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RESUMO

Exopolissacarideos (EPS) s&do polissacarideos de origem microbiana, também
conhecidos como gomas ou biopolimeros que possuem ampla aplicacdo nas
industrias de alimentos, farmacéuticas e de petrdleo devido & sua capacidade de
formar solucdes viscosas e géis hidrossolluveis que |hes fornecem diversas
propriedades reologicas. Atualmente, o mais importante EPS é a goma xantana cujo
consumo é bastante difundido no Brasil, porém € um insumo ainda importado. Outro
biopolimero que tem se destacado industrialmente é a levana, um exopolissacarideo
obtido pela reacdo de transfrutosilacdo durante a fermentacdo de culturas
Zymomonas mobilis quando crescidas em meio rico em sacarose. Esta bactéria tem
despertado um grande interesse pelos pesquisadores e pelo setor industrial por
apresentar um grande potencial tanto na producdo de etanol, quanto para a
producdo de levana. O presente trabalho tem como objetivo principal, produzir
biopolimeros com o uso simultineo de espécies de Xanthomonas spp. e
Zymomonas mobilis. Os resultados obtidos para a producdo de biopolimeros entre
os cultivos isolados das linhagens de Xax 1182 e Zym 4494 e do consércio entre as
duas cepas em diferentes meios demonstraram que, dentre 0s quatro meios
testados para a producdo de biopolimero: o meio MRT obteve o melhor resultado
com producao de 6,56 g/L. Com relacédo ao efeito da adicdo de etanol ao processo
de producdo de biopolimero observou-se que a adi¢cdo de 2% de etanol no tempo de
24 h ao meio alternativo (APD) obteve o melhor resultado (7,68 g/L), quando
comparado com o tratamento controle (5,92 g¢g/L). Enquanto para o meio
convencional a maior producéo foi obtida quando adicionados 4% de etanol com
tempo final de fermentacdo de 24 h. A interpretacdo dos gréaficos de superficie de
resposta gerado a partir do modelo, demonstrou que tanto a producdo quanto a
viscosidade do biopolimero produzido obtiveram os valores maximos encontrados no
ponto central (28 °C e 180 rpm). Este ensaio promoveu 10,13 g.L™ de biopolimero e
viscosidade da solucdo a 1% de 4,38 cP a 1 s™. Deste modo, a variacdo da
temperatura e velocidade de agitacdo no processo fermentativo consorciado por Xax
1182 e Zym 4494, exerce grande influéncia na producao de biopolimero e nas suas
propriedades de viscosidade aparente. Assim, tanto a adicdo de etanol ao meio
fermentativo quanto o uso de co-culturas para a producdo de biopolimeros
demonstraram aumento na producdo de biopolimero, consistindo em estratégias
alternativas para a obtencgéo de biopolimeros comerciais, com ganhos consideraveis
em relacdo a processos padrdes de producéo.

Palavras-chave: Goma xantana, biopolimero, Xanthomonas, Zymomonas mobilis.
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ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPS) are polysaccharides of microbial origin, also known as
biopolymers or gums that have a wide application in the food, pharmaceutical and oil
industries due to their ability to form viscous solutions and water-soluble gels which
provides them several rheological properties. Currently, the most important EPS is
the xanthan gum whose consumption is widespread in Brazil, but it is still imported
input. Another biopolymer that has stood out industrially is the Levan,
exopolysaccharide obtained by transfructosylation reaction during fermentation of
Zymomonas mobilis crops when grown in medium culture rich in sucrose. This
bacterium has aroused great interest by researchers and the industry because it has
great potential both in the production of ethanol, as for the production of levan. This
study aims to produce biopolymers with the simultaneous use of species of
Xanthomonas spp. and Zymomonas mobilis. The results obtained for the production
of biopolymers from isolated cultures of the strains Xax 1182 and Zym 4494 and the
consortium between the two strains in different mediums showed that among the four
mediums tested for the production of biopolymers: the medium MRT had obtained
the best results with production of 6.56 gL™. Concerning to the effect of addition of
ethanol to the biopolymer production process it was observed that adding 2% ethanol
in 24 hours to alternative medium (APD) presented the best result (7.68 g/L)
compared with the control treatment (5.92 g/L). Whereas for the conventional
medium, the highest production was obtained with the addition of 4% ethanol with
final fermentation time of 24 h. The interpretation of response surface graphics
generated from the model demonstrated that both the production and the viscosity of
the produced biopolymer had obtained the maximum values at the center point (28
°C and 180 rpm). This assay provided 10.13 gL™ biopolymer, and viscosity of a 1%
solution of 1% de 4,38 cP at 1 s™. Thereby, the variation of temperature and stirring
speed in the fermentation process consortium Xax 1182 and Zym 4494, has great
influence on the production of biopolymer and its apparent viscosity properties. Thus,
both the addition of ethanol to the fermentation medium as the use of co-cultures for
the production of biopolymers have shown increased production of biopolymer
consisting of alternative strategies for obtaining commercial biopolymers, with
considerable gains compared to standard processes for production.

Keywords: Xanthan Gum, biopolymer, Xanthomonas, Zymomonas mobilis.
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1. INTRODUCAO

A producdo de polissacarideos extracelulares ou exopolissacarideos (EPS),
também chamados de biopolimeros € muito comum em muitos géneros de bactérias.
Esses exopolissacarideos podem formar uma capsula ao redor da célula ou podem
ser excretados para 0 meio como uma espécie de muco (COPLIN; COOK, 1990).

A principal caracteristica destes biopolimeros é a sua capacidade em
modificar a reologia de solucdes, além de serem, em sua maioria, multifuncionais,
isto €, exibem uma combinacao de propriedades que sédo essenciais para definir sua
aplicacédo final. Tais propriedades sdo determinadas por sua composicdo quimica,
agrupamentos e ligacdes moleculares, seu peso molecular médio e sua distribui¢cdo
(PACE, 1991).

A goma xantana é um polissacarideo natural e um importante biopolimero
industrial. Foi descoberta na década de 1950 e comercializada a partir da década de
1960 (GARCIA-OCHOA et al., 2000). E um heteropolissacarideo produzido por
cultivo aer6bio de culturas de Xanthomonas campestris, normalmente pelo pv
camprestris e outras espécies de Xanthomonas (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
MAUGERI, 2001).

Dentre os biopolimeros microbianos, a xantana tem destaque especial no
mercado devido suas propriedades reologicas bastante distintas e incomuns, tais
como: alto grau de pseudoplasticidade, elevada viscosidade mesmo a baixas
concentra¢gfes, compatibilidade e estabilidade com a maioria dos sais metdlicos,
excelente solubilidade e estabilidade tanto em meio acido quanto alcalino, isto €,
resisténcia a degradacdo em ampla faixa de pH e temperatura. A goma exibe
inlmeras vantagens como espessante, estabilizante, gelificante, agente de
suspensdo e de floculagdo nas industrias alimenticia, petrolifera, farmacéutica,
cosmeética, de tintas, téxtil e de produtos agricolas (MULCHANDANI et al., 1988;
ASHTAPUTRE; SHAH, 1995).

Outro biopolimero que tem se destacado industrialmente pela sua aplicacédo
em areas como da saude e alimentacdo humana dentre outras possibilidades é a

levana, um exopolissacarideo obtido pela reacdo de transfrutosilacdo durante a
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fermentacdo de culturas Zymomonas mobilis quando crescidas em meio rico em
sacarose. Esta bactéria tem despertado um grande interesse pelos pesquisadores e
pelo setor industrial por apresentar um grande potencial tanto na producédo de
etanol, proporcionando altos rendimentos com produtividade em etanol a partir da
glicose acima de 97% do valor teérico maximo, quanto para a producao de levana,
quando utilizado sacarose como fonte de carbono (SPRENGER, 1996; SWINGS;
DELEY, 1977). Diversas pesquisas buscam entender melhor as vias metabolicas de
sintese de levana bem como a otimizag&o do processo para a sua produ¢do (MURO
et al., 2000; REISS; HARTMEIER, 1990).

Tendo em vista a larga utilizacdo de biopolimeros em diversos setores
industriais, a busca por novos micro-organismos que produzam polissacarideos em
grandes quantidades economicamente interessantes com menor custo de producéo
tem despertado grande interesse nos ultimos tempos. Pesquisas tém direcionado
esforcos em busca da obtencdo de novos biopolimeros microbianos que possam
representar novas possibilidades de aplicagdo. Apesar dos avancos é sabido que
poucos micro-organismos foram completamente estudados dentre os diversos micro-
organismos produtores de biopolimeros (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo principal a producéo de
biopolimeros com o uso simultaneo de culturas de espécies de Xanthomonas spp. e

Zymomonas mobilis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir biopolimero com o uso simultdneo de culturas de espécies de

Xanthomonas spp. e Zymomonas mobilis.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia do etanol na producdo de biopolimero por Xanthomonas
axonoopodis pv manihot 1182 em meio convencional e alternativo;

e Avaliar a producdo de biopolimero em diferentes meios fermentativos por X.
axonopodis pv manihot 1182 e Zymomonas mobilis CCT 4494 em cultivo
isolado e em consorcio;

e Avaliar os efeitos das variaveis independentes temperatura e agitacdo para
obtencdo de biopolimero do cultivo em consoércio de Xax 1182 e Zym 4494,
por meio da metodologia de superficie de resposta;

e Avaliar o consumo de substrato e a formacdo de produto do 6timo da
producdo do consorcio microbiano ao longo das 72 horas de fermentacao;

e Caracterizar e avaliar a qualidade do biopolimero produzido, através da
analise de viscosidade aparente de solugcbes a 1% de biopolimero e

Espectroscopia de Infra-Vermelho com transformada de Fourier — FT-IR.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Exopolissacarideos Microbianos

Os exopolissacarideos microbianos (EPS) também chamados de
biopolimeros sdo macromoléculas formadas por monossacarideos e derivados
acidos, produzidos durante o crescimento de uma série de géneros de bactérias,
fungos filamentosos, leveduras (STUTHERLAND, 1982) e algumas Arqueas
(PAROLIS, 1996).

Os polissacarideos produzidos por bactérias podem ser subdivididos em trés
grupos: exopolissacarideos (por exemplo, xantana, dextrana, alginato, celulose,
acido hialurénico e acido colanico), que pode ser secretada e/ou sintetizada por
enzimas extracelulares ancoradas na parede da célula; os polissacaridos capsulares
(por exemplo, o antigeno K30) e os polissacarideos intracelulares (glicogénio)
(MAYO, 2009; REHM, 2010).

A biossintese de EPS e até mesmo as propriedades materiais desses
polimeros sdo reguladas por vias complexas em resposta a estimulos externos e
esta diretamente relacionada a capacidade de sobrevivéncia do micro-organismo em
condicbes adversas do meio ambiente (MOREIRA, 2002; REHM, 2010). Estes
polimeros cumprem varias funcBes bioldgicas, tais como: protecdo contra a
desidratacdo celular; podem servir de barreira contra virus e 0 sistema imune,
impedindo que se liguem a sitios especificos da parede celular; acoplar e neutralizar
toxinas carregadas ou ions metalicos toxicos; servir de material de reserva como
fonte de carbono e energia; servir como meio de interagcéo celular entre animais ou
plantas através de relacdes interespecificas, simbitticas ou patogénicas (PACE,
1991).

Os exopolissacarideos podem ser homopolissacarideos, quando as unidades
monomericas sao idénticas, ou heteropolissacarideos, quando sdo constituidas por
duas ou mais espécies de monémeros, e quanto a sua estrutura podem ser lineares
ou ramificados (GARRET; GRISHAM, 1997). Para sintese de homopolissacarideo, é

necessario uma fonte de carbono especifica, onde séo produzidos, geralmente, por



18

apenas uma enzima ou por um sistema enzimatico simples. Por outro lado, os
heteropolissacarideos sédo formados a partir de qualquer fonte de carbono utilizavel,
devido a maior complexidade do sistema enzimatico envolvido na biossintese
desses polissacarideos (FARIA, 2009).

Alguns exopolissacarideos sdo sintetizados durante todo o crescimento
bacteriano enquanto que outros sdo produzidos somente durante a fase logaritmica
ou na fase estacionaria (DE SOUZA; SUTHERLAND, 1994). Estes
exopolissacarideos séo, geralmente, considerados como metabdlitos secundarios,
produzidos quando uma fonte de carboidratos esta presente em excesso (PACE;
RIGHELATO, 1980). Os metabolitos secundarios sédo definidos como compostos
sintetizados pelos micro-organismos quando as células crescem lentamente ou
cessam 0 crescimento. Seu papel no crescimento e metabolismo do micro-
organismo nem sempre € definido. Demain (2000) destaca a importancia dos
metabdlitos secundarios para 0 micro-organismo também como efetivos na
diferenciacdo microbiana.

Atualmente, é conhecida uma ampla gama de biopolimeros produzidos por
micro-organismos. Alguns destes sdo apresentados na Tabela 1 (ERNANDES e
GARCIA-CRUZ, 2005; DOLS et al., 1998; MOREIRA et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2007; SANDFORD, 1979; SUTHERLAND, 1990 e 1998).

Tabela 1 - Biopolimeros produzidos por bactérias

Exopolissacarideo Micro-organismo produtor
gelana Pseudomonas elodea
Alcaligenes faecalis var. mixogenes; Agrobacterium
curdlana o
e Rhizobium
dextrana Leuconostoc mesenteroides
xantana Xanthomonas spp
welana Alcaligenes sp
clariana Beijerinckia sp
Zymomonas mobilis; Bacillus mesentericus; Bacillus
Levana

subtilis e outros.
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3.2 Xanthomonas campestris

A Xanthomonas é um género pertencente a familia Pseudomonaceae. Todos
0s organismos desse género sdo patdégenos de plantas, com exce¢do da espécie
Xanthomonas maltophila (patégeno oportunista de humanos). Os patovares de
Xanthomonas infectam uma grande variedade de plantas, incluindo algumas de
interesse agricola, por exemplo, o repolho, a alfafa, o feijdo, alcachofra e o algodao
(LUVIELMO et al., 2007).

As células de Xanthomonas podem ocorrer em bastonetes retos, isolados,
medindo 0,4-0,7 um de largura e 0,7-1,8 um de comprimento. As células sdo méveis,
gram-negativas, apresentando um unico flagelo polar (1,7-3 um de comprimento). O
micro-organismo € quimiorganotréfico e aerdbio obrigatério com um tipo de
metabolismo estritamente respiratorio que requer o oxigénio como aceptor final de
elétrons. A bactéria ndo € desnitrificante, € catalase positiva e oxidase-negativa. As
coldnias sdo geralmente amarelas, lisas e mucoides conforme ilustra a Figura 1
(HOLT et al., 1993). A estrutura do envoltorio da célula é semelhante a das outras
células Gram-negativas. Pigmentos amarelos, conhecidos como xantomonadinas,
estdo presentes em todas as espécies de Xanthomonas ssp., mas eles podem estar
ausentes, especialmente quando ocorre degradacao por tensdo (BRADBURY, 1984;
GARCIA-OCHOA, 2000).

Figura 1 - Aspecto das colbnias de Xanthomonas campestris pv. campestris em
meio YM (Yeast Malt)




20

Embora a presenca do pigmento seja um parametro usado para a
identificacdo, a auséncia de pigmentacdo ndo exclui o género Xanthomonas, uma
vez que algumas linhagens de Xanthomonas campestris pv. ricini e Xathomonas
campestris pv. manihotis ocorrem naturalmente sem a presenca de pigmento
(CHUN, 2002).

As Xanthomonas spp. sdo capazes de oxidar a glicose e a via Entner-
Doudoroff (Figura 2), é predominantemente utilizada para o catabolismo da glicose,
onde cataboliza cerca de 80% da glicose disponivel até piruvato (a via das pentoses
fosfato, também ocorre, mas utiliza apenas 8-16% da glicose total consumida); tanto
o ciclo do &cido tricarboxilico como do glioxilato estdo presentes (GARCIA-OCHOA
et al., 2000; FARIA, 2009).

Figura 2 - Via Entner—Doudoroff
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Fonte: Adaptado de ROSALAM; ENGLAND, 2006.

As bactérias do género Xanthomonas apresentam um grande potencial

biotecnolégico, sendo um micro-organismo produtor do biopolimero xantana, que
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apresenta propriedades reologicas uUnicas, se destacando no mercado de polimeros
em relacdo a outros polimeros de origem vegetal e de origem microbiana (ROTTAVA
2005).

3.3 A Goma Xantana

A goma xantana € um polissacarideo natural, e um importante biopolimero
industrial. Ele foi descoberto em 1963 pelo Northern Regional Research Laboratory
(NRRL). O polissacarideo B-1459, ou goma xantana, produzida pela bactéria
Xanthomonas campestris NRRL B-1459 foi amplamente estudado devido suas
propriedades que lhe permitiam suplementar outras gomas solUveis em agua,
naturais e sintéticas conhecidas. A producdo comercial importante teve inicio em
1964 (MARGARITIS; ZAJIC, 1978). Quanto as propriedades toxicologicas e de
seguranca a xantana é atoxica e néo inibe o crescimento. E ndo sensibilizante e néo
causa irritacdo da pele ou dos olhos. Baseado nisto, a xantana foi aprovada nos
Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA) desde 1969, para uso em
aditivo alimentar sem quaisquer limitacdes de quantidade especificas. No Brasil, 0
Decreto de Lei n° 55.871, da Legislacdo Brasileira de Alimentos permite o uso de
xantana em alimentos desde 1965 (PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011; LIMA et al.,
2001; ROTAVVA, 2005).

A potencial utilizacdo de biopolimeros nos mais diversos setores da industria
€ um consenso na literatura existente. De acordo com Rosalam; England (2006), as
principais vantagens do uso da xantana em relagdo a outras gomas séo: alta
viscosidade em baixas concentragfes; alta estabilidade em amplas faixas de pH
(2,5-11), em altas concentracdes de eletrolitos (150 g.L™ NaCl) e em variacbes de
temperaturas entre 10 °C e 90 °C; grande escala de producdo em curto espaco de
tempo por processo fermentativo e por formar solu¢des aquosas de alta viscosidade,
extremamente pseudoplasticas.

Do ponto de vista econbmico, a xantana € o polissacarideo microbiano mais
importante com elevado interesse industrial, principalmente para a industria de

alimentos, farmacéutica e petroquimica. Nesses setores observa-se uma continua
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substituicdo dos polissacarideos convencionais por produtos de origem microbiana,
por inimeras razbes, como a possibilidade de modificacdo de suas caracteristicas
reolégicas através do controle de parametros de fermentacdo, da independéncia de
fatores sazonais para a producdo, especificidade da biossintese dos micro-
organismos, os quais permitem adicionalmente modificacbes genéticas, visando
obter polissacarideos com propriedades e caracteristicas especificas, entre outras
(VENDRUSCOLO, 1995; SUTHERLAND, 1997; SOUZA e GRACIA-CRUZ, 2004).

Atualmente, os principais produtores de xantana sdo o Grupo Fufeng (china),
a Merck, Cargill, Kelco e Pfizer (Estados Unidos), Rhéne Poulenc e Sanofi-Elf
(Franca), Danisco (Dinamarca) e Jungbunzlauer (Austria). De toda a goma xantana
produzida mundialmente, estima-se que 65% desta seja utilizada na industria de
alimentos, 15% na industria do petréleo e 20% séo utilizadas em outros segmentos
da induastria, entre estes, a industria farmacéutica, cosmética, téxtil e outras
(GARCIA-OCHOA et al.,, 2000; BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; ROSALAM;
ENGLAND, 2006). O mercado da xantana esta estimado em aproximadamente $270
milhdes e é esperado que chegue a $400 milhdes, com uma producao de 80.000
toneladas/ano em 2015 (CARIGNATTO et al., 2011). A demanda por este insumo
vem aumentando e estima-se um crescimento anual de 5 - 10% (ROSALAM,;
ENGLAND, 2006).

O Brasil segue a tendéncia mundial de incremento no consumo de xantana,
entretanto, toda a goma xantana consumida pelos diversos setores industriais sao
importadas, enfatizando a relevancia de investimentos no setor para uma producao
nacional competitiva, uma vez que o Brasil mostra-se com um grande potencial para
a fabricagdo deste polimero em escala industrial, ja que o Brasil € um dos maiores
produtores de insumos basicos para a producdo de xantana: agucar e alcool do
setor sucro-alcooleiro, utilizado para a recuperagdo do polimero (SOUZA;
VENDRUSCOLO, 1999; LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009).
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3.3.1 A Estrutura da Goma Xantana

A Xantana é um heteropolissacarideo, sendo composta por mais de um
monossacarideo e outros compostos quimicos, cuja unidade basica repetidora € um
pentassacarideo, formado por duas unidades de glicose, duas unidades de manose
e uma unidade de acido glucordnico na proporcdo molar de 2,8:2,0:2,0 e grupos
piruvato e acetil. A molécula de xantana apresenta uma cadeia principal semelhante
a da celulose, constituida de moléculas de glicose ligadas através de ligagbes [B-(1—
4), sendo a cadeia lateral formada por um trissacarideo ligado a segunda glicose da
unidade basica. Esta cadeia lateral € formada por uma molécula de acido glicurénico
entre duas manoses. Aproximadamente a metade das D-manoses terminais contém
um residuo de &cido pirtvico ligado através de um grupo cetdnico aos carbonos 4 e
6, com distribuicdo indeterminada. A D-manose ligada a cadeia principal contém um
grupo acetila na posicdo 6 (Figura 3). A presenca dos acidos acético e piravico
produz um polissacarideo do tipo aniénico (GARCIA-OCHOA, 2000; SUTHERLAND,
1992).

Figura 3 - Estrutura do polissacarideo extracelular de Xanthomonas.
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Fonte;: GARCIA-OCHOA et al., 2010.



24

A massa molar da goma xantana varia de 2 x 10° a 20 x 10° Da (Daltons),
dependendo da preparacdo da amostra e do método utilizado na andlise
(MOITINHO, 2012). Esta distribuicdo da massa molar depende da associacdo entre
cadeias, dando forma a agregados de diversas cadeias individuais. As variagdes nas
condicbes de fermentacdo séo fatores que influenciam a massa molar da xantana
(GARCIA-OCHOA et al., 2000, LIMA et al., 2001).

A conformacao secundéria da xantana € dependente das condigcbes em que a
molécula € caracterizada. A molécula pode se apresentar em uma conformacao
ordenada (nativa ou renaturada) ou desordenada. Sao propostos dois modelos para
a estrutura secundaria da molécula de xantana: simples e em dupla hélice; ndo ha
consenso quanto a existéncia de relacdo entre a natividade da conformacéo e o tipo
de estrutura verificada. A forma nativa esta presente em temperaturas abaixo do
ponto de transicdo conformacional da molécula, que depende da forca i6nica do
meio em que a xantana produzida esta dissolvida. A transicdo conformacional
ordem-desordem € dirigida pela ocorréncia de temperaturas acima do ponto de
transicdo e/ou a reducdo da forca iGnica. Tanto a manutencdo da conformacgéo
nativa (ordenada), quanto a renaturada (re-ordenada) dependem dos mesmos
fatores (BORN, et al. 2002; RAMOS, 2011).

3.4 Propriedades da Goma Xantana

Segundo Diaz e colaboradores (2004) para um polissacarideo apresentar
propriedades de interesse comercial, este, deve ser capaz de formar, de modo
ordenado, estruturas secundarias, terciarias e, as vezes, quaternarias em meio
aguoso. Para isso, a estrutura primaria ndo pode constituir-se num impedimento
para as associacdes intermoleculares e intramoleculares. Por sua vez, a xantana é
capaz de formar estas estruturas (MORRIS, 1984). As propriedades fisico-quimicas
Unicas da xantana superam todos o0s outros polissacarideos disponiveis no mercado
despertando grande interesse comercial em relagéo a outras gomas.

A principal caracteristica da xantana é sua capacidade de modificar a reologia

ou o comportamento de escoamento das solucbes (MARGARITIS; PACE,1985).
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Suas propriedades sdo determinadas por sua composicdo quimica, arranjos e
ligacdes moleculares (PACE; RIGHELATO, 1980). Dentre as principais propriedades

de interesse industrial-tecnoldgico deste polissacarideo podemos destacar:

e Alta viscosidade a baixa concentragao;

e Alta viscosidade a baixas taxas de cisalhamento;

e Alto grau de pseudoplasticidade;

e Alto modulo de elasticidade;

e Baixo grau de tixotropia (comportamento ndo-newtoniano);

e Excelente estabilidade térmica;

¢ Resisténcia a degradacdo mecanica;

e Facilidade de degradacéao (Biodegradabilidade);

e Estabilidade frente a enzimas como as celulases, amilases e proteases;
e Excelente solubilidade e estabilidade em ampla faixa de pH;

e Compatibilidade e estabilidade com a maioria dos sais metalicos.

3.4.1 Propriedades Reoldgicas da Goma Xantana

Reologia pode ser vista como a ciéncia da deformacgédo e do escoamento da
matéria, ou seja, é o estudo da maneira, segundo a qual os materiais respondem a
aplicacdo de uma determinada tensdo ou deformacdo. A deformacédo aplica-se no
caso da matéria sélida e o escoamento quando a matéria é liquida. Todos os
materiais possuem propriedades reologicas, de modo que a reologia é uma ciéncia
gue pode ser aplicada em diversas areas de estudo (CANUTO, 2006; TONELI et al.,
2005).

Na reologia de solidos, a propriedade de maior interesse é a elasticidade ao
passo que, em liquidos, a viscosidade é a propriedade mais importante. A
viscosidade de um material pode ser definida como a propriedade fisica dos fluidos
gue caracterizam a sua resisténcia ao escoamento (TONELI et al., 2005).

Existem duas maneiras gerais de estudar aspectos reologicos: a primeira

consiste em desenvolver expressdes matematicas, que possam descrever 0s
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fendmenos reoldgicos sem fazer maiores referéncias a suas causas, e a segunda
consiste em correlacionar o comportamento mecanico observado com a estrutura
detalhada do material em questdo (SHAW, 1975). Por meio da analise reoldgica, ou
seja, de analises de viscosidade e viscoelasticidade, tém-se um indicador da
qualidade do polimero (AMANULLAH et al., 1996; MARCOTTE et al., 2001;
BORGES; VENDRUSCOLO, 2008).

Em relacdo as propriedades reoldgicas, as solugbes de xantana mostram um
comportamento pseudoplastico, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da
deformacéo do fluido. Quando em solucédo aguosa, a xantana mostra uma transi¢cao
conformacional entre cadeias ordenadas e desordenadas, dependendo da
temperatura, da forca ionica e do pH. A viscosidade das solugbes praticamente néo
se altera com a temperatura entre 4 e 93 °C, com o pH entre 1 e 13 e com forgas
ibnicas equivalentes a concentracfes de cloreto de sédio entre 0,05 e 1%. Ha
compatibilidade plena com uma grande diversidade de insumos usados
industrialmente, como metais, acidos, sais, agentes redutores, outros texturizantes,
solventes, enzimas, surfactantes e conservantes (ROTTAVA, 2005; TONELI, 2005).

3.5 Aplicagdes da Goma Xantana

3.5.1 Usos na Industria Alimenticia

A producado de biopolimeros microbianos destinados a alimentacdo humana
torna-se muito mais complexa quando comparada a sua utilizacdo em outros
produtos, uma vez que devem ser considerados seguros para 0 consumo e atender
aos requisitos das legislacdes de alimentos em vigor. Apesar dos inUmeros esforgos
em pesquisas realizadas ha mais de trés décadas, até agora apenas trés
polissacarideos estdo aprovados para uso alimentar nos EUA pela FDA: xantana
produzida por Xanthomonas campestris, gelana por Sphingomonas e dextrana por
Leuconostoc (DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007; STREDANSKY et al., 1999).

O uso de xantana na industria de alimentos tem expressiva importancia,

sendo este setor o principal consumidor desta goma. Seu uso esta presente em uma
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série de alimentos com diversas finalidades, por exemplo, textura, aparéncia,
palatabilidade, entre outras, contribuindo com a melhora dos produtos e tendo,
consequentemente, melhor aceitabilidade no mercado (CANUTO, 2006).

Devido as suas propriedades de suspensao, estabilizacdo, espessante e por
exibir propriedades pseudoplasticas a goma xantana € amplamente utilizada na
industria de alimentos, sendo o segundo polissacarideo de origem microbiana a ser
aprovado pela FDA como aditivo em alimentos. A goma exibe a capacidade de
manter as propriedades particulares de cada alimento, como a textura, viscosidade,
a liberacdo de sabor, aparéncia e controla a reologia final do produto, apresentando
comportamento pseudoplastico em solucbes, caracteristica importante para
liberacdo do sabor, sensacdo bucal e estética do produto (PETTITT, 1982,
ROTTAVA, 2005).

Devido a propriedade de solubilizacdo a goma xantana apresenta um 6timo
desempenho como estabilizante e pode ser utilizada nos mais diversos produtos
instantaneos como sopas e molhos, sobremesas, bebidas e coberturas
proporcionando uma viscosidade uniforme. Ainda apresenta compatibilidade com a
maioria dos coldides usados em alimentos, incluindo o amido, tornando-o ideal para
a preparacdo de produtos da panificacdo: paes, bolos e outros assados com baixo
valor caldérico e sem glaten (LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009; PALANIRAJ;
JAYARAMAN, 2011).

3.5.2 Usos na Industria Farmacéutica

Na industria farmacéutica a goma xantana possui importante aplicacdo sendo
usada principalmente em xaropes, cremes, emulsbes e lo¢cdes, melhora as
propriedades dos xampus e de sabonetes liquidos através de sua capacidade de
formar solugbes viscosas e de estabilizar suspensdes. Em comprimidos podem ser
usados como agentes formadores de matrizes para liberacdo controlada, com a
finalidade de se obter liberagdo prolongada e/ou controlada do farmaco. Atua

também no desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas isenta de sacarose por
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proporcionar viscosidade semelhante a produzida pela sacarose e acucar invertido
(LUBI et al., 2003).
3.5.3 Usos na Industria de Cosméticos

Em cosméticos, a utilizacdo da goma xantana € devido, principalmente, a sua
capacidade estabilizante, espessante e emulsificante. Ela melhora a retencdo de
dgua e textura em cremes, lo¢gBes e géis, proporcionando suavidade e maciez
devido a sua pseudoplasticidade. Fornece alta viscosidade em baixas concentracoes
a pastas, ajudando-os a manter sua textura tornando seu aspecto mais liso e
uniforme facilitando sua saida do tubo (CANUTO, 2006; JUNGBUNZLAUER, 2013).
Em xampus é utilizada para ajustar a viscosidade e a propriedade de escoamento, e
como agente suspensor quando h& a presenca de substancias insolUveis como
pigmentos ou outros componentes ativos (PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011,
LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009). Também €é muito utilizada em desodorantes,
cosmeéticos de cuidados com os cabelos, higiene Oral, cuidados com a pele, sabdes
e produtos de banho (JUNGBUNZLAUER, 2013).

3.5.4 Usos na Induastria Petroquimica

Em reservatorios de petroleo, a recuperacdo do 6leo se compde de etapas
gue, sequencialmente, sdo chamadas de recuperacdo primaria, secundaria e
terciaria ou métodos especiais de recuperacao, etc. (BORGES, 2007). Durante a
recuperacdo primaria a pressao natural dos fluidos que ocupam os poros do
reservatorio ou a gravidade, conduz os fluidos do reservatorio para o poco em
conjunto com técnicas de elevagdo artificiais (tais como bombas, caso a presséo
obtida com a abertura do pogo seja muito pequena). Mas apenas cerca de 5-15% do
Oleo original de um reservatorio local normalmente é produzido durante a
recuperacédo primaria. Entretanto, com o desenvolvimento de pesquisas e inovacdes
tecnolégicas na industria petrolifera, esta se tornando possivel obter melhores
resultados nas operacfes de recuperacdo secundéria e suplementar de petroleo e

gas natural. Técnicas de recuperagcdo secundaria podem prolongar a vida produtiva
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de um campo, geralmente por injecdo de agua ou de gas para deslocar Oleo e
conduzi-lo para um poco de producéo, o que resulta na recuperacédo de 20 a 60% do
Oleo original local (ERNST; YOUNG, 2013).

A recuperacdo avancada de petrdleo (Enhanced Oil Recovery — EOR) é
caracterizada pela injecdo de materiais normalmente estranhos aos presentes no
reservatorio. Dentro dos métodos especiais de recuperacdo podemos destacar
alguns dos principais: quimicos, solventes ou térmicos. Entre os quimicos, pode-se
citar a injecdo de polimeros, surfactantes e de produtos alcalinos para ajudar a
diminuir a tensdo superficial que, frequentemente, impede goticulas de 6leo de se
mover através do reservatorio. A injecdo de solventes engloba os casos de
hidrocarboneto miscivel, CO, miscivel e imiscivel, nitrogénio e gas natural, que se
expandem em um reservatorio de 6leo para empurrar o 6leo adicional para um poco
de producdo. Os métodos térmicos incluem a injecdo de vapor, dgua quente e
combustdo in situ, que ajuda a diminuir a viscosidade do 6leo, tanto leve quanto
pesado, e melhora a sua capacidade de fluir através do reservatdrio (GOWDY;
JULIA, 2005; BORGES, 2007; PEGORARO, 2012).

Apesar das etapas de recuperacao parecerem seguir uma ordem sequencial
nem sempre € conveniente usar essa classificacdo como uma sequéncia
cronoldgica, pois na recuperacdo de 6leos pesados, altamente viscosos, ele pode
nao fluir por meio da pressédo natural do reservatério, de tal modo que a energia
primaria no é suficiente para a recuperacédo do 6leo. Oleos pesados em campos de
petréleo ocorrem em inimeras partes do mundo (PEGORARO, 2012).

A revolucdo na base de conhecimento dos sistemas biol6gicos, a partir da
biotecnologia moderna vem gerando novas oportunidades de inovacdo. A MEOR —
Microbial Enhanced Oil Recovery — é uma tecnologia promissora de recuperagao
terciaria que utiliza micro-organismos e/ou seus produtos metabdlicos na
recuperacdo de Oleo residual. Este tipo de recuperacdo envolve a estimulacédo de
micro-organismos naturais do reservatério ou injecdo de consorcios microbianos
especialmente selecionados de bactérias naturais no reservatorio para produzir
eventos metabodlicos especificos que levam a melhoria da recuperacdo de petréleo
(THOMAS, 1991).
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Devido a alta viscosidade em baixas concentracbes, comportamento
altamente pseudoplastico e estabilidade da viscosidade frente a salinidade,
temperatura e condi¢des alcalinas, a goma xantana passou a ser aplicada em larga
escala na industria do petréleo, tanto em métodos especiais de recuperacdo de
petréleo, quanto em fluido de perfuracdo de pocos (BORGES et al.,, 2009;
COTTRELL; KANG, 1978).

A incorporagdo da goma xantana representa uma importante contribuicao
para o progresso dos fluidos com baixo teor de solidos. E um eficiente agente de
suspensao tanto em agua doce como em agua salgada, mantendo-se estavel em
altas concentracdoes salinas. Esta tolerancia por sal fez da xantana um dos
componentes de grande aplicacdo em fluidos de perfuracdo para ambientes ricos
em eletrélitos (DARLEY; GRAY, 1988; XIE; LECOURTIER, 1992). Nascimento et al.
(2010) enfatiza que aditivos poliméricos e lubrificantes utilizados no desenvolvimento
dos fluidos de perfuracdo desempenharam com éxito as funcBes de modificadores

reoldgicos, redutores de filtrado e agente lubrificante.

3.6. Zymomonas mobilis

A Zymomonas mobilis € uma bactéria Gram-negativa, aerdbica facultativa, em
formato de bastonetes de 2-6 um de comprimento por 1-1,4 um de largura,
geralmente aglomeradas aos pares. Podem ser moveis, possuindo de 1-4 flagelos e
perdem a mobilidade espontaneamente. Esta bactéria ndo forma esporos ou
capsulas e também ndo apresentam lipidios intracelulares e glicogénio (SWINGS;
DE LEY, 1977). Foi isolada pela primeira vez em paises tropicais a partir de bebidas
alcoolicas como o "vinho de palm" da Africa e o "pulque" uma bebida alcdolica
tradicional Mexicana, obtida a partir da seiva extraida das plantas do género Agave
(Agave atrovirens e Agave americana). Esta bactéria produz etanol a partir de
glicose através da via de Entner-Doudoroff, variacdo da glicélise na qual a glicose-6-
fosfato é convertida em 6-fosfogluconato (como a via das pentoses-fosfato) e a
seguir a 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogliconato (KDGP) em conjungdo com as enzimas

piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase (Figura 4). O etanol e didéxido de
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uando as células crescem em

condi¢cBes anaerodbias a partir do consumo da glicose (SPRENGER, 1996; BARATTI;

BU'LOCK, 1986).

Figura 4 - Metabolismo de carboidratos em Zymomonas mobilis.
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32

Nos ultimos anos tem-se despertado um grande interesse sobre a utilizagéao
da bactéria Z. mobilis na producdo de etanol combustivel, devido ao seu alto
potencial na producao de etanol, produzindo aproximadamente 1,9 mol de etanol por
mol de glicose, com velocidade trés a quatro vezes maior que a Saccharomyces
cerevisiae e rendimento de etanol, a partir da glicose, de cerca de 97% do valor
tedrico maximo. Outras caracteristicas favoraveis, tais como requisitos de
crescimento simples, alta tolerancia a acgucares (até 400 g/L) e alta resisténcia a
concentracdes de etanol (até 12%) faz deste micro-organismo um sério concorrente
as leveduras tradicionalmente utilizada em fermentacfes etandlicas (SPRENGER,
1996).

De acordo Lyness; Doelle (1980), a fermentacdo quantitativa de glicose,
frutose ou sacarose a etanol e dioxido é considerada uma caracteristica importante
do género Zymomonas. Quando a glicose e frutose sdo utilizadas como fonte de
carbono, é obtido rendimento superior a 95% em relacdo ao rendimento tedrico, pois
a fermentacdo produz quase exclusivamente etanol e CO2. Quando sacarose, um
substrato industrialmente disponivel e de baixo custo, é utilizado, o rendimento de
etanol representa 75-80% do valor teorico, em funcédo da formacao de subprodutos
como levana e sorbitol.

Como substratos para o crescimento de Zymomonas mobilis sdo utilizadas
principalmente a sacarose, frutose ou glicose como fontes de carbono (SPRENGER,
1996). Embora quando utilizada a sacarose a composi¢cdo do meio de cultivo pode
coexistir com a fermentacao etandlica, a producao de alguns subprodutos, tais como
a levana (SWINGS; DELEY, 1977), sorbitol (BARROS; CELLIGOI, 2006) e
frutooligossacarideos (DOELLE et al., 1993) e também a formacéo de alguns acidos
organicos como o acido glutamico, acido acético e acetaldeido (LEIGH et al., 1984).

A producéo de levana, durante a fermentagéo de sacarose, por Z. mobilis tem
sido relatada por diversos autores (SWINGS; DE LEY, 1977, ANANTHALAKSHMY;
GUNASEKARAN, 1999; SENTHIKUMAR; GUNASE-KARAN, 2005) e tem
despertado grande interesse devido as suas aplicacbes em diversas areas como
saude e alimentacdo humana.

Muitos micro-organismos como Bacillus subtilis, Aerobacter levanicum,

Erwinia herbicola, Streptococcus salivarius e Zymomonas mobilis produz levana de
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alto peso molecular, quando cultivada em meios de sacarose (ERNANDES;
GARCIA-CRUZ, 2005). Entre os muitos organismos produtores de levana, Z. mobilis
é considerado como um candidato potencial para a producdo em larga escala.

Zymomonas mobilis metaboliza a sacarose por meio de trés enzimas:
levanasacarase (LevU), extracelular, responsavel pela sintese de levana e fruto-
oligossacarideos; a sacarase (InvB), também extracelular, que hidrolisa a sacarose;
e a sacarase (SacA/InvA), sem localizacdo nem funcédo bem definidas. (SPRENGER,
1996).

A hidrdlise da sacarose por levanasacarase pode produzir glicose, frutose,
frutooligossacarideos e levana, no entanto, a concentracdo de cada produto
depende da concentracéo inicial de sacarose e na taxa de hidrélise da sacarose ou
acumulacao de frutose (VIIKARI; LINKO, 1986)

A levana € um exopolissacarideo obtido pela reacdo de transfrutosilacdo
durante a fermentacéo de culturas crescidas em meio rico em sacarose, mas nao em
frutose, glicose ou de sua mistura. A levana pode ser chamada também de
polifrutana por ser constituida de moléculas de frutose (ERNANDES; GARCIA-
CRUZ, 2005). Seu peso molecular pode atingir valores em torno de
aproximadamente 10" Daltons, correspondente a aproximadamente 60.000 unidades
de frutose unidas por ligagbes B-(2-6). Os polimeros de levana séo lineares ou
ramificados (graus variaveis) na hidroxila do carbono 1 (MURO et al., 2000).

A potencialidade do uso de polissacarideos de origem microbiana em
diversos setores da industria € um consenso na literatura existente e séo atribuidas
as suas propriedades e caracteristicas especificas. A levana tem despertado grande
interesse devido as suas aplicacbes em diversas areas de saude e de alimentacéo
humana. Na industria de alimentos, a levana tem varios usos potenciais, tais como:
agente espessante, fixador de cores e sabores e em produtos dietéticos. Suas
aplicacbes estdo relacionadas as suas propriedades reoldgicas que podem ser
usadas como emulsificante, estabilizante em formula¢gdes de produtos alimenticios,
outras aplicacdes como agente encapsulante, crioprotetor e osmorregulador, séo
atribuidas (CAVALCANTI, 2013).

Na area da saude a levana possui diversas aplicagfes tais como substituto do
plasma sanguineo (THACHENKO; SEVRYUGINA, 1989), agente prolongador da
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acao de farmacos, preparacdo de frutose altamente purificada para uso médico,
fator de promocdo do desenvolvimento de Bifidus, agente hipocolesterolémico
(LIEPA et al., 1993) e como imunomodulador e anticarcinogénico (CALAZANS et al.,
2000; YOO et al., 2004).

O potencial de aplicacdo da levana nos setores alimenticio e farmacéutico
tem estimulado investigacdes constantes em busca da compreensdo das vias
metabolicas envolvida na sintese de levana e em sua funcao fisiologica. Ha também
um interesse na biologia dos micro-organismos produtores visando a regulagéo da
sua formacdo e otimizacdo do processo de producdo (OLIVEIRA et al., 2007,
ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2011).

3.7 Fatores que Influenciam na Producado de Exopolissacarideos

Inimeras estratégias tém sido utilizadas para otimizar a producdo de
exopolissacarideos. E importante considerar que diversos fatores afetam a producéo
de EPS, tais como: A espécie e linhagem bacteriana, composicdo do meio,
condicbes operacionais (temperatura, pH, rotacdo e aeracdo), podendo obter
variacdes no rendimento e na qualidade do polimero produzido (GARCIA-OCHOA,
2000).

A selecdo da linhagem bacteriana pode ser considerada um dos primeiros
passos para 0 processo de producdo de exopolissacarideos (LUVIELMO et al.,
2007). Diversos estudos evidenciam uma dependéncia da linhagem utilizada na
fermentacdo com as propriedades do polimero produzido. A busca por micro-
organismos produtores de polissacarideos com propriedades funcionais que sejam
economicamente viaveis é um desafio. Segundo Meneses (2013) a linhagem é uma
das variaveis responsaveis pela variagdo na estrutura da xantana e,
consequentemente, em suas propriedades.

Segundo Luvielmo; Scamparine (2009) em processos que visam a producao
de biopolimeros, a cepa microbiana deve ser conservada por longos periodos,

através de métodos que mantenham as propriedades desejadas da cepa.
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Dentro das estratégias de melhoramento do processo para a producdo de
EPS, as cepas sao selecionadas e melhoradas por varios métodos convencionais. O
objetivo da modificagdo genética pode ser a melhoria das propriedades requeridas
para a sua aplicacdo, para se adequar ao meio suplementado, melhorar o
rendimento do produto, o desempenho, reduzindo o tempo de fermentacéo ou para
simplificar a recuperacdo e purificacdo em processos seguintes (ROSALAM;
ENGLAND, 2006).

A producdo de um inéculo de boa qualidade € um dos fatores que estdo
envolvidos na sintese de biopolimeros em processos fermentativos, sendo uma das
etapas iniciais em processos fermentativos e consiste na preparacdo de uma
populacdo de micro-organismos a partir de uma cultura estoque, que deve estar em
bom estado fisiolégico para que possam ser utilizados para a producdo em
fermentadores (WEBB; KAMAT, 1993). Dependendo das condi¢cdes de propagacao,
células bacterianas individuais dentro de uma mesma populacdo podem ser muito
heterogéneas em relacdo ao seu estado fisiolégico e sensibilidade ao stress
ambiental (HORNBAEK et al., 2004).

Trabalhos como o de Pan et al. (2000) demostram a importancia da etapa de
inoculacdo em processos fermentativos. Neste trabalho foi avaliado a concentracéo
inicial do indculo no crescimento celular e na qualidade da goma xantana produzida
por Xantomonas campestris pv. pruni cepa 06. Os resultados demostraram que 0s
tratamentos com menor concentracdo inicial de células apresentaram menor
producdo e viscosidade aparente (cP) para os biopolimeros, além de grandes
flutuacdes na curva de crescimento celular durante a fermentagéo.

Segundo Garcia-Ochoa et al. (2000) durante a producéo do inéculo, o objetivo
€ aumentar a concentracdo de células, limitando a produg&o do biopolimero, pois
este quando liberado no meio envolve as células dificultando a transferéncia de
nutrientes e oxigénio levando as células a morte. Para a produgdo em fermentador é
usualmente utilizado um volume de inoculo entre 5 e 10% do volume total do caldo.

A temperatura € um dos fatores fisicos mais criticos para a producédo de
biopolimeros. As temperaturas empregadas para 0 maior crescimento celular e

maior producdo de exopolissacarideos ocorrem na faixa de 25 a 35 °C, onde cada
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linhagem bacteriana pode apresentar uma temperatura Otima distinta (SOUZA,
GARCIA-CRUZ, 2004).

Esgalhado et al. avaliando o efeito da temperatura sobre a producdo de
xantana, pela cepa Xanthomonas campestris NRRL B-1459, demonstrou que
valores 6timos para a producéo foram encontrados com uma temperatura de 30 °C e
gue valores acima (35 °C) e abaixo (25 °C) avaliados, diminuem a producéo.

A producdo de polissacarideos e o crescimento celular também sé&o
influenciados pelo pH. Pesquisas apontam o pH neutro como o 6timo para o
crescimento da Xanthomonas campestris, sendo que, o pH do caldo pode decrescer
do pH neutro até pH proximo a 5, pela presenca de grupos acidos na xantana
(GARCIA-OCHOA et al., 2000), ou pode aumentar, dependendo da composi¢cao do
meio e da cepa utilizada.

Segundo Ernandes e Garcia-Cruz (2005), o pH 6timo para a atividade da
enzima levanasacarase, presente em Zymomonas, € de 6,5, podendo ser utilizado
pH com valores menores para a producdo adequada de levana pela mesma enzima
em meio contendo sacarose.

A agitacdo e a aeracdo sdo parametros necessarios para a sintese de
polissacarideos, que na grande maioria sdo produzidos em condicGes aerdbicas. A
aeracdo é muito importante para evitar a condicdo de anaerobiose provocada pela
alta viscosidade do meio quando o polissacarideo € produzido. Estes parametros
precisam ser investigados a fim de evitar a limitagcdo na transferéncia de oxigénio e
condicBes de estresse hidrodinamico (CASAS et al., 2000; GARCIA-OCHOA, 2000).

Para o crescimento e reproducédo as células necessitam de nutrientes para a
sintese de membrana, proteina, parece celular, cromossomo e outros componentes.
O fato de diferentes micro-organismos utilizarem diferentes fontes de carbono e
energia mostra que diferentes micro-organismos nao utilizam o mesmo mecanismo
guimico interno. A estrutura primaria da goma nao se altera com as diferentes fases
do crescimento e nem com alteracdes do meio de crescimento, seja a fonte de
carbono ou de nutrientes limitantes, mas podem afetar a estrutura das cadeias
laterais, a massa molecular e o rendimento da goma, assim, diferentes fases de
crescimento e condi¢cdes da cultura pode influenciar nas propriedades da goma
(ROSALAM; ENGLAND, 2008).
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E necessario que o meio para a producdo industrial de biopolimeros
proporcione um equilibrio entre as concentracdes necessarias para o crescimento e
para a formacdo de goma. Os requerimentos nutricionais minimos necessarios do
meio fermentativo para a biossintese de xantana sdo as fontes de carbono (C),
nitrogénio (N) e fésforo (P) (BRANDAO et al., 2010).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma da Metodologia Adotada para Avaliar

Biopolimero
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a Producéo de

Para o entendimento da metodologia adotada para avaliar a producdo e

caracterizagdo dos biopolimeros, foi esquematizado um fluxograma destacando as

principais etapas seguidas neste trabalho para obtencdo dos biopolimeros em

estudo (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma das etapas dos experimentos adotados para a producéo e

caracterizacdo dos biopolimeros.
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4.2 Meios de Cultura
Nos experimentos foram utilizados diversos meios de cultura, de acordo com
as necessidades de cada etapa do processo. Os meios usados neste trabalho estado

sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Meios de cultura utilizados nas diversas etapas do trabalho.

Item de

Nomenclatura Composicao (g/L-1) o Referéncia
K,HPO, 6,3; KH,PO, 1,8; citrato Hogness, D.S.;

Hogness de sodio 0,45; MgS0O,.7H,0 0,09; Item 4.3 Simmons
(NH4).SO, 0.9; glicerol 44 mL. (1964)
glicose 10,0; extrato de levedura

YM* 3,0; extrato de malte 3,0; peptona Iltem 4.3 Haynes et al.
50 (1955)

* peptona 10,0; extrato de levedura *

ZM 10,0; glicose 20.0. ltem 4.3 Protocolo CCT
KH,PO, 5,0; extrato de levedura
0,5; citrato de sédio 1,0; sacarose

* 1~ 1V

APD 20,0 e glicerina bruta 20,0 a base ltem 4.5.2 Ramos (2011)
de agua produzida.
K2HPO4 5,0, NH2PO4 2,5, H3803

MRT* 0,006; (NH4),S0, 2,0; FeCls Iltem 4.5.2 Rottava (2005)

0,0024; ZnS0O,0,002; CacCl,.2H,O Iltem 4.7
0,002; sacarose 50,0.

KH2P04 5,0; (NH4)2C03 0,5;

MBI* CsHgNNaO,.H,0 0,1; ext. de Iltem 4.7
levedura 0,1; sacarose 40,0.

KH2P04 5,0; (NH4)2003 0,5;

Modificado de
Ramos (2011)

CsHgNNaO,4.H,O 0,1; ext. de Modificado de

*

MBI} levedura 0,1; xarope de glicose UElic.or Ramos (2011)
40,0.
KH,PO,5,0; ext. de levedura 0,5; -

MBIII* citrato de Sédio 1,0; sacarose Iltem 4.7 Modificado de
40,0. Ramos (2011)

*YM (Yeast Malt); ZM (Zymomonas Medium); APD (Meio a base de agua produzida); MRT (Meio
extraido de Rottava, 2005); MBI, MBII, MBIIl (Variagbes do meio Ramos, 2011); Protocolo CCT
(protocolo de crescimento da Z. mobilis CCT 4494, fornecido pela FAT)

4.3 Micro-organismos

Para o presente estudo foram selecionadas duas linhagens do género

Xanthomonas e uma linhagem do género Zymomonas. As linhagens utilizadas
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foram: (i) Xanthomonas axonopodis pv. manihot 1182 (Xax 1182), oriunda da
Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico (IBSBF), Campinas — SP,
(i) Xanthomonas campestris CCT 0001(Xac 0001) e (iii) Zymomonas mobilis CCT
4494 (Zym 4494), ambas cedidas pela Colecdo de Culturas Tropical (CCT) da
Fundacdo André Tosello (FAT) Campinas, SP — Brasil, tendo, respectivamente, as
nomenclaturas e os respectivos cédigos de identificacéo citados acima.

A fim de verificar algumas caracteristicas morfolégicas das colbnias, foram
realizados ensaios de coloracdo de Gram e semeadura em estrias em agar YM
(Yeast Malt) e agar ZM (Zymomonas Medium), para as linhagens de Xathomonas e
Zymomonas, respectivamente.

Para preservar as culturas e diminuir o risco de alteracdo no perfil genético,
foi realizado o congelamento das linhagens em Ultra-freezer da marca
Thermolectron (2006) a -70 °C. O procedimento de congelamento constou das
seguintes etapas: incubacdo da cultura em meio YM liquido para a Xathomonas, e
meio ZM liquido para a Z. mobilis a 28 °C £ 2 °C, sob agitacdo de 120 rpm por 24
horas; adicdo de 0,5 mL do in6culo e 0,5 mL do meio Hogness (Tabela 2);
homogeneiza¢do da mistura, sendo a suspenséao aliquotada em microtubos estéreis
(1,5mL), devidamente identificados; e congelamento imediato em Ultra-freezer -70
°C. Todos os procedimentos foram realizados de forma asséptica.

As linhagens de Xax 1182 e Xac 0001 foram reativadas em meio YM e para a
linhagem Zym 4494, foi utilizado o meio ZM (Tabela 2). As culturas foram incubadas
a 28 °C por 24h. Ap6s esse periodo foram feitos os indculos para 0os meios

fermentativos.

4.4 Curva de Crescimento

4.4.1 Curva da Zymomona mobilis CCT 4494 (Zym 4494)

Foi realizado uma curva de crescimento celular para a Zymomonas mobilis

CCT 4494 através da transferéncia asséptica de 1 mL de indculo inicial em

Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio ZM liquido. Estes foram incubado
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em agitador orbital, com agitacdo de 120 rpm, a 28 °C = 2 °C. Foram utilizados 3
Erlenmeyers para cada tempo avaliado, sendo em seguida sacrificados. Inicialmente
amostras foram retiradas a cada 4 horas, prosseguindo com retiradas a cada 6
horas a partir do periodo de 24 horas de crescimento, durante 72 horas de
crescimento.

A avaliacdo do crescimento celular foi realizada por leitura de absorbancia e
contagem expressa em UFC (Unidades Formadoras de Colbnias). Para a andlise da
densidade o6ptica, foi utilizado o Espectrofotdmetro (HAch, HACH DR/2500) em
comprimento de onda de 560nm contra um branco constituido pelo meio de cultura
ZM sem inéculo. Para a contagem de UFC, foi utilizado meio de cultura ZM &agar
para a semeadura das culturas através da técnica de disseminacdo com al¢ca de
Drigalsky e diluicdo seriada com solucao salina 0,9%. A contagem das coldnias foi
feita apds um periodo de 16 a 24 horas apds a semeadura. A curva de crescimento
microbiana foi construida a partir dos dados de absorbancia e contagem total. Os

ensaios foram realizados em duplicata.

4.4.2 Curva da Xanthomonas axonopodis pv manihot 1182 (Xax 1182)

A construcdo da curva da Xanthomonas axonopodis pv. manihot 1182 se deu
com a mesma metodologia empregada para a Zymomonas mobilis CCT 4494,
alterando apenas o meio de ativacdo e crescimento, que foram, respectivamente,
agar Yeast Malt (YMA) e Yeast Malt (YM).

A estirpe utilizada neste trabalho é oriunda da reclassificagdo taxondémica da
Xanthomonas campestris pv manihot — 1182, que passou a se chamar Xanthomonas
axonopodis pv manihot — 1182 (VAUTERIN et al, 2000). Contudo, muitos trabalhos

ainda trazem a antiga nomenclatura da X. campestris pv manihot.



42

4.6 Teste de Compatibilidade entre as Cepas Selecionadas

Foram realizados testes para verificar se a cepa da Zym CCT 4494 cresciam
em cultivo consorciado, juntamente com as cepas de Xac 0001 e Xax 1182,
selecionadas para o processo de producéo.

As cepas foram ativadas em Erlenmeyer de 250mL contendo 50 mL de meio
YM e ZM liquido, para as cepas de Xanthomonas spp. e Zymomonas,
respectivamente. Os Erlenmeyers foram colocados em incubadora (Tecnal, TE —
424), com agitacdo de 120 rpm e mantidos a uma temperatura de 28° + 2 °C, por 24
horas. Apos esse periodo, aliquotas de 100 pL de cada cultura foram semeadas por
estrias em placa de Petri contendo meio agar ZM e incubados em estufa
bacteriolégica a 28 °C + 2 °C por 24 horas.

Para a realizacao do teste de compatibilidade, culturas das estirpes Xax 1182
e Xac 0001 foram testadas contra a cepa de Zym 4494, como mostra o esquema
ilustrado na Figura 6. Uma placa contendo culturas puras de cada bactéria serviu de
tratamento controle. As placas foram avaliadas com 24 e 48 horas, realizada através
de analise visual, observando o crescimento da cultura e/ou formacdo de halo de

inibicdo. Foram feitas duplicatas para cada ensaio.

Figura 6 - Esquema do teste de compatibilidade entre as linhagens de Xanthomonas
ssp. e Z. mobilis.

Z. mobilis 2. mobilis

X. CCT 0001

>

X. Manihot 1182

X. CCT 0001 X. Manihot 1182
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4.5 Avaliacdo do Efeito da Adicdo de Etanol na Producao de Biopolimero por
Xanthomonas sp. em Meio Convencional e Alternativo 4 Base de Agua

Produzida da IndUstria do Petréleo

Neste item, encontra-se a metodologia utilizada para avaliar o feito da adicéo
de etanol na producédo de goma xantana, pela linhagem Xanthomonas axonopodis
pv. manihot 1182 (Xax 1182).

Para avaliar a influéncia do etanol no processo de producdo da xantana,
pequenos volumes de alcool etilico absoluto P.A. (Etanol) foram adicionados ao
longo do processo, em intervalos de 12 horas, até atingir as concentracoes finais de
2, 3 e 4% e comparados com o controle (sem adicdo de etanol), de acordo com o
planejamento experimental apresentado na tabela 3. Para todas as concentragoes,
incluindo o controle, a producdo da goma foi avaliada nos tempos de 24 e 72 horas.

A fragmentacdo do volume de etanol até que alcancasse a concentragao final
desejada para cada tratamento, teve como medida diminuir o possivel estresse a
bactéria causada pela abrupta elevacdo de alcool no meio e, ao mesmo tempo,
como condi¢des simulatérias para o cultivo em consorcio com as cepas Xax 1182 e
Zym 4494 (itens subsequentes), de maneira a empregar uma elevacao gradativa da

concentracéo de etanol ao meio.

Tabela 3 - Planejamento experimental para a adicdo de etanol, em diferentes
concentracdes, aos meios de producéo de goma xantana.

Tempo (horas)
Vol. final etanol Volumes adicionados ao longo da produgao (uL)
0 12 24 36 48 60 72
Controle - - - - - -
1000 uL (2%) 74 150 200 250 326 -
1500 uL (3%) 112 224 300 376 488 -
2000 pL (4%) 150 300 400 500 650 -
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4.5.1 Producao de Células para Inéculo

Para a producéo do inéculo, inicialmente preparou-se o pré-inéculo partindo
da reativagdo da cultura mantida a -70 °C em ultra-freezer e transferindo-a para 50
mL de meio YM liquido, em Erlenmeyers autoclavados com capacidade de 250 mL.
Os Erlenmeyers foram incubados em agitador orbital, shaker (Innova, New
Brunswik), a 120 rpm e mantidos a temperatura de 28° + 2 °C, por 24 horas.

A segunda etapa teve inicio apés as 24h, onde ocorreu o preparo do inoculo.
Este preparo se deu através da transferéncia asséptica de 1000 pL de pré-indculo
para Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio YM. O inéculo foi entédo
incubado em agitador orbital, com agitacdo de 120 rpm, a uma temperatura de 28 °C
+ 2 °C, até atingir a densidade o¢tica de 2,0 (DO560 nm = 2,0), que correspondeu ao
otimo da fase exponencial da cepa utilizada. Essa faixa de absorbancia é atingida
em torno de 12 horas de incubacéo e corresponde a uma concentracdo celular em

torno de 10 UFC/mL de acordo os dados obtidos a partir da curva de crescimento.

4.5.2 Producdo de Goma Xantana

A producdo de goma xantana foi realizada em Erlenmeyers com capacidade
para 250 ml, contendo 50 mL dos meios de producdo convencional (MRT) e
alternativo (APD), a base de &gua produzida da induastria do petréleo,
suplementados com sacarose e Glicerina Bruta (Tabela 2). O meio APD foi
posteriormente pasteurizado a 65°C por 30 minutos (RAMOS, 2011). Ja o meio MRT
foi autoclavado a temperatura de 121°C por 15 minutos (ROTTAVA, 2005).

Os meios de produgédo foram inoculados com 14% (v/v) de Xanthomonas
axonopodis pv. manihot 1182, incubados em agitador orbital a 180 rpm, a 28°C *
2°C (GARCIA-OCHOA et al., 2000; ESGALHADO et al., 1995; PSOMAS et al., 2007)
e avaliados nos tempos de 24 e 72 horas, apés a adicdo de alcool segundo o

planejamento experimental (Tabela 3).
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4.5.3 Recuperacédo do Biopolimero

Para a obtencdo do biopolimero o caldo de fermentacdo de 72 horas foi
centrifugado em uma velocidade de 5500 rpm por um tempo de 40 minutos, a uma
temperatura de 4 °C, para a remocao das células. Ao sobrenadante foi adicionado
etanol (1:3, v/v) para a precipitacdo da goma, sendo observada imediatamente a
formacao do precipitado. A goma precipitada foi armazenada sob refrigeracdo (+ 4
°C) durante 12 horas. Transcorrido o tempo de refrigeracdo as amostras foram
novamente centrifugadas em uma velocidade de 7000 rpm, durante 30 minutos, a
uma temperatura de 4 °C, para recuperacdo do biopolimero precipitado que foi
mantido em estufa (50 °C + 5 °C/ 24 horas) até atingir massa seca constante. O
polissacarideo foi armazenado em frasco vedado para as analises posteriores
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; GIAVASIS et al., 2003; PACE, 1991).

4.7 Avaliacdo da Producéo de Biopolimero em Diferentes Meios Utilizando as
Linhagens Xax 1182 e Zym 4494

A fim de verificar a producao pelas linhagens Xax 1182 e Zym 4494, na fase
preliminar dos ensaios, consideraram-se quatro situacdes distintas em termos de
suplementacdo dos meios adotados com vistas a biossintese de biopolimero. O
meio de producdo mais completo (MRT), mostrado na Tabela 2, foi extraido de
Rottava (2005). As demais composi¢des dos MBI, MBIl e MBIl foram investigadas a
partir de modificagdes do meio descrito por Ramos (2011), por exclusdo de algumas

substancias (Tabela 2).

4.7.1 Producao de Células para In6culo

A producéo de células foi realizada como descrito no item 4.5.1 empregando

0s meios ZM e YM para as linhagens Zym 4494 e Xax 1182, respectivamente.
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O preparo do inoculo da Zym 4494 se deu até DO560 nm = 1,0 que
correspondeu ao 6timo da fase log desta cepa. Essa faixa de absorbancia é atingida
em torno de 16h de incubacdo e equivale a uma concentracao celular em torno de
10° UFC/mL.

4.7.2 Producao e Recuperacdo do Biopolimero

A producdo e a recuperacdo da goma foram realizadas como descrito nos
itens 4.5.2 e 4.5.3. Para avaliacdo da producédo do consorcio, os meios MRT, MBI,
MBIl e MBIII (Tabela 2) foram inoculados com 7,0% (v/v) do inéculo X. axonopodis
pv. manihot 1182 e 7,0% (v/v) do in6culo de Z. mobilis. Também foi avaliado a
producado de polimero por cada cepa isoladamente, inoculando 14% (v/v) do in6culo
de cada cepa, sendo entdo incubados em agitador orbital a 180 rpm, a temperatura
de 28°C + 2°C por 72 horas.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e foram avaliadas como

variaveis resposta a producao de biopolimero.

4.8 Avaliacdo do Efeito das Variaveis de Processo (Temperatura e Agitacdo)

por Meio da Metodologia de Superficie de Resposta

A Metodologia de Superficie de Resposta (ou RSM, de Response Surface
Methodology), € uma colecdo de técnicas matematicas e estatisticas usada para a
modelagem e andlise de problemas em que se permite selecionar a combinacdo dos
niveis 6timos dos fatores na obtencdo da melhor resposta para um determinado
processo ou produto.

Para avaliacdo da producédo de biopolimero do consércio microbiano foi
realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) (fatorial completo)
2% + 4 nas condi¢Bes axiais, mais triplicata no ponto central, totalizando 11 ensaios.

Os valores utilizados no planejamento estdo apresentados na tabela 4 e o

planejamento experimental na Tabela 5.
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Tabela 4 - Valores estabelecidos para o planejamento fatorial da variagdo da
temperatura (X1) e agitacdo (X2) no consorcio microbiano para a producdo e
propriedades do biopolimero.

Niveis das Variaveis

-1,41 -1 0 1 1,41
Temperatura (X1) 22 24 28 32 34
Agitacdo (X2) 95 120 180 240 265

Tabela 5 - Planejamento experimental dos ensaios com diferentes condi¢cdes de
temperatura (°C) e agitacdo (rpm) no consércio microbiano para a producdo de
biopolimero.

X1 X2
N°de Ensaios ™ gmeratura Agitacao
(°C) (rpm)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 1
5 -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 1,41
8 0 +1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

As duas variaveis independentes avaliadas foram: X1 = Temperatura (°C), X2 =
agitacdo (rpm) tendo como resposta a producdo (Y1 = producdo em g.L?) e a
viscosidade (Y2 = viscosidade em cP) do biopolimero, obtendo assim a melhor
relacdo da faixa de temperatura e velocidade de agitacdo na concentracdo e
propriedades do biopolimero. Ap6s a fermentagdo, o0 meio seguiu as etapas de

recuperacédo descritas no item 4.5.3.
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4.9 Avaliacdo do Consumo de Substrato e Formacéao de Produto

Com o objetivo de avaliar o desemprenho do consorcio microbiano no
consumo de substrato e formacdo de exopolissacarideos, foi realizada uma
fermentacao utilizando o meio de producéo selecionado a partir do item 4.7, que
obteve a melhor relacdo C:N e melhor producdo de biopolimeros. As condicdes
Otimas de crescimento para a producdo de biopolimero (temperatura e agitacéo)
foram determinadas apds andlise dos resultados obtidos no item 4.8.

A biomassa celular ndo pode ser determinada devido as duas linhagens
envolvidas no consorcio apresentarem necessidades nutricionais muito similares,
dificultando a implementacdo de meios seletivos para contagem em placa. Ao passo
gue a contagem na mesma placa foi dificultada, pois a Xax 1182 exibia uma
velocidade de crescimento maior que a da Zym 4494, impossibilitando a visualizagéo
do crescimento da mesma.

A andlise de consumo de substrato foi realizada pela determinacdo de
acUcares totais pelo método fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

4.10 Caracterizacao do biopolimero

4.10.1 Analise da Viscosidade Aparente

Foram analisadas a viscosidade aparente das solu¢des dos biopolimeros
resultantes da producdo dos meios inoculados com Xax 1182 e Zym 4494
produzidas.

ApoOs a secagem em estufa a 50 °C, o biopolimero foi acondicionado sob
vacuo em dessecador para posterior preparo da sua solugédo a 1% (m/v) em agua
deionizada a 25 °C. O procedimento de hidratacéo da solucdo a 1% foi realizado sob
agitacdo magnética e aquecidas a 60 °C até total dissolucdo da goma (RAMOS,
2011; ZHANG et al., 1996).

As andlises da viscosidade das amostras foram realizadas em Rebmetro

Brookfield Rotacional, modelo LVDV llI+, acoplado a um banho-maria, utilizando-se
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0 adaptador para pequenas amostras, spindle 18, o que permite variar a taxa de
cisalhamento de 0 a 264 s™ e a viscosidade de 1,3 a 30000 cP. As leituras foram
realizadas em intervalos de 10 segundos, variando-se a taxa de cisalhamento (0-264
s™).

As unidades de medida utilizadas s&o: centipoise (cP) = m.Pa.s, para
viscosidade aparente, 1/segundo (s™) para taxa de cisalhamento e dyna/centimetro

quadrado (D/cm?) para tensdo de cisalhamento.

4.10.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FT-IR

As analises espectroscépicas de infravermelho foram executadas na Instituto
de Quimica da Universidade Federal da Bahia. Amostras de xantana comercial e
biopolimero obtidas a partir de condi¢ces otimizadas do consorcio microbiano foram
analisadas em equipamento Shimadzu IRAffinity-1 FTIR Spectrophotometer,
operando em janela espectral de 400 a 4000 ondas.cm™. Foram preparadas em
pastilhas de KBr seco (padrao cromatografico, 100 mg) com aproximadamente 1 mg
de amostra purificada. A mistura foi entdo prensada em uma prensa hidraulica
(Bovenau, P15 ST) usando um molde (ICL, ICL’s Macro/Micro KBr die) e 7 toneladas
de pressdo. Antes da andlise de cada amostra o equipamento foi programado para
realizar um espectro de background do ar, sendo este utilizado para descontar a
influéncia dos componentes do ar no espectro.

Foram adquiridos sequencialmente trés espectros para cada amostra, 0s
quais foram processados e analisados com auxilio do Software do préprio

equipamento.

4.11 Analise Estatistica

Os resultados da producéo de biopolimero foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA), e submetidas a testes de comparacdo de média a 5% de
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probabilidade. Todos os valores sdo apresentados em médias. Para a analise

estatistica dos dados foi utilizado o software Estatistica 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva de Crescimento

5.1.1 Curva da Zymomona mobilis CCT 4494 (Zym 4494)

Esta etapa foi essencial para a padronizacdo do inéculo resultando em maior
confiabilidade e reprodutibilidade aos experimentos.

A curva de crescimento para a Zym 4494 pode ser observada na Figura 7,
onde se verifica que a maxima velocidade de crescimento da fase logaritmica
ocorreu em torno das 16 horas de incubacdo a uma temperatura de 28 °C £ 2 °C,
com agitacdo de 120 rpm. Esta faixa de tempo de incubacdo corresponde a uma
concentracdo celular média de 10° UFC/mL, sendo, portanto, essa concentracdo
celular utilizada como inéculo. E possivel, ainda, observar um segundo estagio da
fase exponencial, ou seja, uma segunda inclinacéo da reta entre 16 e 36 horas, isso

ocorre muito provavelmente pelo fato da bactéria iniciar a producdo de biopolimero.

Figura 7 - Curva de crescimento bacteriano da Zym 4494, em meio ZM, 28 °C £ 2 °C
a 120 rpm.
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Os dados obtidos da curva de crescimento por contagem (UFC/mL) foi

correlacionados com os dados de absorbancias através da regresséo linear
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referente a fase log da curva de crescimento, plotando-se os valores absorbancias

versus log dos valores das contagens obteve-se a seguinte equacéo (Eq.1) e R?:

y =0,1039x + 6,7296 Eq. 1
R2=0,9444
Com esta equacao é possivel, dentro da fase exponencial, que ocorreu entre
4 e 16 horas, conhecendo-se a absorbéancia em 560 nm, estabelecer os valores

meédios de concentracdo celular (UFC/mL).
5.1.2 Curva da Xanthomonas axonopodis pv manihot 1182 (Xax 1182)

Os dados da concentracdo celular correspondente ao oOtimo da fase
exponencial da cepa Xanthomonas pv manihot 1182 (Xax 1182) pode ser
observadas na figura 8, onde se verifica que a méaxima velocidade de crescimento
ocorre na fase logaritmica em torno das 12 horas de incubacdo a temperatura de
28°C, com agitacdo de 120 rpm. Esta faixa de tempo de incubacgéo corresponde a
uma concentracdo celular média de 10 UFC/mL, sendo, portanto esta
concentracao celular utilizada como in6culo. De mesmo modo que ocorre com a Zym
4494, é possivel visualizar um segundo estagio na fase exponencial relacionado a

producao de biopolimero.

Figura 8 - Curva de crescimento bacteriano da Xax 1182, em meio YM, 28 °C + 2 °C
a 120 rpm.
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Através da regresséao linear referente a fase log, que ocorreu entre 4 e 12
horas da curva de crescimento, plotando-se a média das absorbancias versus o log
da média das contagens, obteve-se a seguinte equacdo (Eq. 2) e R? para a

Xanthomonas axonopodis pv. manihot 1182:

y = 0,1446x + 0,5475
R2=0,969
Com esta equacao é possivel, dentro da fase exponencial, conhecendo-se a

Eq. 2

absorbancia em 560 nm, estabelecer os valores médios de concentracdo celular
(UFC/ mL).

A fase log observada na curva da Xanthomonas axonopodis pv. manihot 1182
nesse trabalho foi inferior ao observado por Rottava (2005), que avaliou o
crescimento bacteriano do in6culo da mesma linhagem de Xanthomonas e mesmas
condig¢@es iniciais de inéculo, e obteve 6timo da fase log entre 20 e 30 horas, com
concentracdo celular de 10 UFC/mL.

Foi semelhante a Baiocco (1997), que ao realizar curva de crescimento
bacteriano da linhagem Xanthomonas axonopodis pv. manihot N° 280, encontrou o
apice da fase logaritmica em torno de 20h, numa rotacdo de 200 rpm, bem como a
Mesomo (2007) que o 6timo da fase de crescimento ocorreu entre 8 e 20 horas de
incubacdo com concentracado celular média de 108 UFC/mL de Xanthomonas sp, sob

as mesmas condicfes operacionais utilizadas nesse trabalho.

5.2 Teste de Compatibilidade entre as Cepas Selecionadas

O resultado para o teste de compatibilidade entre as cepas de Xanthomonas
candidatas ao consorcio, mostraram que a Zym 4494 inibiu o crescimento da cepa
de Xac 0001 (Figura 9 A). Por outro lado, observa-se que a Zym 4494 exibiu boa
compatibilidade com a cepa de Xax 1182 (Figura 9 B).
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Figura 9 - Teste de compatibilidade entre Zym 4494 e Xac 0001 (A); e Xax 1182 (B).

Nas condi¢cBes deste experimento a bactéria Xax 1182 apresentou maior
potencial para o uso do consoércio microbiano com vistas a producgéo de biopolimero,
apresentando melhor compatibilidade de crescimento junto a Z. mobilis (Zym 4494),
exibindo uma discreta competicao por substrato.

De acordo com Cherubin (2003), diferentes linhagens, tanto de levedura
quanto de bactérias, podem afetar de maneira distinta o crescimento ou a viabilidade
de outro micro-organismo presente no cultivo. Acredita-se que a competicdo por
nutrientes é, realmente, um dos mecanismos de a¢édo envolvido no antagonismo.

Lima (2002) investigou a capacidade de producdo de compostos com
atividade bacteriocinogénica em seis linhagens de Z. mobilis (CP4, Z1-86A, Z1-86B,
Z1-87, Z1-88 e Z2-88) contra diferentes espécies de bactérias, Gram-positivas e
Gram-negativas, patogénicas ao homem (E. coli, Salmonella enteritidis,
Streptococcus faecalis e Staphylococcus aureus), onde foi observado que todas as
linhagens de Z. mobilis testadas apresentaram atividade bacteriocinogénica em
diferentes graus. Aquele autor ainda relata que o padrdo de atividade das
bacteriocinas pode variar de uma linhagem para outra e os halos de inibigdo
produzidos também podem variar quando testados com diferentes linhagens.

O efeito antagbnico de Zymomonas mobilis sobre Escherichia coli,
Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrheae, Trichomonas mobilis e Staphylococcus
aureus foi mostrado por Souza (1973), ao inocularem em pacientes portadores de

colpite e vulvovaginite.
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5.3 Efeito da Adicdo de Etanol na Producdo de Biopolimero (Goma Xantana)

em Meio Convencional e Alternativo pela Cepa Xax 1182

A Tabela 6 apresenta as médias e desvio padrédo dos resultados obtidos para
a producdo de goma xantana com a Xax 1182, adicionando diferentes
concentracfes de etanol ao longo do processo fermentativo em meio convencional e
alternativo. Foi aplicado o teste de Tukey para comparacdo de média a 5% de
probabilidade. A analise estatistica dos resultados, através do teste de Tukey, foi
realizada individualmente para cada tempo, considerando as diferentes
concentracbes de etanol utilizadas e os dois tipos de meios. Os resultados
demostraram diferencas significativas entre si (p<0,05), tanto para as diferentes
concentracbes de etanol utilizadas quanto em relagdo aos diferentes meios

empregados para producdo (meio convencional e alternativo).

Tabela 6 - Médias e desvio padrdo da producdo de goma xantana adicionando
diferentes concentracdes de etanol ao longo do bioprocesso em meio convencional
(MRT) e alternativo a base de agua produzida da industria do petréleo (APD).

Tempo (Horas)

24 Horas 72 Horas

[etanol]%

Producado/Rendimento Producédo/Rendimento

Convencional Alternativo Convencional Alternativo
Controle 3,14 + 0,32Bb 5,92 +1,27Ba 3,93 +0,04Bb 6,37 + 0,81Aa
2% 3,91 + 0,60Bb 7,68 + 0,31Aa 3,86 +0,17Bb 6,75 + 0,78Aa
3% 3,81 + 0,65Ba 3,64 +0,54Ca 4,08 + 0,58Bb 6,79 + 0,94Aa
4% 6,33 + 0,16Aa 5,65+ 1,20Ba 5,98 + 0,81Ab 7,69 + 0,42Aa

Médias seguidas de mesma letra mailscula ha mesma coluna e mindscula ha mesma linha néo
diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, a melhor producao
de biopolimero com meio convencional foi obtido quando adicionados 4% de etanol
ao meio no tempo de 24 horas de fermentacao, alcancando uma producdo maxima
de 6,33 g/L (p<0,05). Esta condicdo elevou a producdo em aproximadamente

101,6% de formag&o de biopolimero a mais do que quando a fermentacdo seguiu
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sem adicdo de etanol (tratamento controle), que obteve producdo da ordem de 3,14
g/L.

E possivel observar ainda que para o meio alternativo a maior concentragéo
de biopolimero (7,69 g/L) foi obtido quando adicionados 4% de etanol ao longo do
processo, com um aumento de 20,7% na quantidade de polimero recuperado no
tempo de 72 horas em relacdo ao tratamento controle, sem adicdo de etanol.
Contudo, o melhor resultado foi obtido quando adicionado 2% de etanol ao meio de
producdo no tempo de 24 horas, alcancando uma producéo de 7,68 g/L, cerca de
1,76 vezes a mais que o tratamento sem adicdo de etanol, um aumento de
aproximadamente 30%. Este incremento na producdo em 24 horas evidencia um
ganho substancial no tempo de fermentacdo, o que representa grande vantagem
industrial no tempo de fornecimento do produto e na reducéo do custo de producao,
com a possibilidade de reducdo da concentracdo de fonte de carbono, uma vez que
ainda resta uma grande quantidade de substrato que ainda nado foi metabolizado.
Segundo Pradella (2006) os custos com a fonte de carbono exercem papel crucial
na composicdo do custo de producdo de polissacarideos. Nao houve,
estatisticamente, diferencas significativas no meio alternativo entre os tratamentos
com adicdo de etanol e o controle, sem adicdo de etanol, mas o aumento na
producédo de biopolimero € importante sob o ponto de vista de producao comercial.

Desconsiderando os efeitos da adicdo de etanol, avaliando apenas o0s
tratamentos controles, é possivel observar que o meio alternativo se mostrou mais
favoravel a producédo de goma xantana, produzindo 88,5 e 62,1% a mais que 0 meio
convencional nos tempos de 24 e 72 horas, respectivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho com a producdo de goma xantana
utilizando o meio alternativo (APD) pode ter sido influenciado pela utilizacdo de meio
a base de agua produzida da industria de petrdleo, visto que, a composi¢cdo quimica
da agua pode variar bastante a depender do po¢o onde a mesma foi coletada. Essa
ideia é corroborada pelos resultados encontrados por Ramos (2011), que utilizando
meio a base de agua produzida suplementada com sacarose e glicerina bruta,
obteve uma variacdo entre 1,69 e 4,85 (g.L") na producdo de goma xantana

sintetizadas pela cepa de Xanthomonas campestris XC02.
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O perfil quimico da agua produzida pode variar consideravelmente na sua
composicdo e qualidade, sendo os dois principais fatores que influenciam nas suas
caracteristicas, a formacao geoldgica e a localizacdo geografica do reservatorio de
petréleo (STEWART; ARNOLD, 2011). Compostos quimicos como sulfatos, cloretos,
nitratos e outros minerais presentes na agua produzida, podem influenciar
diretamente na sobrevivéncia dos micro-organismos e ha producdo de
exopolissacarideos. Sendo assim, a suplementacdo quimica requerida para a
producéo de biopolimeros com agua produzida, pode variar de po¢o para poco.

Alguns trabalhos relacionados a producdo de goma xantana usando residuos
agroindustriais foram relatados na literatura, dentre os quais, a producdo de goma
xantana a partir de glicerina residual do biodiesel e residuo liquido do sisal foi
realizada por Assis et al (2014), com producdo que variou de 0,36 a 2,40 g.L™ de
biopolimero a 28 °C, 250 rpm por 120 horas com as cepas de Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis 1182 e 356. Resultados superiores aos de Assis et al.
(2014) e semelhantes aos deste estudo foram encontrados por Brandao et al (2013),
utilizando glicerina residual do biodiesel, onde foi possivel obter uma producao de
7,23 gL a 28 °C, 250 rpm por 120 horas, utilizando a cepa X. campestris
mangiferaeindicae 2103. Brandao et al. (2010) estudando a producéo de xantana
por 4 cepas de Xanthomonas campestris incluindo a cepa 1182, sob as condicbes
operacionais de 250 rpm, na temperatura de 28 + 2°C por 120 horas, obtiveram uma
producdo que variou de 6,79 a 13,83 g.L em meio alternativo com soro de
mandioca. Silva e colaboradores (2009) avaliando a producdo por X. campestris
1230 e X. campestris 1182, em condi¢cdes otimizadas por meio do planejamento
composto central (CCD-central composite design), obtiveram uma producdo maxima
de aproximadamente 25 g.L™ no tempo de 72 horas a 28 °C e velocidade de
agitacdo de 180 rpm. Segundo Costa et al. (2014) 2,64, 2,60 e 1,95 g.L™* de goma
xantana foram obtidas a partir da fermentacdo de casca de camaréo, utilizando as
cepas X. campestris pv. manihotis 1182, X. campestris pv. campestris 254 e 629,
respectivamente, fermentadas a 28 °C durante 120 horas sob agitagdo de 250 rpm.
A partir da fermentacdo de casca de coco verde Nery et al. (2013) obteve uma
producdo de aproximadamente 10,0 e 2,0 g.L* em biorreator e em shaker,

respectivamente. A fermentacédo de suco de maca resultou em 45 g.L™* de goma
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xantana (DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007), enquanto que da polpa de tapioca da
indUstria de sagu tratado com Aacido sulfdrico, 7,1 g.L™ (GUNASEKAR et al. 2014) e
residuos agroindustriais de café, 5,8 g.L™ (WOICIECHOWSKI et al. 2000). S&o
alguns dos estudos de bioconversdes de residuos agroindustriais.

5.4 Producéo de Biopolimero em Diferentes Meios de Producgéo por Xax 1182 e

Zym 4494 em Cultivo Isolado e em Consorcio.

A Tabela 7 apresenta a média dos resultados obtidos para a producdo de
biopolimeros (g/L) entre os cultivos isolados das linhagens de Xax 1182 e Zym 4494
e do consoércio entre as duas cepas, em diferentes meios de producéo. Foi aplicado
um teste de comparacdo de médias (Tukey), para determinar diferenca significativa
entre os tratamentos. Os resultados mostraram diferenca significativa entre si
(p=0,05), indicando que tanto os meios quanto as bactérias inoculadas influenciaram

na producédo de biopolimero.

Tabela 7 - Comparacao de médias pelo teste de Tukey da producao de biopolimeros
a partir de cultivos isolados e em consorcio das linhagens Xax 1182 e Zym 4494 em
diferentes meios de producéo.

Média da producéo (g/L)

Bactérias
Inoculadas Meios utilizados
MBI MBII MBIII MRT
Xax 1182 1,31Cb 1,55Bb 1,60Cb 4,16Ca
Zym 4494 4,45Ac 0,57Cd 10,51Aa 7,83Ab
Consorcio* 3,34Bc 4,03Abc 4,32Bb 6,56Ba

Médias seguidas de mesma letra mailscula ha mesma coluna e mindscula na mesma linha néo
diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

* O consorcio bacteriano constitui-se do co-cultivo a partir das linhagens de X. axonopodis 1182 e Z.
mobilis CCT 4494.

Considerando a producdo média de biopolimero nos diferentes meios, pode-

se observar que houve diferenca estatistica entre os cultivos isolados e em
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consorcio. Analisando individualmente cada meio, é verificado que a maior producao
com o consorcio foi obtido no meio MRT, produzindo 6,56 g/L). Para o meio MBI, a
maior producao de biopolimero foi encontrada a partir do cultivo com a Zymomonas
(4,45 g/L). J& para o meio MBIl o melhor resultado foi observado com a interagédo
das duas cepas, produzindo 4,03 g/L. Para o meio MBIIl a melhor média de
producao foi obtida a partir do cultivo da Zymomonas (10,51 g/L).

O meio MRT apresenta uma maior carga organica de fonte de carbono
quando comparada com 0s outros meios, apresenta também, uma melhor relacédo
C:N, sendo este nitrogénio encontrado na forma de sulfato de amoénia [(NH4).SO;]. O
aumento da concentracdo de carbono no meio de fermentacédo pode ser relevante
para aumentar a producdo, particularmente se o produto for um polissacarideo
(GIAVASIS et al., 2000). J& o nitrogénio tem sido descrito como nutriente limitante, e
bons rendimentos de polissacarideos requerem valores adequados para a relagéo
carbono/nitrogénio (SUTHERLAND, 1990). Desta forma, o meio MRT se mostrou o
mais adequado para os planejamentos experimentais.

Comparando individualmente as bactérias inoculadas nos diferentes meios
observou-se que para producdo com Xanthomonas obteve-se o melhor resultado
com o meio MRT (4,16 g/L), os demais meios ndo houve diferenca estatistica. Ja
para a producdo a partir do cultivo com a bactéria Zymomonas pode-se observar
diferenca significativa entre os meios, sendo o meio MBIII (10,51 g/L) o melhor meio
para a producdo de biopolimero. Em relacdo ao cultivo consorciado das duas
bactérias também pbde-se observar diferencas significativas, sendo que o meio
MRT (6,56 g/L) obteve o resultado mais satisfatério quando comparado com o0s
demais meios testados. Houve semelhanca entre os meios MBI e MBII, e ainda
entre o MBIl e MBIII.

A baixa producéo de levana encontrada para Zymomonas no meio MBIl (0,57
g/L) pode ser atribuido ao uso da glicose como fonte de carbono, sendo esta,
guando utilizada como unica fonte de carbono, convertida quase exclusivamente a
etanol e CO,, gerando quantidades praticamente equimolares a partir do
metabolismo da via Entner-Doudoroff (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009). Por
outro lado, quando se utiliza a sacarose (ou a mistura de glicose e frutose) como

fonte de carbono, a frutose, formada da hidrolise da sacarose, ndo & primariamente
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transportada para o interior das células, mas sim utilizada na formacéo de levana e
frutooligbmeros pela acdo da enzima levanasacarase (LOOS et al., 1994).

A Figura 10 apresenta aspecto dos biopolimeros apds a secagem em estufa a
50 °C, produzida pelas bactérias Xax 1182 e Zym 4494 e o biopolimero obtido do

cultivo em consoércio das mesmas.

Figura 10 - Aspecto dos biopolimeros apds secagem a 50 °C, produzidos por Xax
1182 e Zym 4494 e o consorcio microbiano (A, B e C, respectivamente) no meio
MRT a 180 rpm, 28 °C em 72 h.

Observa-se diferencas no aspecto e coloracdo dos biopolimeros produzidos.
A goma Xantana produzida pela Xax 1182 apresenta coloragdo creme claro com
aspecto filamentoso de superficie irregular, enquanto o biopolimero produzido pela
Zym 4494 possui coloracdo mais escura com aspecto semelhante a acUcar
caramelizado, brilhante de superficie lisa. Ja& o biopolimero obtido com as duas
bactérias crescidas juntas, aparenta-se ter caracteristicas dos dois biopolimeros,
apresentando uma maior quantidade semelhante a goma xantana, porém com uma
pequena regido contendo uma superficie mais lisa e brilhante com bordas mais

escuras e aspecto caramelizado.
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5.5 Estudo dos Efeitos da Temperatura e Agitacado na Producéo e Propriedades

do Biopolimero Produzidos a partir do Consorcio Microbiano

Os resultados obtidos no estudo da influéncia da temperatura (X1) e agitagéao
(X2) na producéao (Y1) e viscosidade aparente (Y2) dos biopolimeros obtidos a partir
das cepas Xax 1182 e Zym 4494 apos 72 horas de fermentacdo estdo apresentados

na Tabela 8.

Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental composto por variaveis
independentes (valores reais e codificados) e resposta de producédo e propriedades
dos biopolimeros purificados, obtidos em 72h através da fermentacéo por Xax 1182
e Zym 4494,

Variaveis independentes Variaveis dependentes
X1 X2 Y1 Y2
_ Temperatura Agitacao Biopolimero Viscosidade
Ensaios
(°C) (rpm) (g/L) (cP)a1,0s™
N1 24 (-1) 120 (-1) 4,86 2,44
N2 24 (+1) 240 (-1) 4,54 1,38
N3 32 (-1) 120 (+1) 5,11 3,57
N4 32 (+1) 240 (+1) 6,90 4,27
N5 22 (-1,41) 180 (0) 9,03 1,83
N6 34 (+1,41) 180 (0) 7,70 2,03
N7 28 (0) 95 (-1,41) 8,73 2,63
N8 28 (0) 265 (+1,41) 8,00 0,65
N9 28 (0) 180 (0) 9,66 3,22
N10 28 (0) 180 (0) 10,13 4,38
N11 28 (0) 180 (0) 10,18 3,03

Para avaliar os efeitos dos fatores em cada variavel exposta, ou seja, valores
independentes e dependentes, respectivamente, foi utilizado o software Statistica
7.0 através de regressao multipla. Ao passo que o ajuste da capacidade preditiva

dos modelos foram avaliados por meio da ANOVA.
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5.5.1 Producéao de Biopolimero (Y1)

Observando a variacéo das variaveis independentes X1 (temperatura em uma
escala de 22 a 34 °C) e X2 (agitacdo de 95 a 265 rpm) pode-se perceber que as
mesmas exercem uma grande influéncia na producéo de biopolimero, variando em
uma ordem de 4,54 a 10,18 g.L*, dependendo das condicdes utilizadas no processo
de producéo (Tabela 8).

Para a resposta producdo de biopolimero (Y1) (Tabela 8) foi calculado os
coeficientes de regressdo (Tabela 9) onde pode-se observar que os efeitos
quadraticos da temperatura e da agitacdo bem como a interacdo dos dois fatores

foram significativos (p < 0,05). Os efeitos lineares apresentaram valor de p > 0,05.

Tabela 9 - Estimativa de efeitos de X1 e X2 na produc¢éo de biopolimero (Y1).

Termo Coeficiente p-valor
Constante 9,992 0,000
X1 0,126 0,109
X1*X1 -1,606 0,001
X2 0,054 0,347
X2*x2 -1,553 0,001
X1*X2 0,526 0,015

Os coeficientes expostos na Tabela 9 demonstram que tanto a temperatura
quanto a agitacdo apresentaram efeito negativo sobre a producdo do biopolimero,
sendo o efeito da temperatura 1,03 vezes menor do que o da agitacdo, em valores
absolutos. Nota-se que quando se manteve a temperatura em 24 °C, e variou a
agitacdo do valor minimo (120 rpm) para o maximo (240 rpm), obteve-se uma
reducado de 6,58% na producdo. Porém quando se manteve a temperatura em 32 °C
a producdo aumentou em 25,94%. O mesmo comportamento aconteceu quando a
agitacdo foi mantida a 120 rpm e a temperatura variou de 24 °C para 32 °C,
resultando em um aumento de 4,89%, enquanto a mesma variacao da temperatura a

240 rpm, aumentou a producao em 34,20%.



63

As analises estatisticas utilizando a técnica da superficie de resposta
confirmam um ponto 6timo em torno do ponto central.

A ANOVA, apresentada na Tabela 10, mostra que um modelo polinomial de
segunda ordem (Equacéo 3) foi ajustado para a variavel Y1 (producdo de polimero)
com 95% de confianca, logo, considerado ndo preditivo. A ndo predicdo do modelo
se deu pelo fato do F calculado ter sido inferior ao valor de F tabelado. De acordo
com Barros Neto; Scarminio; Bruns (2010), o valor de F calculado deve ser de 4 a 5
vezes maior que o F tabelado para o modelo ser preditivo.

Tabela 10 - Analise de variancia para avaliac@o estatistica do modelo de producéo
de Biopolimero (Y1) obtidas a partir da fermentacdo das cepas Xax 1182 e Zym
4494,

Fonte de Somados Graus de Média F F
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica Calculado Tabelado
Regress&o 23,043 5 7,681 0,747 5,05
Residuo 20,567 5 10,283

Falta de ajuste 20,53 3 6,844 415,407 19,16
Erro puro 0,033 2 0,016

Total 43,611 10

R? 0,53

A andlise da Tabela 10, ainda permite concluir que o modelo (Equacédo 3)
apresenta F calculado > F tabelado da falta de ajuste. Além disso, o valor do
coeficiente de determinacédo (R%) do modelo foi 0,53, mostrando um ajuste nao
satisfatorio, significando que 47% dos dados experimentais de producdo de
biopolimero pelo consoércio microbiano ndo séo explicados pelo modelo proposto.

O modelo permitiu a construcdo da superficie de resposta apresentada na
Figura 11, onde a maxima producédo de biopolimero foi encontrada no ponto central
do planejamento (28 °C e 180 rpm), no qual obteve-se em média 9,99 g.L™* de

biopolimero purificado.
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Figura 11 - Superficie de resposta mostrando a variacdo de producdo de
biopolimero purificado (Y1) em funcdo da variacdo da temperatura (X1) e da
agitacao (X2) para a fermentacédo a partir das cepas Xax 1182 e Zym 4494,

|, "-\-B\ SEADROLA

A Equacdo 3 representa a superficie de resposta ajustada na forma canénica.

Z=172,68 + 5,26*x - 0,10*x"*2 + 0,09*y - 0,00*y"2 + 0,002*x*y Eqg. 3

A analise do gréafico de superficie mostrado na Figura 11 e confirmados pelos
dados experimentais apresentados na Tabela 8, traz informacfes importantes com
relacdo ao ponto central das variaveis, X1 (28 °C) e X2 (180 rpm), representado em
triplicata pelos ensaios 9, 10 e 11, sendo a melhor condi¢do obtida para a resposta
Y1 (9,99 g/L* de biopolimero). As andlises estatisticas utilizando a técnica de
superficie de resposta confirmaram um ponto 6timo em torno do ponto central.
Resultados diferentes foram encontrados por BERWANNGER (2005), avaliando a
producdo de biopolimero por Sphingomonas capsulata por meio do método se
superficie de resposta, obteve uma melhor condi¢cdo para a producdo no ponto axial
superior a 28 °C sob agitagcdo de 208 rpm no meio contendo 4% de sacarose,
alcancando uma produtividade de 0,038 g.L™".h™, cerca de 2,74 g/L™ de polimero

formado apds 72 horas de fermentacao.
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A andlise da Tabela 8 mostra que as minimas producdes de biopolimero
estdo associadas ao ensaio conduzido a 24 °C e 240 rpm, apresentando um
decréscimo de 53,65% na producdo de biopolimero, quando comparado com a
producéo obtida no ponto central a 28 °C e 180 rpm (valor médio dos ensaios N9,
N10 e N11). Respostas similares foram verificadas na fermentacdo a 24 °C e 120
rom (Ensaio N1), podendo ser observado uma reducédo da ordem de 51,35% na
producdo em relacéo a resposta obtida com as condi¢des do ponto central.

Faria (2009), apos otimizar a producdo de goma xantana através da andlise
de diferentes concentracdes de sacarose, extrato de levedura e nitrato de amonio,
por meio da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), empregou um segundo
planejamento experimental com o objetivo de estimar a redugdo dos niveis de
agitacdo e aeracdo empregados no processo fermentativo da Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459. Para isso investigou a variagao da
agitacdo em uma faixa de 500 a 1000 rpm e a aeracdo a uma faixa de 0,25 a 0,75
vvm. Os resultados mostraram que as melhores concentracdes de goma xantana
final foram encontradas quando se aplicou uma rotacédo de 700 rpm e uma aeracao
de 0,50 vvm, obtendo uma producdo média de 17,2 g/L. De mesmo modo, 0s
resultados encontrados por Assis et al (2014), investigando os efeitos das mesmas
variaveis (aeracao variando de 0,3 a 1,7 vwm e agitacdo variando de 217 a 783 rpm)
estudadas por Faria (2009), sobre a formacdo da biomassa, na producdo e
propriedades das gomas xantana obtidas a partir da fermentacdo de glicerina
residual do biodiesel por Xanthomonas campestris mangiferaeindicae 2103,
mostraram que os melhores resultados para a producéo de xantana foram obtidos
utilizando aeracéo de 1,0 vwm e agitacdo a 500 rpm, alcancando a maxima producao
de goma em 6,07 g/L™. Essas condicbes corresponderam ao ponto central do

planejamento experimental.

Chaves (2000), avaliando a producdo e caracterizacdo de biopolimero
formado a partir da fermentacédo de Rhizobium tropici CIAT 899, obteve os melhores
resultados quando fornecia as condi¢cdes de temperatura a 28 °C, aeracédo de 1,0
vvm e uma agitacdo de 800 rpm. A producdo maxima de biopolimero alcancado

nestas condic¢des foi de 6,1 g/L.
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5.5.2 Viscosidade Aparente (Y2)

A variacdo das variaveis independentes X1 (temperatura em uma escala de
22 a 34 °C) e X2 (agitacao de 95 a 265 rpm) exercem grande influéncia na
viscosidade aparente (Y2) das solu¢cbes aquosas de biopolimero a 1,0% (m/v) a 1,0
s, com variacdo de 1,38 a 4,38 cP, dependendo das condi¢des utilizadas no
processo fermentativo (Tabela 8).

Para verificar a qualidade dos biopolimeros produzidos, foram preparadas
solucbes aquosas a 1,0% (m/v) de biopolimero e medidas as viscosidades
aparentes (Y2), em cP a 25°C e taxa de cisalhamento de 25 s™ (Tabela 8). Os
tratamentos estatisticos foram realizados com 95% de confianca e os coeficientes
calculados para a viscosidade aparente das solu¢des do biopolimero (cP) estédo
expostos na Tabela 11. Verifica-se que tanto os parametros quadraticos e lineares
da temperatura e agitagdo apresentaram valor de p > 0,05, por tanto néo
significativos. Tanto a temperatura quanto a agitacdo apresentaram efeito negativo
sobre a viscosidade aparente do biopolimero, sendo o efeito da agitacéo 1,28 vezes

maior do que o da temperatura.

Tabela 11 - Estimativa de efeitos de X1 e X2 na viscosidade aparente das solucdes
a 1,0% de biopolimero (Y2) medidas a 25°C e taxa de cisalhamento de 25s™.

Termo Coeficiente p-valor
Constante 3,543 0,014
X1 0,538 0,173
X1*X1 -0,524 0,230
X2 -0,395 0,266
X2*x2 -0,669 0,162
X1*X2 0,440 0,352

As viscosidades aparentes medidas estdo apresentadas na Tabela 8. Ao fixar
a temperatura em 24 °C e alterar a agitacdo de 120 rpm (Ensaio 1) para 240 rpm
(Ensaio 2) constata-se uma reducao de 43,44% na viscosidade. O contrario ocorre
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ao manter a temperatura a 32 °C e alterar a agitacdo de 120 (Ensaio 3) 240 rpm
(Ensaio 4), obtendo um aumento de 16,39% na viscosidade. O mesmo
comportamento ocorre quando a velocidade de agitacdo € mantida a 120 rpm, o
aumento na temperatura de 24 °C (Ensaio 1) para 32 °C (Ensaio 3) promove um
acréscimo na 31,65% na viscosidade. De mesmo modo ocorre nos ensaios a 240
rpm com mudanca da temperatura de 24 °C (Ensaio 2) para 32 °C (Ensaio 4) porém
com uma melhora de 67,68% na viscosidade. Portanto, o aumento individual de
ambas variaveis temperatura e agitacdo resultam na diminui¢cdo da viscosidade. Por
outro lado, o efeito da interacdo da temperatura e agitacdo quando elevados
aumenta a viscosidade aparente das solu¢des de biopolimero.

E possivel observar que os maiores valores de viscosidade aparente foram
alcancados para as solucdes de biopolimero a 1,0% sob 28 °C de temperatura,
sendo a maxima (4,38 cP), obtida a 180 rpm (Ensaio 10), que é 58,22% e 53,65%
maior do que as obtidas a 22 °C (Ensaio 5) e 34 °C (Ensaio 6), respectivamente. As
menores viscosidades (1,38 e 0,65 cP) foram obtidas em condi¢cdes de maxima
agitacao (240 e 265 rpm).

A ANOVA para os dados da viscosidade (Y2), apresentados na Tabela 12,
mostrou que o modelo codificado proposto (Equacéo 4) apresentou F calculado < F

tabelado da falta de ajuste, sendo, portanto, bem ajustado aos dados experimentais.

Tabela 12 - Analise de variancia para avaliacdo estatistica do modelo para
viscosidade aparente das soluc¢des de biopolimero (Y2).

Fonte de Somados Graus de Média F F
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica Calculado Tabelado
Regressao 7,526 5 2,509 0,821 5,05
Residuo 6,109 5 3,055

Falta de ajuste 5,042 3 1,681 3,147 19,16
Erro puro 1,068 2 0,534

Total 13,634 10

R2 0,552
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O coeficiente de determinacdo (R? do modelo foi 0,552, sendo assim
aproximadamente 45% do total de variacbes ndo sdo explicadas pelo modelo
proposto. Além disso, a andlise ainda permite concluir que o modelo ndo é preditivo,
uma vez que o valor de F calculado da regresséo foi aproximadamente 6,1 vezes
menor do que o valor de F tabelado.

De mesmo modo que ocorreu para a resposta Y1, sucede para a resposta Y2,
onde as maximas viscosidades aparentes das solucbes de biopolimero foram
obtidas no ponto central (28 °C e 180 rpm) (Figura 12). Esta combinacdo de
variaveis no ponto 6timo prevé uma producdo de biopolimero com viscosidade
aparente de 3,53 cP.

Barreto et al. (2011) avaliando a producdo e o comportamento reologico de
biopolimeros produzidos por nove estirpes de Rhizobium, obteve viscosidades que
variaram de 0,3 a 0,05 Pa.s sob condi¢des de cultivo de 28 °C e 200 rpm durante 96
e 168 horas de fermentacéo.

Faria (2009) ao analisar a influéncia da agitacdo e aeracdo na producéo e
viscosidade da xantana produzida através de planejamento fatorial, obteve uma
viscosidade maxima de 24500 cP, quando utilizou uma velocidade de agitacdo de
750 rpm a uma aeracao de 0,50 vwm. O processo de fermentacdo em biorreator em
sistema de batelada parece favorecer melhores condi¢cées de producéo e qualidade
da goma, por proporcionar um correto sistema de transferéncia de oxigénio. Ja Assis
e seus colaboradores (2014) avaliando os efeitos da aeracdo e agitacdo na
viscosidade das xantanas obtidas com os ensaios do delineamento composto central
rotacional (DCCR), encontraram uma viscosidade que variou de 76,60 a 262,20
mPa.s, sendo a maior viscosidade encontrada nos ensaios correspondentes ao
ponto central, sob agitagéo de 500 rpm e aeracédo de 1,0 vwvm.

Borges et al. (2008) avaliaram a influencia da agitagdo (200 e 300 rpm) e
aeracédo (2,0 e 3,0 vwm) sobre a viscosidade aparente da xatana produzida por
Xanthomonas campestris pv pruni 101, e observaram que a maior viscosidade da
solucéo a 3,0 % (m/v) de xantana foi obtida com a maxima aeracéo e agitacao (300

rpm e 3,0 vwm) alcangcando uma viscosidade de 2.070 mPa.s.
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Figura 12 - Superficie de resposta para viscosidade aparente (Y2) em funcdo da
temperatura (X1) e da velocidade de agitagéo (X2).

La%) eERUEeRN

A Equacéo 4 representa a superficie de resposta ajustada na forma canonica.

Z=21,505+1,639*x-0,033*x"2+0,009*y-0,000*y"2+0,002*x*y  Eq. 4

5.6 Avaliacdo do Consumo de Substrato e Formac&o de Produto do Otimo da

Producdo do Consércio Microbiano ao Longo das 72 Horas de
Fermentacao

Para verificar o desempenho no consumo de substrato e a producédo de
biopolimero pelo consorcio microbiano composto pelas estirpes Xax 1182 e Zym
4494, foi realizado uma producdo com o meio selecionado no item 5.4., meio MRT,
suplementado com 5% de sacarose durante 72 horas. As amostras foram retiradas a

partir do tempo 0 a cada 6 horas e, a partir das 12 horas de fermentacéo, a cada 12
horas.
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A Figura 13 apresenta os resultados obtidos da producdo de biopolimero e

consumo de substrato em g/L™ ao longo das 72 horas de fermentacé&o.

Figura 13 - Taxa de consumo de sacarose e producao de biopolimero pelas cepas
Xax 1181 e Zym 4494 no periodo de 72 horas.
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Os resultados mostram que a maxima producao obtida de biopolimero foi de
9,9 g/L™* alcancados no tempo de 72h, entretanto o tempo utilizado neste trabalho foi
insuficiente para atingir a producdo maxima deste produto, ja que ndo houve queda
da produtividade ao final das 72 horas e ainda restou fonte de carbono disponivel.

Analisando a eficiéncia de converséo substrato/produto, verifica-se que houve
um aumento de mais de 50% na produc&o no intervalo entre 36 e 72h (4,7 € 9,9 g/L™
de biopolimero, respectivamente).

A relacdo de produtividade e taxa de consumo de substrato (YP/S) obtida
neste trabalho nas 72h de fermentagcéo (0,273), foi superior ao encontrado por
Ramos (2011) que obteve taxa maxima de 0,262 com goma xantana produzida com
meio a base de agua produzida suplementado com fonte de carbono convencional

(sacarose) e alternativa (glicerina bruta).
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Com relacdo a proporcédo de substrato consumido versus produto formado o
consorcio microbiano apresentou um rendimento de 29%, resultado superior a média
obtida por Rottava (2005), que obteve 23% de conversao, estudando linhagens de
Xanthomonas sp. para a producdo de goma xantana. A baixa conversao de
substrato a produto observado pode ter ocorrido devido a utilizacdo da fonte de
carbono para a manutencdo do metabolismo celular das cepas envolvidas no
consércio microbiano. Outro fator que pode influenciar na baixa conversado de
substrato em produto € que a Z. mobilis pode estar direcionando parte deste
substrato para a producado de alcool, pois, as condicdes do meio favoreceram a via
de producédo do etanol (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

Gilani et al. (2011) obtiveram a maior quantidade de goma xantana formada
com a fermentacédo da Xanthomonas campestris PTCC 1473 ap6s 72h, de 17,1 g/L”
! quando toda a sacarose, fornecida do melaco, foi consumida (concentracéo inicial
de 30 g/L™"). Valores diferentes foram encontrados por Branddo et al. (2013),
avaliando a cinética da X. campestris mangiferaeindicae 2103, onde o consumo total
da fonte de carbono se deu apds 120 horas de fermentacdo que culminou com a

maxima producdo de goma xantana, aproximadamente 7,0 g/L™.

5.7 Analise Espectroscépica (FT-IR)

O Espectro de infravermelho com transformada de Fourier consiste numa
metodologia que pode ser utilizada para comparar 0s espectros de uma substancia
desconhecida ao de um composto padréo. Através da analise cuidadosa dos picos é
possivel detectar similaridades ou diferencas na estrutura quimica de diversos
compostos.

A Tabela 13 contém as regides de absorbancia do espectro do infravermelho
(Figura 14) nas quais se encontram as bandas de intensidade de absorgc&o obtidas
pela andlise dos biopolimeros produzidos pelas cepas Xax 1182 e Zym 4494 em

cultivo consorciado e xantana comercial.
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Tabela 13 - Resumo das bandas nas quais se encontram os picos de intensidade de
absorcdo presentes nos espectros, por analise de FT-IR, dos biopolimeros

produzidos pelas linhagens Xax 1182 e Zym 4494 em cultivo consorciado e nos
espectros da xantana comercial.

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FT-IR

Biopolimero produzido a partir do Consoércio

Observacao

Atribuicdo/comentario

Pico forte e largo em 3417 cm™
Pico médio em 2939 e 2889 cm™

Pico forte em 1639 cm™

Banda de absorcéo de 1200 a
1020 cm™
Combinacéo de picos de absorcéo
médio em 2939 e 1639 cm™
Combinac¢des dos Picos de
absorcgao 2939, 1639, 1450, 1408, 1319,
1269 e 875 cm™
Pico de absorcdo médio/forte em
617 cm™
Banda de absorcgéo entre
925-810 cm™

Estiramento do grupo hidroxila

Ligacdo C-H de grupos metil e
metileno

Estiramento do grupo carbonila

Grupos acetais ou cetais

Indica a presenca de grupos o-
hidréxi-aril-cetona

Grupos de acidos carboxilicos
Presenca de grupamento Haletos

Ligacdes B-glicosidica

Xantana Comercial

Observacao

Atribuicdo/comentério

Pico forte e largo em 3421 cm™
Pico médio em 2924cm™

Pico forte em 1627 cm™

Banda de absorc&o de 1060 a
1020 cm™
Combinac¢bes dos Picos de
absorcéo 1627 e 1411 cm™
Combinacéo de picos de absorcéo
médio em 2924 e 1627 cm™
Banda de absorcéo entre
894-790 cm™

Estiramento do grupo hidroxila

Ligacdo C-H de grupos metil e
metileno

Estiramento do grupo carbonila
Grupos acetais ou cetais

lons carboxilatos

Indica a presenca de grupos o-
hidroxi-aril-cetona

Ligagdes B-glicosidica
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Figura 14 - Espectro FT-IR das amostras de biopolimeros em pastilhas de KBr:
Xantana comecial (XT — Makeni 03) e biopolimero produzido a partir do consorcio
das linhagens Xax 1182 e Zym 4494 (N11 — 01).
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Avaliando os espectros adquiridos, as bandas mais importantes registradas
no intervalo de 4000 a 400 cm™ foram: 3417cm™, deformacdo axial de —OH;
2924cm™, deformacdo axial de C—H (possivelmente devido a absorcdes de
estiramento simétrico e assimétrico de grupos metil (CHs), bem como de grupos
metileno (CH,) e CHO; 1870-1540 cm™, deformacéo axial de C=0O de ésteres, Ac.
carboxilicos, aldeidos e cetonas; 1200-1020 cm™, deformacdo axial de grupos
acetais; 1375-1450, deformacéo angular de C—H; 1050-1150 cm™, deformac&o axial
de C-O.

De acordo Silverstein et al. (2006) a auséncia de absorcéo na regido de 1850
a 1540 exclui estruturas que contém carbonila, assim como, Lopes e Fascio (2004)
resumiram um esquema para interpretacdo de espectros de substancias orgéanicas
na regido do infravermelho, onde inicia a partir da analise desta banda de absorcéo,
distinguindo dois caminhos no esquema montado: um a partir da presenca do grupo
carbonila e o outro na auséncia deste grupo. Logo, 0s espectros apresentados na
Figura 14 indicam fortemente a presenca do grupo carbonila, caracteristico nas

fungcbes orgénicas aldeidos e cetonas dos aclUcares presentes nos
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exopolissacarideos (EPS). Os EPS microbianos sao polimeros constituidos de
carboidratos, dentre estes a glicose, manose e frutose. As unidades monoméricas
dos carboidratos consistem, principalmente, em um poliidroxialdeido ou
poliidroxiacetona, ou seja, sdo aldeidos ou cetonas que contém um ou mais grupos
hidroxila (NELSON; COX, 2002).

Analisando o espectro do FT-IR do polimero produzido a partir do consércio
das duas cepas, o0 polimero apresentou-se muito semelhante a goma xantana
comercial, se distinguindo na intensidade de algumas bandas e na presenca de
alguns picos como é o caso da presenca de um pico forte em 627 cm™ carateristico
de estiramento de grupos haletos. Possivelmente, estas distincbes podem estar
relacionadas a producdo concomitante de levana. Foi possivel observar uma alta
similaridade entre os espectros dos biopolimeros “XT — Makeni 03” e “N11” seja na
regido indicativa dos principais grupos organicos (acima de 1200cm™), assim como
na regido especifica (1200-720cm™ - impressdo digital). Também foi possivel
comparar o perfil do espectro adquirido da analise desse polimero produzido com o
consorcio microbiano de Xax 1182 e Zym 4494 (N11) e identificar grande
similaridade com o espectrograma do FT-IR de polimeros comerciais de goma
xantana e os produzido por fermentacdo de Xanthomonas ssp. nos trabalhos dos
autores: Gilani et al. (2011a, 2011b); Gunasekar et al. (2014); Ahuja et al. (2012);
Mudoi et al. (2013); Faria (2009); Ramos (2011); Moitinho (2012); assim como de
levana produzidos por Bacillus methylotrophicus SK 21.002 (ZANG et al., 2014).

Entretanto, a espectroscopia de infravermelho isoladamente nédo pode
fornecer dados conclusivos sobre a estrutura quimica dos polissacarideos de
interesse, assim, é recomendado o0 uso de outras técnicas complementares como a
Cromatografia Ligquida de Alta Eficiéncia (CLAE, em inglés: High Performance
Liguide Chromatography, HPLC), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) dentre

outras.
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6. CONCLUSOES

e A adicdo de etanol ao meio convencional (MRT) e alternativo a base de agua
produzida da indastria do petréleo (APD), melhora o rendimento da sintese de
biopolimero por Xax 1182.

e O tempo de fermentacédo para a producdo de biopolimero por Xax 1182 em
ambos os meios convencional e alternativo pode ser reduzido para 24 horas,
que comumente é de 72 horas, quando adicionados 4% e 2% de etanol aos
meios de producéo, respectivamente.

e A avaliagdo da producdo nos meios MBI, MBII, MBIIl e MRT demonstraram
que o meio MRT proporciona as melhores condi¢cdes para a producao de
biopolimero com o uso do consércio microbiano.

e Os resultados da avaliacdo dos efeitos das variaveis independentes,
temperatura (28 °C — 34 °C) e agitacao (95 — 265 rpm), sobre a fermentacao
do meio MRT por Xax 1182 e Zym 4494, permitiram concluir que:

o As melhores condi¢des encontradas para a producdo de biopolimero
com 0 consorcio microbiano foram obtidas a 28 °C e 180 rpm, que
representam o ponto central do planejamento, nestas condicdes
obteve-se a melhor resposta tanto para a formacdo de biopolimero
quanto em suas propriedades de viscosidade aparente, alcangcando
uma producdo maxima de 10,13 g/L™ e méxima viscosidade aparente
das solucBes de biopolimero a 1% (m/v) de 4,38 cP, medidas a 25°C e
25s™,

o Portanto, as variacbes de temperatura e agitacdo em processos
fermentativos por uso consorciado de Xax 1182 e Zym 4494, exerce
grande influéncia na producdo e nas propriedades de viscosidade
aparente dos biopolimeros sintetizados.

e A andlise do espectro de FT-IR dos biopolimeros sintetizados com o
consorcio microbiano, mostraram grande similaridade com diversos grupos

funcionais de xantana comercial.
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e Os biopolimeros sintetizados apresentaram comportamento reoldgico
pseudoplastico, caracteristico de solu¢des poliméricas de polissacarideos

microbianos.
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