar que houve um aumento no consumo de
manitol e na producdo do biopolimero até a concentragdo de 10 e 15 mM, apds estas
concentragdes onde ocorreram os maiores rendimentos houve uma pequena diminui¢ido na
producdo de biopolimero. Para a fonte NaNOs observa-se que ocorreu um aumento no
crescimento bacteriano com o aumento da concentracdo de NaNOs e o pH do meio manteve-
se proximo da neutralidade. Observa-se que a maior produgdo do biopolimero e o melhor
rendimento foram na concentracdo de 15 mM. Em relag¢do a concentragdo de acucar residual
pode-se constatar que o manitol do meio de fermentacio aumentou com o aumento na
concentragdo das fontes de nitrogénio. Portanto observa-se que em 4% de manitol para a
bactéria 24F a producgdo do biopolimero, o consumo da fonte de carbono e o rendimento
foram diretamente proporcionais e nota-se ainda que nas maiores concentragdes de nitrogénio
foram obtidos os menores rendimentos de produgdo do biopolimero para esta bactéria. Para a
fonte de nitrogénio KNO; a melhor produgdo com o melhor rendimento foi na concentracio
de 15 mM e para fonte de nitrogénio NaNO; a melhor produg¢do com o melhor rendimento foi

obtido na concentragdo de 15 mM. A fonte de nitrogénio NaNO; em 15 mM mostrou-se ser a
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melhor onde 46,95% da fonte de carbono foi convertida em biopolimero tendo a produgdo
sido melhorada em cerca de 30,54% quando comparada com a fonte (NH4),SO4 utilizado no
meio proposto por SOUW; DEMAIN (1979) utilizado nos experimentos iniciais. Assim esta
foi escolhida como a que promoveu a melhor produgédo e foi utilizada para dar continuidade

aos testes de pH e temperatura para a bactéria 24F.
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Tabela 8: Efeito de KNO3; e NaNO3 na melhor concentragdo manitol (4%) para produgdo do

biopolimero pela bactéria 24F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.

Fonte de Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
Nitrogénio (g/L) (g/L)
(mM)
KNO;
5mM 11,102 0,044 17,85 6,91 9,34 27,75
10 mM 12,741 0,031 12,74 7,21 10,16 31,85
15 mM 13,336 0,034 13,48 7,50 14,76 33,34
20 mM 10,511 0,036 6,05 7,96 21,14 26,27
30 mM 10,549 0,048 18,02 7,37 10,71 26,37
40 mM 11,174 0,046 24,57 6,94 10,62 27,93
50 mM 10,612 0,052 25,96 6,95 12,05 26,04
NaNO;
5mM 16,864 0,061 21,630 7,21 7,46 42,16
10 mM 16,563 0,056 23,040 7,18 7,88 41,40
15 mM 18,783 0,060 20,570 6,62 8,12 46,95
20 mM 17,282 0,196 20,889 6,76 8,33 43,20
30 mM 16,574 0,192 21,202 7,40 8,75 41,43
40 mM 15,654 0,166 21,154 7,31 9,78 39,13

50 mM 11,564 0,128 25,744 7,35 11,28 28,91




5.2.4. Efeito do pH e da temperatura na producio dos biopolimeros apdés obter os

melhores rendimentos dos polissacarideos

Na otimizagdo de processos fermentativos € muito importante determinar a
temperatuta de incubagdo e o pH 6timo do meio a ser utilizado no caldo de cultura. O pH e a
temperatura do meio tém revelado serem os fatores que mais afetam o crescimento, a
formag@o de biopolimero e a viscosidade do caldo de fermentagdo (ESGALHADO et al.,
1994).

Analisando os resultados mostrados na Tabela 9, obtidos para a bactéria 13F, pode-se
dizer que o pH e a temperatura influenciaram no crescimento e na produgdo de biopolimero.
Para as fontes de sacarose 2% e manitol 4% nota-se que o pH 6timo e a temperatura 6tima
para a produ¢@o do biopolimero foram pH 7,0 e temperatura de 30 °C respectivamente. O pH
que estimulou o maior crescimento da bactéria 13F, ndo proporcionou a maior produgdo do
biopolimero com a fonte de sacarose 2% como pode ser observado na Tabela 9. Resultados
semelhantes foram obtidos por ESGALHADO et al. (1994) onde o pH exerceu maior
influéncia no crescimento microbiano do que a temperatura. Na fonte de manitol 4% nota-se
que o pH praticamente ndo influenciou o crescimento da bactéria, porém influenciou muito na
formacdo do biopolimero, enquanto que a temperatura que promoveu menor crescimento
(30°C) para a bactéria 13F, nesta fonte promoveu a maior produgdo do biopolimero, como
pode ser observado nas Tabelas 10 e 12. Estas mesmas respostas foram encontradas por
GANDHI, et al. (1997) durante o estudo da otimiza¢do dos parametros na produgdo de
exopolissacarideo por bactérias do género Bacillus, pois, também obtiveram maior producao

no pH 7 e sa temperatura de 30 a 35°C.
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Na Tabela 9 pode-se observar que o pH final do experimento manteve-se acido em todos os

valores de pH testados e de acordo com BOZA et al., (2004), o pH do meio pode ser alterado

durante o crescimento dos microrganismos, como resultado de reagdes metabdlicas de

consumo ou produgdo de substancias acidas, fato relatado na fermentacdo com Beijerinckia

para produgdo de exopolissacarideo, onde o pH do meio diminuiu devido a produgio de acido

acético.

Tabela 9: Efeito do pH nas melhores concentragdes de sacarose (2%) e de KNOs; (20 mM)

para produgdo do biopolimero pela bactéria 13F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96
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horas.

pH Polissacarideo Crescimento Acucar pH Cinzas Rendimento

(g/L) Celular Residual final (%) (%)
(g/L) (g/L)

5,5 1,243 0,102 14,677 4,69 18,85 6,21

6,0 1,655 0,423 14,266 4,75 18,12 8,27

7,0 3,889 0,777 12,032 4,79 17,93 19,44

8,0 2,561 0,966 13,360 5,68 18,25 12,80

Tabela 10: Efeito do pH nas melhores concentracdes de manitol (4%) e de KNO; (20 mM)

para producdo do biopolimero pela bactéria 13, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96 horas.

pH Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
(g/L) (g/L)
5,5 7,710 0,020 29,300 5,82 13,58 21,37
6,0 8,080 0,023 29,287 6,11 12,75 20,20
7,0 18,150 0,026 13,062 6,67 11,62 46,38
8,0 6,500 0,152 29,480 7,63 11,81 16,25




Tabela 11: Efeito da temperatura nas melhores condicdes, de pH, concentragdo de sacarose

(2%) e de KNO;3 (20 mM) para producdo do biopolimero pela bactéria 13F, incubada a 30°C
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e 200 rpm durante 96 horas.
Temperatura Polissacarideo Crescimento Acucar pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
°C) (g/L) (g/L)
25 1,986 0,402 13,935 443 18,69 9,93
30 3,889 0,777 12,032 4,79 17,93 19,44
35 2,054 0,484 13,866 4,65 18,44 10,27

Tabela 12: Efeito da temperatura nas melhores condi¢des, de pH, manitol (4%) e de KNO;
(20 mM) para producdo do biopolimero pela bactéria 13F, incubada a 30°C e 200 rpm

durante 96 horas.

Temperatura Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento

(g/L) Celular Residual final (%) (%)
°C) (g/L) (g/L)
25 8,539 0,045 34,656 6,79 12,01 21,34
30 18,153 0,026 13,062 6,67 11,62 46,38
35 6,456 0,179 30,991 6,96 12,87 16,14

Analisando-se os resultados das Tablelas 13 e 14 para a bactéria 16F pode-se observar
que o pH e a temperatura influenciaram no crescimento e na produgdo de biopolimero. O
aumento do pH levou a um aumento no crescimento da bactéria e na producdo do
biopolimero. Nestas mesmas Tabelas, nota-se ainda que o melhor pH inicial para a producéo

do biopolimero foi 8,0 e este pH promoveu o maior crescimento da bactéria 16F e a maior



producdo do biopolimero (Tabela 13). No melhor pH inicial foram entdo testadas as
temperaturas 25, 30 e 35 °C de crescimento das bactérias para selecionar a mais adequada
para a producdo de biopolimero. A temperatura de 30 °C foi a melhor temperatura para a
produgdo de biopolimero e as temperaturas de 30 e 35 °C foram as melhores temperaturas
para o crescimento da bactéria 16F.

Num estudo realizado para determinar o efeito do pH e temperatura sobre a produgdo
de xantana por Xanthomonas campestris Esgalhado, et al. (1994) relataram que obtiveram a
melhor producdo de xantana em um pH entre 7,0 e 8,0 e temperaturas entre 25 a 30 °C e que
obtiveram o maior crescimento em um pH entre 6,0 ¢ 7,5 em uma temperatura entre 25 a 27
°C. Esta diferenga entre o efeito do pH e da temperatura no crescimento e na producdo pode
ser usada como uma importante informagdo em processos de otimizagdo onde € desejavel

maximizar mais um parametro do que outro.
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Tabela 13: Efeito do pH nas melhores concentra¢des de manitol (4%) e de NaNOs (10 mM)

para a producdo do biopolimero pela bactéria 16F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96

horas.
pH Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
(g/L) (g/L)
5,5 6,89 0,1050 32,665 5,69 7,11 17,24
6,0 13,67 0,1065 25,879 6,24 7,15 34,16
7,0 19,83 0,1010 17,198 7,18 6,80 49,59
8,0 21,66 0,1897 15,650 7,99 6,72 54,15

Tabela 14: Efeito da temperatura nas melhores condi¢des, de pH, manitol (4%) e de NaNO;
(10 mM) para a producdo do biopolimero pela bactéria 16F, incubada a 30°C e 200 rpm

durante 96 horas.

Temperatura Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento

(g/L) Celular Residual final (%) (%)
(°O) (g/L) (g/L)
25 12,258 0,131 28,944 8,03 6,78 30,64
30 21,660 0,187 15,650 8,06 6,72 54,15

35 12,713 0,189 27,581 7,99 6,56 31,78




Analisando-se os resultados obtidos para bactéria 24F nas Tabelas 15 e 16 pode-se
dizer que o pH e a temperatura influenciaram no crescimento ¢ na producdo de biopolimero.
O aumento do pH levou a uma diminui¢do no crescimento da bactéria. Nota-se que o pH
otimo para a producdo do biopolimero foi 7,0 e este pH promoveu o menor crescimento da
bactéria 16F e a maior producdo do biopolimero (Tabela 15). Este mesmo comportamento foi
observado por TRIVENI et al., (2001) durante o estudo da otimizagdo da producdo de
exopolissacarideo por Agrobacterium radiobacter, que relataram que o pH por volta de 7,0
influenciou mais a producgao de polissacarideo do que o crescimento celular.

Com o valor previamente selecionado de pH foram entdo testadas as temperaturas de
25, 30 e 35°C. A temperatura de 25°C foi a melhor temperatura para o crescimento da
bactéria 16F mas a 30°C houve uma maior produ¢do do biopolimero. No estudo realizado por
VERMANI et al. (1995), obtiveram um resultado semelhante utilizando a bactéria
Azothobacter vinelandii MTCC 2460, onde a temperatura 6tima de crescimento obtida foi de

25°C, enquanto que para a sintese do biopolimero a melhor temperatura foi de 30°C.
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Tabela 15: Efeito do pH nas melhores concentragdes de manitol (4%) e de NaNOs (15 mM)

para a producdo do biopolimero pela bactéria 24F, incubada a 30°C e 200 rpm durante 96
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horas.
pH Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento
(g/L) Celular Residual final (%) (%)
(g/L) (g/L)
5,5 9,907 0,158 29,102 5,78 8,32 24,76
6,0 13,695 0,102 25,326 6,05 8,29 34,23
7,0 18,783 0,060 20,570 6,62 8,12 46,95
8,0 10,930 0,113 29,110 8,22 8,31 27,32

Tabela 16: Efeito da temperatura nas melhores condi¢des, de pH, manitol (4%) e de NaNO;
(15 mM) para a producdo do biopolimero pela bactéria 24F, incubada a 30°C e 200 rpm

durante 96 horas.

Temperatura Polissacarideo Crescimento Manitol pH Cinzas Rendimento

(g/L) Celular Residual final (%) (%)
(°O) (g/L) (g/L)
25 14,549 0,232 25,313 7,60 10,89 36,37
30 18,783 0,060 20,577 6,62 8,12 46,95

35 3,872 0,119 36,678 7,59 9,35 9,68




5.3. Analise do teor de acetila e piruvato nos biopolimeros

Durante a determinag¢do dos grupamentos acetila e piruvato foram utilizadas
amostras do polissacarideo bruto, quer dizer foram removidas as células bacterianas.

Para a andlise de acetila foi utilizada a metodologia proposta por MAYNARD,
(1970) com algumas modificagdes. Para a quantificacdo dos grupos acetila foi utilizada uma
amostra de goma xantana, KELTROL F, como padrdo e o teor obtido foi de 4,3%, o que

condiz com a literatura (GARCIA-OCHOA et al., 2000) e com a especificagdo do fabricante.

Para a determinacdo de piruvato foi utilizada a metodologia proposta por Nascimento
et al. (1997) com algumas adequagdes, onde o oxo-acido (&cido pirivico) reage com a 2,4-
dinitrofenil-hidrazina e ¢ convertido em sua 2,4-dinitrofenilhidrazona (2,4-DNPH) usando um
excesso de 2,4-dinitrofenil-hidrazina. Foi necessario construir uma curva padrdo plotando
area dos picos versus concentragdo, utilizando o acido piruvico na forma sodica p.a. (Sigma-
Aldrich), obtendo-se um coeficiente de correlacio de 0.99995 para os resultados da
calibracdo. Para a quantificacdo do grupamento piruvato foi utilizada uma amostra de goma
xantana, KELTROL F, como padrdo e o teor obtido foi de 4,89%, o que condiz com a

literatura (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Os grupamentos acetila e piruvato foram determinados em todas as amostras e os
resultados da quantificagcdo do teor de acetila e piruvato nos biopolimeros bacterianos estdo

mostrados na Tabela 17.
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Tabela 17: Analise do teor de acetila e piruvato dos biopolimeros produzidos pelas bactérias

13F, 16F e 24F nas melhores condi¢des de fonte de carbono, fonte de nitrogénio, pH e
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temperatura.
Bactérias Fonte de Polissacarideo Teor Teor Cinzas Rendimento
Carbono (g/L) de de (%) (%)
acetila  piruvato
(%) (%)
13F Sacarose 2% 3,889 5,6 1,43 17,93 19,44
13F Manitol 4% 18,150 1,6 1,27 11,62 46,38
16F Manitol 4% 21,660 1,31 6,0 6,70 54,15
24F Manitol 4% 18,783 2,81 1,48 8,12 46,95

Analisando-se os resultados obtidos do teor de acetila nos biopolimeros produzidos
pelas bactérias 13F, 16F e 24F (Tabela 17) observa-se que o biopolimero produzido pela
bactéria 13F utilizando-se a fonte de carbono sacarose 2% apresentou um alto teor de acetila
quando comparado com o padrio utilizado xantana, ja com a fonte de manitol 4% para a
mesma bactéria o biopolimero obtido apresentou um teor mais baixo de acetila ( Tabela 17).

O biopolimero produzido pela bactéria 16F apresenta um teor de acetila de 1,31%,
enquanto que o biopolimero produzido pela bactéria 24F apresentou um teor de acetila de
2,81%, sendo o melhor comparado com os outros biopolimeros produzidos utilizando a fonte
de carbono manitol 4% para as trés bactérias estudadas.

Quanto aos resultados obtidos do teor de piruvato nos biopolimeros produzidos pelas
bactérias 13F, 16F e 24F (Tabela 17) observa-se que o biopolimero produzido pela bactéria
16F utilizando a fonte de carbono manitol 4% apresentou um alto teor de piruvato quando

comparado com o padrio utilizado xantana (Tabela 17).
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Os biopolimeros produzidos pela bactéria 13F apresentaram baixos teores de piruvato.
Utilizando sacarose 2% como fonte de carbono o biopolimero apresentou um teor de piruvato
de 1,43% e utilizando manitol 4% como fonte de carbono apresentou um teor de piruvato de
1,27%. O biopolimero produzido pela bactéria 24F também apresentou um baixo teor de

piruvato no valor de 1,48%.



6. Conclusoes

As fontes de carbono testadas (glicose, frutose, sacarose) nas concentracdes (1, 2, 3, 4
e 5%) apenas estimularam o crescimento das bactérias 13F, 16F e 24F ndo proporcionando
produgdo de biopolimero. Apenas para a bactéria 13F verificou-se uma produgio significativa
utilizando sacarose a 2%.

A fonte de carbono que proporcionou as maiores produgdes e os maiores rendimentos
para as bactérias 13F, 16F e 24F foi o manitol a uma concentragio de 4%.

A duas fontes de Nitrogénio testadas (KNOs; e o NaNO;) para a producdo de
biopolimeros pelas bactérias 13F, 16F e 24F, promoveram um aumento significativo na
produgdo e no rendimento quando comparados com a fonte de nitrogénio (NH4),SO, utilizada
nos experimentos iniciais.

A melhor produg¢do de biopolimero pela bactéria 13F foi obtida utilizando manitol 4%
e sacarose 2% como fontes de carbono, KNO; a 20 mM como fonte de nitrogénio a uma
temperatura de 30°C e pH 7.

A maior producdo de biopolimero pela bactéria 16F foi obtida utilizando manitol 4%
como fonte de carbono, NaNOs a 10 mM como fonte de nitrogénio a uma temperatura de
30°C e pH 8.

A maior produg@o otimizada de biopolimero pela bactéria 24F foi obtida utilizando
manitol 4% como fonte de carbono, NaNO; a 15 mM como fonte de nitrogénio a uma
temperatura de 30°C e pH 7.

Todas as amostras obtidas apds a otimizacdo de parametros para a producdo de
biopolimeros pelas bactérias estudadas apresentaram os grupamentos acetila e piruvato em

diferentes proporcdes.
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O teor de grupamento acetila no biopolimero produzido pela bactéria 13F em sacarose
2% foi maior do que em manitol 4% e maior do que na xantana utilizada como padrdo
utilizado.

O teor de acetila nos biopolimeros produzidos pelas bactérias 16F e 24F com manitol
4% foi menor do que o da utilizada padrao.

O teor de piruvato no biopolimero produzido pela bactéria 16F em manitol 4% foi o
maior valor de teor de piruvato encontrado entre as amostras produzidas neste estudo e

também maior que o da xantana que foi utilizada como padrao.
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