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RESUMO

A variacdo nos parametros de fermentagcdo podem influenciar na producao,
composicao quimica e viscosidade da xantana. A producdo de xantana € realizada
em duas etapas: producdo de células (desenvolvimento do indculo) e producdo do
biopolimero. Estudou-se a producdo de inoculo, em incubador agitador, com trés
diferentes variacGes de aeracdo em funcao da proporgéo entre o volume do liquido e
o volume do frasco (94, 80 e 60% de volume vazio), tomando-se como referéncia
padrdo 94%, condicdo normalmente utilizada para produc¢do do indculo. Foram
avaliados producdo, composi¢do quimica e viscosidade da xantana sintetizada por X.
campestris pv pruni cepas 06 e 101. A cepa 101 produziu xantana em maior
quantidade e de melhor qualidade em todas as variacdes testadas. As diferentes
variacbes de aeracdo néo influenciaram a producdo e viscosidade das xantanas
produzidas pelas duas cepas, sendo possivel, portanto, a utilizacdo de quaisquer
das variacOes de aeracédo testadas. Para a producéo de xantana em fermentador,
produziu-se o inéculo em incubador agitador, com a propor¢céo de 60% de aeracao
do frasco, avaliada no experimento anterior. A fermentagédo foi conduzida a 28T,

500rpm e 1vvm. Avaliou-se a influéncia do tempo de fermentacdo na producéao,
composicdo quimica e viscosidade da xantana e no perfil eletroforético das enzimas
de X. campestris pv prui cepas 06 e 101. A cepa 06 produziu a maior quantidade de
xantana em 66 e 96h (7,3g.L™"), e a cepa 101, em 120h (7,6g.L™). No biopolimero
sintetizado pelas duas cepas foi detectada a presenca de glicose, manose, ramnose
e acido glicurdnico. O conteudo de acetil e piruvato variou com o aumento do tempo
de fermentacdo. A viscosidade também variou, sendo maior em 36h (1190mPa.s) e
24h (979mPa.s), para as solucdes de xantana das cepas 06 e 101, respectivamente.
Foram encontradas bandas diferentes, na caracterizagdo eletroforética, em cada
tempo de fermentacéo, sugerindo a presenca de diferentes enzimas em cada tempo.
Essas enzimas poderdo ser as responsaveis pelas alteragbes na producdo,
composicao quimica e viscosidade do biopolimero durante a fermentacéo.

Palavras-chave: xantana, indculo, enzimas, tempo fermentacéo.



INTRODUCAO GERAL

A producdo e o uso industrial de polissacarideos baseava-se, até
recentemente, em produtos de origem vegetal e de algas marinhas. Porém, com o
avanco das pesquisas, os polissacarideos de origem microbiana tornaram-se uma
alternativa valida, pois possuem propriedades similares aos tradicionais e, em alguns
casos mais vantajosos.

A xantana é um polissacarideo extracelular produzido pela bactéria
Xanthomonas campestris de grande importancia comercial, sendo atualmente o mais
utilizado em alimentos por causa de suas excelentes propriedades reoldgicas. A
ampla aplicabilidade da xantana fez com que inUmeras pesquisas venham se
desenvolvendo visando a otimizacdo das condicbes de crescimento celular, de
producao e recuperacao do biopolimero.

A xantana utilizada comercialmente no Brasil ndo € produzida em ambito
nacional, dependendo exclusivamente de importacdes. No Brasil, pesquisas visam a
otimizacdo do processo fermentativo na obtencdo de biopolimeros extracelulares
com potencial aplicacédo industrial e a selecdo de novas cepas bacterianas. Estudos
ja comprovaram que a variacdo dos parametros de producdo tem influéncia na
produtividade e qualidade do biopolimero (VENDRUSCOLO, 1995; MOREIRA, 2002;
BORGES, 2004).

O sucesso da xantana no mercado de hidrocoléides esta baseado,
principalmente, nas suas caracteristicas reoldgicas especiais, como a capacidade de
exibir alta viscosidade mesmo em baixas concentracées (SUTHERLAND, 1993). As
propriedades reoldgicas da xantana advém de sua estrutura quimica e de seu alto
peso molecular. Variagdo nestas caracteristicas tendem a ser devido mudancgas nos

niveis de grupos acetil e piruvato presentes na molécula (MORRIS, 1984).
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OBJETIVOS

Avaliar o efeito da aeracdo do indculo na producdo, composicdo quimica e
viscosidade do biopolimero;

Avaliar a producdo, composicao quimica e viscosidade de xantana produzida
em diferentes tempos de fermentacdo por duas cepas de Xanthomonas
campestris pv pruni;

Verificar se ha diferenca nas enzimas secretadas durante o periodo de
fermentacao e sua relacdo com a producéo e viscosidade do biopolimero.



REVISAO DE LITERATURA

1 BIOPOLIMEROS

O crescente interesse por polissacarideos microbianos para aplicacdo
cientifica e industrial deve-se a inumeros fatores. Além de suas propriedades
funcionais Unicas, esses polissacarideos podem ser produzidos sob condi¢cbes
controladas, em menor periodo de tempo e independem das condi¢cfes climaticas.
Tais fatores tém acelerado o uso de gomas microbianas como a pululana, a
curdulana, a dextrana e a xantana (SUTHERLAND, 2001).

Segundo Bobbio e Bobbio (1992), polissacarideos sdo macromoléculas
naturais formadas pela condensacdo de monossacarideos ou seus derivados,
unidos entre si por ligacdes glicosidicas, constituindo-se substancias de alto peso
molecular. Para os autores, os polissacarideos podem ser provenientes de plantas
terrestres, encontrados na propria estrutura (pectina, celulose e amido), nas
sementes (goma guar e locusta) ou exudatos (goma arabica); de plantas aquaticas
(agar, carragena e alginato); e de microrganismos (xantana, dextrana e gelana),
conhecidos como biopolimeros microbianos.

Os microrganismos produzem polissacarideos de trés formas distintas:
polissacarideos extracelulares, componentes estruturais (integrantes da parede
celular) e de armazenagem intracelular. Os polissacarideos extracelulares, ou
exopolissacarideos (EPS), podem, ainda, ser classificados em dois tipos: capsulas
integradas com a parede celular (capsular) ou gomas acumuladas no lado de fora da
parede celular e difundidas no meio de cultura (livres). Estes polissacarideos
extracelulares contribuem com uma textura gomosa as coldnias de bactéria em meio
sélido e um aumento de viscosidade durante o crescimento em meio liquido.

O uso de polimeros carboidratos em solu¢cdes aquosas na industria é devido,
principalmente, a sua ampla faixa de propriedades funcionais. A caracteristica mais
importante é sua capacidade de modificar as propriedades aquosas do meio, isto &,
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sua capacidade de espessar, emulsificar, flocular, intumescer e/ou suspender ou
formar géis, filmes e membranas. (BORN, 2002). Morris (1995) afirma que uma das
maiores vantagens dos biopolimeros microbianos sdo suas propriedades fisico-
quimicas reprodutiveis, além das fontes estaveis. Para Maugeri Filho (2001), os
polissacarideos microbianos sao uma alternativa valida pois possuem propriedades
similares aos tradicionais, ndo dependem de condi¢Bes climaticas, contaminacao
marinha ou falha nas colheitas, que prejudicam as gomas tradicionais e, além disso,
sdo menos suscetiveis a variabilidade em sua qualidade, pois a producéo pode ser
controlada cuidadosamente. Isto explica a continua substituicdo dos polissacarideos
convencionais pelos de origem microbiana.

Sob o ponto de vista comercial, a xantana € o mais importante biopolimero
microbiano, foi 0 segundo a ser produzido em larga escala e o primeiro a ser
amplamente utilizado na industria de alimentos (MORRIS, 1995; MAUGERI FILHO,
2001).

2 XANTANA

A xantana foi descoberta na década de 50, por cientistas do Northern
Regional Research Laboratory do US Department of Agriculture quando
pesquisavam microrganismos que produziam gomas sollveis em agua para
interesse comercial. Os cientistas verificaram que a bactéria Xanthomonas
campestris, encontrada em couves, produzia um polissacarideo extracelular com
propriedades reoldgicas excepcionais (HARDING; CLEARY; IELPI, 1994; GARCIA-
OCHOA et al., 2000). Desde entdo, a xantana é o mais importante polissacarideo
microbiano comercialmente.

Bactérias do género Xanthomonas pertencem a familia Pseudomoniaceae,
sdo gram-negativas, estritamente aerdbias e essencialmente fitopatogénicas, com
excecdo da Xanthomonas maltophilia (SUTHERLAND, 1993; SWINGS et al., 1993).
As bactérias fitopatogénicas precisam crescer ou sobreviver no solo, em folhas ou
raizes de plantas para completar seu ciclo de vida, portanto a prote¢cdo contra 0 meio
ambiente hostil pode ser um motivo para que a bactéria produza EPS (SILVA et al.,
2001). ApGs colonizar a superficie, as bactérias produzem EPS que preenche os

espacos intercelulares retendo agua e congestionando estes espacos (water
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soaking). Tal fenbmeno causa uma continua desintegracdo do tecido sendo o
primeiro sintoma da infec¢do. A congestdo € progressiva e 0os danos sdo agravados,
culminando com o murchamento da planta.

O biopolimero xantana é produzido por diversos patovares de Xanthomonas
campestris e por algumas outras espécies de Xanthomonas. O microrganismo mais
comumente empregado para producdo industrial de xantana € a Xanthomonas
campestris pv campestris, porém varios estudos ja demonstraram a capacidade de
outros patovares, bem como de outras espécies, produzirem o biopolimero. No
Brasil, Scamparini e Rosato (1991) ja realizaram estudos para produ¢do de xantana
por Xanthomonas campestris pv manihotis, com 6timos resultados de producédo e
qualidade. Do mesmo modo pesquisadores ja avaliaram Xanthomonas campestris
pv pruni como produtora de xantana (SOUZA, 1999; ANTUNES, 2000; MOREIRA,
2002; BORGES, 2004). O patovar pruni infecta, naturalmente, vegetais do género
Prunus como pessegueiros, ameixeiras e cerejeiras, entre outros. E o causador da
mancha bacteriana (Prunus Bacterial Spot — PBS), ocorrendo com maior freqiéncia
em areas de clima quente e umido (CIVEROLO; HATTINGH, 1993).

Segundo Galindo (1994) existe correlacdo entre as caracteristicas
morfolégicas da Xanthomonas e sua habilidade de produzir xantana. Em seus
estudos mostrou que a viruléncia esta correlacionada com a producdo de xantana,
podendo ser usada como critério para selecao e isolamento de produtores de gomas

xantana de alta qualidade.

2.1 Biossintese de xantana

Durante os anos 80 e 90, inUmeros grupos de pesquisas realizaram
extensos trabalhos para identificar a via bioquimica, genética e de regulacdo da
sintese da xantana. Um entendimento destes processos pode conduzir a melhoria
do processo de producdo e qualidade da xantana (HARDING; CLEARY; IELPI,
1994).

A xantana € construida a partir de acucares nucleotideos citoplasmaticos,
acetil Co-A e fosfoenolpiruvato com uma membrana interna fosfato polisoprenol
como um aceptor (IELPI, 1993). A elucidacéo da rota de biossintese foi grandemente

ajudada pelo uso de células congeladas de X. campestris e descongeladas inUmeras
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vezes na presenca de EDTA. A série de passos da montagem dos pentassacarideos
repetidos e o processo de polimerizagdo foram resolvidos pela incubagdo destas
células permeabilizadas com combinacbes de UDP-glicose, GDP-manose e UDP-
acido glicurénico (BECKER et al., 1998).
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Figura 1 — Via biossintética de producdo de xantana (SUTHERLAND; TAIT,1992).

Os polissacarideos bacterianos encontrados como componentes da parede
celular, ou produtos extracelulares, e compostos de unidades repetidas regulares
tém uma forma comum de biossintese. Uma série de enzimas de membrana utilizam
varios doadores carboidratos ativados para formar o polissacarideo em uma
molécula aceptora. As unidades repetidas de oligossacarideos de xantana sao
formadas pela adicdo sequencial de monossacarideos a partir de acucares
nucleotideos de alta energia (usualmente acucar nucleosideo difosfato) para uma
molécula aceptora de lipidio isoprenoide. Deste modo, a cadeia principal da xantana
¢ formada pela adicdo sequencial de D-glicose-1-fosfato e D-glicose,
respectivamente, a partir de dois moles de UDP-D-glicose. Depois, D-manose e D-

acido glicurénico séao adicionados a partir de GDP-manose e UDP-acido glicurdnico,
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respectivamente. Cada passo requer uma enzima especifica e um substrato
especifico. Auséncia de enzima (ou de substrato) inibe a sintese do polissacarideo.
Dependendo da cepa usada e das condicdes fisiolégicas sob a qual a bactéria
cresceu, e por isso, da estrutura exata do polimero formado, grupos O-acetil séo
transferidos do acetil Co-A para os residuos internos de manose e grupos piruvato,
do fosfoenolpiruvato, sdo adicionado a manose terminal (BECKER et al.,1998;
SUTHERLAND,1993).

Evidéncias indicam que as manoses interna e externa da molécula de
xantana podem ser acetiladas no carbono 6, variando no contetdo. O
fosfoenolpiruvato atua como um inibidor competitivo da acetilagéo, sugerindo que a
propor¢cdo de fosfoenolpiruvato/aceti CoA seja importante na regulacdo da
quantidade de acetilacdo da xantana. Evidéncias genéticas indicam que ha duas
enzimas acetyltransferases especificas para a manose interna e externa. (HARDING;
CLEARY; IELPI, 1994)

Depois das unidades pentassacaridicas serem formadas, oligdmeros séo
produzidos pela transferéncia de outros lipidios intermediarios, aumentando
gradualmente o tamanho da cadeia de carboidrato. Este estdgio da biossintese foi
examinado em Klebsiella aerogenes, ndo em X. campestris. Normalmente envolve a
adicdo de uma sequéncia de oligossacarideo mais longa no terminal ndo-redutor de
uma so unidade ligada ao lipidio isoprendide, simultaneamente liberando um mol de
lipidio isoprendide difosfato. O lipidio inativo mensageiro é defosforilado para
produzir fosfato isoprenil o qual pode entdo reiniciar a sequéncia biossintética.
Embora a estrutura das unidades repetidas seja determinada pela transferéncia
sequencial de diferentes monossacarideos e grupos acetil de seus respectivos
doadores por transferases altamente especificas, a enzima polimerase responsavel
pela polimerizacdo dos pentassacarideos em uma macromolécula tem baixa
especificidade (SUTHERLAND,1993).

O estagio final da secrecédo do polissacarideo da membrana citoplasmatica,
a passagem através do periplasma e membrana externa e finalmente a excrecao no
meio extracelular, ainda sdo muito pouco definidos (SUTHERLAND,1993). Segundo
alguns autores, primeiro ocorre a polimerizacdo dos polissacarideos no interior
celular e logo apos a excrecdo do polissacarideo para o exterior da célula
(HARDING; CLEARY; IELPI, 1994; KATZEN et al.,, 1998; SUTHERLAND,2001).



22

Porém, Koplin et al. (1992) sugere que as unidades pentassacaridicas s&o
secretadas e entdo polimerizadas.

Para Harding, Cleary e lelpi (1994), uma razoavel, mas ainda improvada
suposicdo, é que a sintese do pentassacarideo-P-P-poliprenol ocorra na face
citoplasmatica da membrana interna. O sitio preciso do passo de alongamento da
polimerizacdo bem como a regeneracdo do poliprenol-P, secre¢édo e liberacdo da
xantana no meio precisa ser elucidado.

Cepas produtoras de xantana sintetizam inUmeras enzimas extracelulares
como as celulases, as quais podem degradar a xantana. Essas enzimas sao
geralmente produtos intracelulares localizados no periplasma. Caso ocorra a lise das
células durante a cultura, estas enzimas podem ser liberadas no meio extracelular e
ocorrer a degradacédo do polimero (SUTHERLAND, 2001).

Sutherland e Mcdonald (1986) elaboraram um método para isolamento e
purificacdo de enzimas extracelulares de bactérias produtoras de exopolissacarideos.
Levando em conta que muitos EPS tém alto peso molecular, enquanto enzimas
extracelulares tém peso molecular relativamente mais baixo, realizaram sucessivas
filtragbes para separacgéo inicial das enzimas extracelulares do exopolissacarideo. O
produto final continha celulase e outras proteinas extracelulares, junto com pequena
guantidade de material derivado da lise celular. A andlise PAGE revelou uma mistura
complexa de polipeptideos de peso molecular variando de 15000 a 90000. O
procedimento delineado por estes autores mostra uma separacdo quantitativa das
enzimas do biopolimero em pouco tempo, minimizando o risco de inativacdo
enzimética. Um problema frequentamente encontrado na purificacdo de enzimas
extracelulares de microrganismos € a simultanea producdo de proteinas
extracelulares e polissacarideos extracelulares. A cultura é altamente viscosa e
dificulta 0 manuseio. Tentar remover o polissacarideo pode desnaturar as enzimas
ou entrap a proteina durante a remocéo do polissacarideo levando a uma reduzida
produtividade de enzimas.

Segundo Born, Langendorff e Boulenguer (2002) a degradacdo enzimatica
da xantana ndo € muito eficiente, porém, se moléculas estiverem no estado
desordenado, podem ser degradadas por uma classe de enzimas chamada
xantanases. Este grupo de enzimas compreende endo-1,4-B-glucanases e xantana
liases. As glucanases podem degradar parcilamente a cadeia celulosica da xantana,

e também sdo capazes de degradar diferentes celuloses. Xantanas liases séo
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capazes de clivar as ligagbes [-D-manose-D-acido glicurénico e ligacbes da cadeia
lateral trissacaridica. A presenca de acetato e piruvato impede a acao de celulases,
enquanto que a atividade das xantanas liases ndo mostra ser afetada por estes
grupos. E provavel que a xantana contenha regiées celulésicas que ndo carreguem

cadeias laterais e sdo entdo regioes preferidas para um ataque por celulases.

2.2 Composicdo quimica

Exopolissacarideos produzidos por microrganismos variam
consideravelmente em sua estrutura quimica. Alguns componentes como D-glucose,
D-manose, D-galactose e acido D-glicurénico ocorrem muito freqiientemente, outros
como a D-ramnose ou D-fucose séo ligeiramente menos comuns, acido D-
manurdnico e acido D-gulurénico sao raros. Exopolissacarideos microbianos podem
ser divididos em homopolissacarideos e heteropolissacarideos, compostos por
apenas um ou mais de um tipo de monossacarideo, respectivamente. Destes ultimos,
quase a totalidade, € composta de unidades repetidas, variando no tamanho, de
dissacarideos a octassacarideos (SUTHERLAND; TAIT, 1992)

A xantana € um heteropolissacarideo com estrutura primaria composta de
repetidas unidades pentassacaridicas, formada por duas unidades de glicose, duas
unidades de manose e uma unidade de acido glicurénico. A cadeia principal consiste
de unidades de D-glucose unidas entre si por ligacdes B1-4. A cadeia lateral
trissacaridica contém uma unidade de acido D-glicurdnico entre duas de D-manose.
A unidade interna de manose é acetilada e a manose terminal (externa) pode conter
residuos de &cido pirivico (JANSSON et al., 1975; MORRIS, 1977; GARCIA-
OCHOA et al., 2000). Algumas manoses externas podem conter ainda um segundo
grupo acetil (STANKOWSKI; MUELLER; ZELLER, 1993). Os substituintes acetil e
piruvato sao ligados a cadeia lateral em quantidades variaveis, dependendo de qual
cepa a xantana foi isolada e também das condi¢cdes de fermentacdo. A estrutura

guimica da xantana pode ser observada na Figura 2.
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FIGURA 2 - Estrutura quimica da xantana.

Mudangas quantitativas na composicdo da xantana podem ocorrer em
funcdo da bactéria utilizada e das condi¢des nutricionais e operacionais empregadas,
como concentracdo de indculo, meio, aeracéo, agitacdo, temperatura, pH e tempo
de fermentacdo (CADMUS et al, 1978; GARCIA-OCHOA et al., 2000;
VENDRUSCOLO et al., 2000; MOREIRA, 2002). Segundo Morris (1984) a variacéo
na estrutura quimica da xantana tende a ser principalmente devido mudancas nos
niveis de piruvato e acetato, porém, também podem ocorrer variacbes na
composicdo de carboidratos. Morris (1984) relatou a presenca de ramnose em
xantana produzida por Xanthomonas juglandis. Souza e Vendruscolo (1999)
verificaram a presenca de ramnose em biopolimero sintetizado pelo patovar pruni de

Xanthomonas campestris.
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2.3 Avaliacdo da composi¢do quimica

Para a caracterizacdo de xantana, diversos parametros podem ser levados
em consideracdo, como estrutura quimica, conteudo de acetil e piruvato, peso
molecular, estrutura secundaria e comportamento reoldgico. Porém, as
caracteristicas fisicas sdo as determinacbes mais importantes do comportamento
desta molécula na sua aplicacdo final. Segundo Taylor e Nars-EI-Din (1993), as
medidas do conteudo de acetato e piruvato sdo também importantes pois estes
constituintes tém grande influéncia no comportamento reolégico e adsorcdo de
solucdes de xantana.

O método para determinacdo do conteddo de &cido pirdvico em xantana,
mais antigo descrito, € o procedimento colorimétrico usando 2,4-
dinitrophenilhydrazina (DNPH) (SLONEKER; ORENTAS, 1962), embora possa ser
determinado por varias técnicas (TAYLOR; NARS-EL-DIN, 1993). Neste método, o
conteddo de acido piravico reage com 2,4-DNPH produzindo 2,4-
dinitrophenilhydrazona, a qual € medida colorimétricamente.

Para determinacdo de acetil, 0 método mais comumente usado € o do acido
hidroxamico. O grupo éster da xantana reage com hidroxilamina e produz acido
hidroxamico, a temperatura ambiente, que forma com o ion férrico um complexo
insoltvel vermelho. Entretanto, o 4cido hidroxamico reage com o acetato da xantana
e produz &cido acetohidroxadmico, formando, com o ferro, um complexo vermelho
soltuvel em agua que absorve luz a 520nm (McCOMB; McCREADY, 1957).

Cadmus et al. (1978) sugere que o melhor indicador da qualidade do
polissacarideo € a quantidade de acido pirtvico. Kennedy et al. (1982) ao avaliarem
fatores que afetam o crescimento microbiano e a producdo de polissacarideo por
culturas de Xanthomonas campestris, verificaram que a variacdo no conteudo de

acido piravico nao teve correlacdo com a variacdo dos parametros reoldgicos.
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2.4 Propriedades reoldgicas

A xantana é amplamente utilizada na industria de alimentos devido suas
propriedades de emulsificacdo, suspensao, estabilizacdo, floculacdo e de formar
solucbes pseudoplasticas, mesmo em baixas concentracbes. Pode ainda ser
empregada na induastria farmacéutica, em pesticidas agricolas, na fabricacdo de
tintas e industria téxtil. (SUTHERLAND, 1993; DE VUYST; VERMEIRE, 1994)

Na industria de alimentos, a utilizacdo de polissacarideos como espessante
requer que este, em baixas concentracdes gere uma alta viscosidade, promovendo a
suspensao das particulas. Além disso, os produtos alimenticios devem possuir
fluidez ao serem agitados e vertidos e, portanto, a viscosidade deve decrescer sob
agitacdo, mas recuperar-se prontamente ap0s qualquer tensdo de cisalhamento.
Outra exigéncia € que essas propriedades se mantenham sob extremos de
temperatura, pH e forca idnica, e na presenca de outros ingredientes do alimento. E
por apresentar essas propriedades reolégicas que a xantana tornou-se o primeiro
biopolimero a ser amplamente usado na industria de alimentos (MAUGERI FILHO,
2001). A pseudoplasticidade da xantana melhora as qualidades sensoriais do
alimento, realcando o sabor e diminuindo a sensacdo de gomosidade percebida na
boca. Além disso, em taxas de cisalhamento entre 50 e 200s™, taxa da mastigacéo,
a xantana exibe baixa viscosidade, fazendo com que o produto pareca menos
viscoso ao paladar e o sabor seja melhor percebido (CHALLEN, 1994; KATZBAUER,
1998).

A xantana é soliuvel em agua fria ou quente. Como muitos outros
hidrocolbides necessita de intensa agitagdo ao introduzi-la no meio aquoso para
evitar a formacado de coagulos (KATZBAUER, 1998). O seu sucesso ho mercado de
hidrocoloides € devido, principalmente, as suas caracteristicas reologicas especiais
e notavel estabilidade, quando em solucéo (GALINDO, 1994).

A sua estrutura ramificada e o alto peso molecular conferem a xantana uma
alta viscosidade, mesmo em baixas concentracdes. Com relacdo as propriedades
reologicas, as solucdes de xantana mostram comportamento pseudoplastico, ou seja,
a viscosidade diminui com o aumento da deformacédo do fluido. A viscosidade das
solugbes praticamente n&do se altera com a temperatura entre 4 e 93C, com pH
entre 1 e 13 e com forgas idnicas equivalentes a concentragfes de cloreto de sodio
entre 0,05 e 1% (MAUGERI FILHO, 2001).
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Muitas das propriedades reoldgicas da xantana derivam de sua conformacao
dupla-hélice adotada em solugcdo. A cadeia lateral trissacaridica alinha-se com a
cadeia celulosica principal, estabilizando a conformacdo por interacbes nao-
covalentes (SUTHERLAND, 1998)

2.5 Produgao de xantana

Reguly (2000) classifica os processos fermentativos em funcdo da conducgéo
(continua ou descontinua) e do modo de cultivo (fermentacdo em superficie ou em
profundidade). Processo fermentativos em superficie — ou estado sélido — sédo
agueles em que tanto o crescimento do microrganismo como a formagéo do produto
acontecem no meio sélido ou semi-solido. No processo em profundidade, ou
submerso, o crescimento do microrganismo e a formacdo do produto se
desenvolvem em meio nutritivo liquido.

Stredanski et al. (1998) compararam a producdo de EPS em cultivo
submerso e solido encontrando maior produgdo neste ultimo. Explica-se pelo fato da
limitacdo de oxigénio no cultivo submerso pelo aumento da viscosidade do caldo
dificultando a eficiéncia da mistura e distribuicdo de oxigénio. Fermentacdo em meio
sélido permite solucionar problemas relacionados a viscosidade do caldo além da
possibilidade de utilizar substratos baratos, como subprodutos industriais.

A producado de xantana conduzida em fermentag¢do continua ou intermitente
tem sido reportada por numerosos estudos. Embora as mais altas produtividades
tenham sido obtidas em fermentacdo continua, a maior parte, senao a totalidade, da
producdo comercial de xantana é feita em batelada (TAIT; SUTHERLAND; CLARKE-
STURMAN, 1986; SUTHERLAND, 1993; STREDANSKI et al., 1998). Apesar das
vantagens da fermentacao continua, o processo nao é facil de ser montado, muitas
vezes, a agitacdo € insuficiente e, além disso, € dificil manter a esterilidade do
processo (HARDING; CLEARY; IELPI, 1994; BORN; LANGENDORFF;
BOULENGUER, 2002).

Na conducédo de uma fermentacdo, o preparo do in6culo e a fermentacéo
propriamente dita se distinguem como as principais etapas do processo. Na primeira,
multiplica-se o microrganismo em quantidade suficiente e com sistemas enziméticos

em condi¢des adequadas para assegurar o desenvolvimento da etapa seguinte. E
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comum que o desenvolvimento do indGculo ocorra em multiplos estagios (inoculum
build-up) de modo a suprimir a producdo de xantana enquanto aumenta-se a
concentracdo de massa celular. Isto € requerido porque a xantana ao redor das
células impede o transporte de nutrientes e estende a fase lag de crescimento.
Desta forma, o microrganismo é transferido de um meio sélido para um volume
pequeno de um meio liquido complexo, com incubacao limitada a ndo mais que sete
horas, entdo essa cultura é transferida para um meio contendo alguns sais
inorganicos, onde as células se adaptam as novas condi¢des da fase de producao.
O volume de in6culo para producdo em fermentador deve ser entre 5 e 10% do
volume total de caldo fermentado (GARCIA-OCHOA et al., 2000)

O meio de cultura e as condicbes operacionais influenciam tanto na
producdo de xantana quanto na sua estrutura (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Tait,
Sutherland e Clarke-Sturman (1986) comprovaram que a produ¢do, composi¢ao e
viscosidade da xantana sao influenciadas pelo tempo de fermentacdo e exaustéo de
um nutriente do meio, em fermentacao intermitente.

O meio padrao para producao de xantana deve conter fonte de nitrogénio,
fonte de carbono, ions fosfato e magnésio, e elementos tracos.

Xanthomonas campestris € uma bactéria estritamente aerdbica, sendo o
oxigénio, portanto, requerido para o crescimento e producdo de xantana. O
suprimento de oxigénio suficiente é pré-requisito para a eficiente producdo do
polimero e boa produtividade (BORN, LANGENDORFF, BOULENGUER, 2002). A
agitacdo e aeracdo tém por objetivo fundamental fornecer oxigénio aos
microrganismos para que possam exercer suas atividades metabodlicas e também
para manté-los em suspensao. Além disso, a agitacdo é importante ndo apenas na
producado de células, mas também tem influéncia na formacgéo do produto, sendo por
ISs0, essencial o controle da agitacdo adequada a ser fornecida.

A agitacdo e a aeracdo em frascos agitados sdo conseguidas pelo
movimento de rotacdo ou acao reciproca dos agitadores. Em fermentadores em
escala piloto ou industrial, a aeracdo e agitacdo sao proporcionados por meio de ar
comprimido e por dispositivos mecanicos. Papagianni et al (2001) demonstrou a
influéncia da agitagdo na producédo do polimero em fermentador. Ao testar diferentes
velocidades de agitacdo a uma mesma taxa de aeracdo obteve um aumento nos

niveis de producdo com o aumento da velocidade de agitacao.
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RESUMO

O biopolimero bacteriano xantana, produzido por cepas de Xanthomonas campestris
¢ amplamente utilizado na industria alimenticia. E importante investigar os
parametros de producao e sua influéncia na qualidade do biopolimero. Estudou-se a
influéncia de diferentes condi¢cdes de aeracdo de indculo na producdo e qualidade
da xantana sintetizada pelas cepas 06 e 101 de X. campestris pv pruni. Foram
desenvolvidas trés condigcbes de aeragdo com variacdo na proporcdo volume do
liquido / volume do frasco: A (0,056 V//V;), B (0,20 V\/Vs) e C (0,40 V\/V;), avaliando-se
producéo do biopolimero (g.L™), viscosidade (mPa.s) e composicéo quimica. A cepa
101 produziu xantana em maior quantidade e de melhor qualidade em todas as
condi¢Oes testadas. Ao analisar a producdo de cada cepa em separado, nao houve
diferenca entre as condicbes. A maior producdo foi obtida pela cepa 101 na
condicdo B (5,99.L™), porém, a maior viscosidade foi demonstrada pelas solu¢des
aguosas da xantana produzida na condicdo padrdo (945mPa.s, taxa deformacéo
10s™). As menores producdo e viscosidade foram obtidas pela cepa 06 com a
utilizagéo da condicdo C, sendo 4,1g.L™* e 470mPa.s (taxa de deformacdo 10s™),
respectivamente. As diferentes condi¢cfes de aeragéo de indculo ndo influenciaram a
producao e viscosidade das xantanas produzidas pelas duas cepas utilizadas, sendo
possivel a substituicdo da condigdo padrdo (A) por quaisquer das outras condigdes.

Palavras-chave: xantana, inoculo, aeracao.
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ABSTRACT

Xanthan, a bacterial biopolymer, produced by Xanthomonas campestris strains, is
widely used in food industry. It is important to investigate the production parameters
and its influence in the biopolymer quality. It was studied the influence of different
conditions of inoculum aeration in the production and quality of the xanthan
synthesized by strains 06 and 101 of X. campestris pv pruni. Three methodologies
had been developed: (0.056 VI/Vf), B (0.20 VI/Vf) and C (0.40 VI/Vf), evaluating
biopolymer production (g.L™?), viscosity (mPa.s) and chemical composition. The strain
101 produced xanthan in bigger amount and of better quality in all the tested
methodologies. When analyzed the production of each strain separately, did not have
difference between the methodologies. The highest production was gotten by strain
101 in methodology B (5.9g.L™), however, highest viscosity was demonstrated by the
agueous solutions of xanthan produced in standard methodology (945mPa.s, shear
rate 10s™). The smallest production and viscosity had been gotten by strain 06 using
methodology C, being 4.1g.L™* and 470mPa.s (shear rate 10s™), respectively. The
different conditions of inoculum aeration had not influenced the production and
viscosity of xanthans produced by either strains, being possible the substitution of
standard methodology (A) by any other methodologies.

Key words: xanthan, inoculum, aeration.
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1 INTRODUCAO

Biopolimeros sao produtos microbianos que podem ser produzidos
comercialmente a partir de fontes renovaveis, como o agucar de cana, de baterraba,
melaco, etc., sdo biodegradaveis, e tornam-se alternativas as tradicionais gomas de
plantas e algas. Alguns ja sédo produtos biotecnoldgicos bem estabelecidos e com
um mercado consideravel (SUTHERLAND; TAIT, 1992). Dentre o grande numero de
polissacarideos produzidos na natureza, por plantas, algas, e bactérias, a xantana é
uma das poucas com propriedades funcionais Unicas, como a capacidade de
espessar e estabilizar (HARDING; CLEARY; IELPI, 1993). E produzida pela bactéria
Gram-negativa Xanthomonas campestris, pertencente a familia Pseudomonaceae
(CIVEROLO; HATTINGH, 1993).

O sucesso da xantana estd baseado nas suas importantes propriedades
reolégicas. E muito utilizada na industria de tintas, petroquimica e farmacéutica, ou
como agente suspensivo e estabilizante em produtos agricolas. Na industria de
alimentos é utilizada por um namero importante de razdes, incluindo estabilizacdo de
emulsdes, estabilidade a temperatura, compatibilidade com outros ingredientes, e
propriedades reoldgicas (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Devido a grande importancia industrial da xantana, torna-se necessario
investigar os fatores envolvidos na producdo e sua consequente influéncia na
qualidade deste biopolimero. Estudos ja comprovaram que a variacdo dos
parametros de producéo influencia na produtividade e qualidade do biopolimero.

O processo de fermentacdo da Xanthomonas campestris envolve dois
estagios: crescimento celular e produgcdo do biopolimero. O crescimento celular,
normalmente, também envolve dois ou mais estagios (CADMUS et al.,, 1978;
GARCIA-OCHOA et al., 2000). Durante o desenvolvimento do in6culo o objetivo é
aumentar a concentracdo de células mas minimizar a producao de xantana, porque
o biopolimero ao redor da célula impede o transporte de nutrientes e estende a fase
lag do crescimento. Entéo, para evitar a producdo de xantana o volume de indculo é
progressivamente aumentado (inoculum build-up), de 5-7mL, no primeiro estagio,
para 40-100mL, em um estagio intermediario, terminando em 500mL ou mais
(CADMUS et al., 1978; GARCIA-OCHOA et al., 2000). O crescimento celular e a
producdo de biopolimero sdo afetados pela diluigho ou mistura do caldo de

fermentacdo (KENNEDY et al., 1982). A realizacdo das condicbes Otimas de
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fermentacdo para producdo de polissacarideos é particularmente importante devido
a ampla aplicabilidade industrial da goma xantana. Contudo, 0 processo precisa ser
viavel economicamente.

Frascos sob agitacdo sdo usados muitas vezes em estagios anteriores ao
bioprocesso, geralmente com o proposito de selecdo de meios, cepas e/ou
condicbes operacionais. Estudos mostraram que, sob velocidade de agitacéo
constante, a taxa de transferéncia de oxigénio é principalmente em funcdo da
proporcao entre o volume do liquido e o volume do frasco (V/Vs), e da forma do
frasco (SERRANO-CARREON et al., 1995; REGULY, 2000).

A proposta deste trabalho foi estudar a producdo, composi¢cdo quimica e
viscosidade do biopolimero sintetizado por Xanthomonas campestris pv pruni, cepas
06 e 101, usando inoculo obtido em estagio unico com diferentes condi¢cdes de

aeracao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a bactéria Xanthomonas campestris pv pruni,
cepas 06 e 101, fornecida pelo Centro de Pesquisa Agropecuaria Clima Temperado
(CPACT-EMBRAPA) localizado na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. A
bactéria foi mantida por repiques mensais em meio SPA, incubadas a 28T, por 24

horas e armazenadas a 4.

2.2 In6culo

O pré-inéculo em meio YM (HAYNES et al., 1955) contendo 1.2x10° e
1.6x10° UFC.mL™ das cepas 06 e 101, respectivamente, foi inoculado em trés
diferentes proporcdes de volume de liquido (V,) por volume do frasco (Vy, como
mostrado na Tabela 1. Os frascos foram incubados em agitador orbital (New
Brunswick, Scientific, modelo Innova 4230) a 28°C e 150rpm, por 24 horas.
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Tabela 1 — Proporcdes de volume de liquido (V)) / volume do frasco (Vy) do inoculo.

Condicdo Vol. liquido (V|)  Vol. frasco (Vi) (ViVs)  Vol. livre (%)

A 7 mL 125 mL 0,056 94
B 50 mL 250 mL 0,20 80
C 100 mL 250 mL 0,40 60

2.3 Crescimento microbiano

A concentracdo microbiana foi estimada através de plagueamento de
diluicdo em série. A medida foi expressa em unidades formadoras de colénia por

mililitros (UFC.mL™). A contagem do in6culo foi realizada em zero e 24 horas.

2.4 Produgéo de xantana

De cada condicdo testada (A, B, C) foi transferido 7mL de in6culo para
erlenmeyers de 250mL contendo meio de producdao MPII (CADMUS et al. 1978
modificado por VENDRUSCOLO et al. 2000), incubado a 28°C e 200rpm, por 72
horas. Ao final do tempo de incubacéo, as amostras foram centrifugadas (Sorvall
Instruments RC-5C) a 16.000g durante 45 minutos para remocéo das células. Ao
sobrenadante foi adicionado etanol 96GL na propor¢ ao 1:4 para precipitacdo do
exopolissacarideo que foi entdo seco em estufa a 56<C. O produto seco foi triturado,
pesado e a medida de producdo expressa em g.L™ de meio. Todas as amostras

foram feitas em triplicata.

2.5 Viscosidade

As solugBes de xantana em agua deionizada a 1% (m/v) foram agitadas por
duas horas, aquecidas a 60T por 20 minutos e manti das em temperatura ambiente
por 24 horas sob repouso (XUEWU et al.,1996). A medida de viscosidade do caldo
fermentado e das solu¢des aquosas foi determinada em redmetro rotacional (HAAKE
RS150), a 25T, utilizando-se sistema de cilindros coaxiais, sensor DG41, taxa de
deformacéo de 0,01 — 100s™, com tempo de 300 segundos para cada analise, com

total de 50 pontos.



34

2.6 Composicao quimica

Os biopolimeros foram suspensos em HCI 2N na concentracdo de 3% (m/v)
e hidrolisadas a 80°C por 16 horas. O produto hidrolisado foi analisado por
Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDC) em placas de aluminio de
gel de silica 60 F,s4 (Merck). Foram aplicados 3pL das amostras hidrolisadas e dos
padrdes, utilizando como eluente cloroférmio — metanol — acido acético — agua, na
propor¢cao de 40:40:10:10 (v/v/vlv). Utilizou-se como revelador o reagente de
deteccdo anisaldeido-sulfurico e aquecimento a 100°C por 5min (MOREIRA; SOUZA,
VENDRUSCOLO, 1998). Os constituintes dos biopolimeros foram comparados aos

padrdes auténticos de glicose, ramnose, manose e acido glicurénico.

2.7 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados de producao de xantana foi realizada através
do teste de Kruskal-Wallis, admitindo nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento microbiano

A Tabela 2 contém os resultados do crescimento microbiano durante as
primeiras 24 horas de fermentacdo, fase de desenvolvimento do in6culo. Houve
multiplicagdo celular em todos os tratamentos, observando-se maior
desenvolvimento na condi¢cdo A, onde foi utilizada maior propor¢ao de volume livre
do frasco e, portanto, maior concentracdo de oxigénio. As condicdes B e C,
inoculadas com a mesma concentracdo celular, porem submetidas a aeracao

diferentes, ndo apresentaram diferenca na multiplicagéo celular.
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Tabela 2 — Crescimento bacteriano (UFC.mL™) de Xanthomonas campestris pv pruni
XCO06 e XC 101 obtida em diferentes condi¢des de aeracéo do indculo.

Crescimento microbiano (UFC.mL™)

Cepa Tempo (h) Aeracao
A (94%) B (80%) C (60%)
0 1,7.10° 2,4.10° 2,4 .10°
06 24 1,7.10° 1,4.10° 1,5.10°
0 2,3.10° 3,2.10° 3,2.10°
101 24 2,1.10° 1,9.10° 1,9 .10°

Na literatura pertinente ndo héa referéncias com relacdo a condi¢bes de
aeracao do indculo, porém varios autores se referem a concentracdo de células do
in6culo. Pan, Moreira e Vendruscolo (2000) analisaram o efeito da concentracdo do
inéculo na producdo de xantana e verificaram que 0 numero de células iniciais tem
influéncia sobre a producéo e qualidade do biopolimero sintetizado por X. campestris
pv pruni cepa 06. Avaliaram o crescimento celular em 0 e 24h e observaram
diminuicdo de células viaveis durante esse periodo, diferentemente do encontrado

neste estudo.

3.2 Producéao de xantana

As diferentes propor¢cdes de aeracdo de indculo testadas ndo apresentaram
diferenca significativa na producdo de xantana por uma mesma cepa, COmo mostra a
Figura 1. Porém, quando analisada uma unica condi¢c&o, observa-se diferenca entre
a xantana produzida por cada cepa. Esse resultado mostra que, neste caso, a
variacdo na concentracdo do polimero foi determinada pela cepa e néo pela aeracéo
do frasco. Os maiores resultados de producédo de xantana foram obtidos pela cepa
101, sendo significativamente maior, ao nivel de 5%, que a cepa 06 em todos as
condicdes de inéculo testadas. O maior resultado observado foi obtido pela cepa 101
condicdo B (5,99.L™) e o menor resultado foi obtido pela cepa 06 (4,1g.L™") na
condicdo com menor porcentagem de volume livre (C). Vale ressaltar que, as

diferentes proporcdes de aeracao foram testadas apenas na fase de crescimento
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celular sendo possivel afirmar que, nesta etapa da producdo de xantana, a aeracéo
do meio nado influenciou significativamente na quantidade de polimero produzido

pela bactéria Xanthomonas campestris pv pruni cepas 06 e 101.

57a = pRiL:!

N w Ea (93] (o]
| I I I |

=
L

Producéo (g.L %)

Métodos de aeracao do inéculo

XC 06 @ XC101

Figura 1 — Producdo de xantana (g.L™) em diferentes condicées de aeracdo de
indculo.

*Médias seguidas por letras iguais, ndo diferiram pelo teste de Kruskal-Wallis, em nivel de 5% de
significancia.

Os resultados de producédo de xantana estdo em concordancia com Moreira
et al. (2001), que estudaram selecdo de 18 cepas de X. campestris pv pruni,
incluindo a cepa 06, obtendo 4,0g.L™" para esta cepa usando a condicdo padréo.
Borges (2004) também selecionou cepas de X. campestris pv pruni pela condigdo
padrdo encontrando 6,1g.L™ para cepa 101, valor muito préximo aos encontrados
neste experimento.

Como discutido por Garcia-Ochoa et al. (2000), e confirmado por outros
autores, a producdo e propriedades da xantana sao influenciadas pela cepa
(MOREIRA et al, 2001; BORGES, 2004), meio de producdo (SOUZA,
VENDRUSCOLO, 1999; ANTUNES et al.,, 2000), além de outros parametros de
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producdo (PAN; MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2000; BORGES, 2004). Swings e
Civerolo (1993) descreveram gue como a X. campestris € aerObia estrita, 0 oxigénio
€ necessario tanto para o crescimento como para a producdo de xantana devido o

aumento de viscosidade do caldo.

3.3 Viscosidade

A fermentacéo da xantana € acompanhada pelo aumento na viscosidade do
caldo devido a acumulagéo extracelular do biopolimero, que diminui a transferéncia
de oxigénio para a célula. Durante o crescimento celular, o ideal € evitar este
acumulo ao redor da celula a fim de se obter o maximo desenvolvimento do
microrganismo na etapa inicial de producdo de xantana (GARCIA-OCHOA et al.,
2000). Por esta razao, torna-se importante verificar a viscosidade do caldo durante a
producédo do biopolimero.

As viscosidades determinadas nos caldos fermentados das diferentes
condicbes de aeracao testadas em duas cepas de X. campestris pv pruni séo
mostradas na Figura 2. Ao analisar essa figura, observa-se uma relacdo direta da
viscosidade do caldo com a porcentagem de volume livre do frasco. Na condicéo A,
onde havia 94% de espaco vazio,e portanto, maior aeracdo, as viscosidades foram
mais altas, sendo cerca de 200mPa.s para ambas as cepas, na taxa de deformacéao
10s™. Do mesmo modo, a condicdo C, com menor aeracéo, mostrou viscosidade ao
redor de 24 e 20mPa.s (taxa deformacdo 10s™), para cepas 06 e 101,
respectivamente.

Segundo Reguly (2000), em fermentacdes laboratoriais, normalmente
conduzidas em shaker, o sistema de agitacdo e aeracdo € um sO, onde o ar
atmosférico estéril contido no interior dos frascos é incorporado ao caldo através do
mecanismo de agitacdo. Desta forma, como néo tem injecdo de ar, a eficiéncia do
suprimento de ar é determinada pela velocidade de agitacao, volume livre e forma do
frasco.
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Figura 2 — Viscosidade (mPa.s) do caldo fermentado do in6culo de X. campestris pv
pruni XC06 e XC101 submetidos a diferentes condi¢cbes de aeracao.

Lotter & Buchs (2004) também verificaram um aumento na viscosidade do
caldo ao cultivar X. campestris em frascos erlenmeyers 250mL com um volume de
25mL, onde as maiores viscosidades significaram maior concentracao de xantana no
caldo, sendo que apés 24h, a viscosidade do caldo alcangcou aproximadamente
120mPa.s.

Apébs recuperacdo e secagem do biopolimero, a viscosidade das solugtes
aguosas de xantana sintetizada pelas cepas 06 e 101 foi determinada. As solucdes
aguosas a 1% (m/v) de xantana produzida sob diferentes condicbes de aeracdo de
in6culo apresentaram comportamento pseudoplastico (Fig. 3). Esse comportamento
é tipico de solugBes de xantana e caracteriza-se pela diminui¢cdo da viscosidade com

0 aumento da taxa de deformacgéo.
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Figura 3 — Viscosidade (mPa.s) de solu¢gbes aguosas de xantana sintetizada por X.
campestris pv pruni XC06 e XC101 em diferentes condi¢cdes de aeracdo do inoculo.

A viscosidade das solu¢cdes de uma mesma cepa praticamente manteve-se
com a variagcdo das condi¢cdes de inéculo. A cepa 101 apresentou viscosidade
aproximadamente duas vezes maior que a cepa 06, em todas as condi¢Oes testadas
(Tab. 3). A viscosidade da xantana sintetizada pela cepa 06 variou entre 470 e
490mPa.s, em 10s™, ja a xantana produzida pela cepa 101 apresentou valores entre
926 e 945mPa.s, na mesma taxa de deformagao.

Borges (2004) determinou a viscosidade de biopolimeros sintetizados por 30
cepas de X. campestris pv pruni, em solucdo a 3%, e obteve resultados que
variaram entre 1370 e 12700mPa.s, na taxa de deformacdo 10s™, demonstrando
que o comportamento reoldgico também foi dependente da cepa. A solugcédo aquosa
(3%) da xantana produzida pela cepa 101 apresentou a maior viscosidade
(12700mPa.s).
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Diaz et al. (2001) estudou a influéncia de sais do meio de cultivo na
producédo e viscosidade do biopolimero sintetizado pela cepa 06 de X. campestris.
Na analise da viscosidade aparente das solu¢cdes aguosas do biopolimero, utilizando

viscosimetro Brookfield, encontrou valores entre 2100 e 5100cP a 6rpm.

Tabela 3 — Viscosidade (mPa.s) de xantana sintetizada por X. campestris pv pruni
XCO06 e XC101 em diferentes condi¢Bes de aeracdo de inéculo.

Viscosidade (mPa.s)

Cepas Aeracao Taxas de deformacéo (s™)

10 30 60 100

A (94%) 470 190 110 70,9

06 B (80%) 490 200 120 78,4
C (60%) 470 190 110 70,9

A (94%) 945 377 217 141

101 B (80%) 926 374 215 137
C (60%) 937 374 213 137

3.4 Composicao quimica

Os biopolimeros sintetizados por Xanthomonas campestris pv pruni, cepas
06 e 101 apresentaram perfil cromatografico similar em todas as condi¢fes testadas.
Pela analise cromatografica foi verificada a presenca das seguintes substancias:
glicose, manose, ramnose e acido glicurénico (Fig.4).

A analise cromatografica provou que a xantana produzida pelo patovar pruni
tem a presenca do monossacarideo ramnose, diferentemente da xantana produzida
pelo patovar campestris, usada industrialmente (VENDRUSCOLO et al., 2000). A
presenca deste aclUcar pode ser uma caracteristica desejavel, em geral, o
biopolimero no qual este se apresenta possui capacidade geleificante, quando em
solucdo aquosa. Isto esclarece o fato da xantana comercial ndo ter capacidade

gelificante em solucdo aguosa, mesmo em altas concentracoes.
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Figura 4 — Composi¢do quimica de xantana sintetizada por X. campestris pv pruni
XC06 e XC101 em diferentes condicbes de aeracdo do inéculo. Padrdes: (P1)
ramnose (R) e glicose (G); (P2) acido glicurdnico (AG) e manose (M).

4 CONCLUSAO

As diferentes condi¢des de aeracao do inoculo testadas nao influenciaram a
producdo de xantana pelas cepas 06 e 101 de X. campestris pv pruni, assim como a
viscosidade das solu¢cbes aquosas deste polimero. Porém houve variagdo em fungao
da cepa utilizada. A composicdo quimica ndo sofreu qualquer alteragdo quanto a
presenca dos monossacarideos.
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RESUMO

A producdo de biopolimero e a viscosidade podem variar em fungdo da bactéria
utilizada e do tempo de fermentacdo. Da mesma forma os niveis de substituicdo dos
grupos acetil e piruvato da molécula de xantana. Estudou-se a influéncia do tempo
de fermentacdo na producéo, composicao quimica e viscosidade do biopolimero, e
no perfil eletroforético das enzimas secretadas durante a fermentacdo. O processo
foi conduzido em fermentador a 28C, 500rpm e 1vvm. O microrganismo utilizado foi
a bactéria X. campestris pv pruni cepas 06 e 101. A determinacdo da composicao
quimica da xantana foi em monossacarideos, avaliados por cromatografia de
camada delgada comparativa, e grupos acetil e piruvato, por avaliagdo colorimétrica.
A viscosidade das solucbes de xantana (1%) foi determinada em redmetro
rotacional a 25C, com sistema de cilindros coaxiai s e taxa de deformacéao 0,01 a
100s™. O perfil eletroforético foi caracterizado por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). A maior quantidade de xantana produzida pela cepa 06
ocorreu em 66 e 96h (7,3g.L™%). A cepa 101 produziu mais xantana em 120h (7,6g.L°
Y. Os biopolimeros sintetizados pelas duas cepas apresentaram perfis
cromatograficos semelhantes, nao diferindo na composi¢cdo dos acgucares glicose,
manose, ramnose e acido glicurénico. Quanto ao teor de acetil e piruvato, as duas
cepas sintetizaram biopolimeros com composicdo diferenciada. A xantana
produzida pela cepa 06 apresentou teor de acetil entre 2,73 e 4,03%, e piruvato
entre 2,19 e 4,12%. A cepa 101 produziu xantana com teor de acetil superior a 5%
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em todos os horarios e com teor de piruvato quase nulo (0,25 a 0,5%). A
viscosidade também variou ao longo da fermentacdo, sendo maior em 36h
(11190mPa.s) e 24h (979mPa.s), para solu¢des de xantana sintetizada pelas cepas
06 e 101, respectivamente. No perfil eletroforético, identificou-se diferentes enzimas
presentes nos tempos de fermentacéo, provavelmente, responsaveis pela variacao
de producgdo, composi¢ao quimica e viscosidade do biopolimero produzido.

Palavras-chave: xantana, tempo de fermentagéo, eletroforese.
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INFLUENCE OF FERMENTATION TIME IN PRODUCTION AND Q UALITY OF
XANTHAN AND IN ELETROPHORETIC PROFILE OF Xanthomonas campestris
pv pruni.

A. M. Teixeira !; C. T. Vendruscolo % P. L. Antunes *; F. A. B. Del-Pino *
'Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial - UFPel
?Laboratério de Biopolimeros - Centro de Biotecnologia — UFPel
3Departamento de Bioquimica — UFPel
Universidade Federal de Pelotas, CP 354, CEP 96010-900, Pelotas, RS, Brasil.

ABSTRACT

Biopolymer production and viscosity can vary in function of microorganism used and
the fermentation time. In the same way the levels of acetyl and piruvate groups of
the xanthan molecule. It was studied the influence of fermentation time in biopolymer
production, chemical composition and viscosity, and in the profile eletrophoretic of
enzymes during the fermentation. The process was carried in fermentor at 28T,

500rpm and 1vvm. The microorganism used was X. campestris pv pruni strains 06
and 101. The determination of xanthan chemical composition was in
monosaccharide, evaluated for comparative thin layer chromatography, and acetyl
and piruvate groups, for colorimetric analysis. The viscosity of xanthan solutions (1%)
was determined in rheometer at 25C, with system of coaxial cylinders and shear
rate 0.01 to 100s™. The profile eletrophoretic was characterized by SDS-PAGE. The
highest amount of xanthan produced by strain 06 occurred in 66 and 96h (7.3g.L™).
Strain 101 produced more xanthan in 120h (7.6g.L™). Biopolymers synthesized by
both strains had presented similar chromatographic profiles, not differing in the
composition from the sugars glucose, mannose, ramnnose and glucuronic acid. The
acetyl and piruvate content, both strains had synthesized biopolymers with different
composition. The xanthan produced by strain 06 presented acetyl content between
2.73 and 4.03%, and piruvate between 2.19 and 4.12%. Strain 101 produced
xanthan with acetyl content higher than 5% in all fermentation times and piruvate
content between 0.25 and 0.5%. The viscosity also varied during the fermentation,
being highest in 36h (11190mPa.s) and 24h (979mPa.s), for solutions of xanthan
synthesized by strains 06 and 101, respectively. In the profile eletrophoretic, it was
identified different enzymes in the fermentation times, probably, are responsible for
the variation of production, chemical composition and viscosity of biopolymer
produced.

Key words: xanthan, fermentation time, eletrophoresis.
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1 INTRODUCAO

A xantana é um polissacarideo extracelular secretado pela bactéria
Xanthomonas campestris. Esse polimero € o mais importante polissacarideo
microbiano produzido industrialmente, sendo amplamente aplicado na indastria de
alimentos, bem como na industria petrolifera, téxtil, farmacéutica, etc.

A xantana é composta por uma cadeia principal celulésica com cadeia
lateral trissacaridica ligada a residuos alternados de glicose. A cadeia lateral
consiste de D-acido glicurénico entre duas unidades de D-manose. Alguns grupos
da manose interna sdo substituidos, no C-6, por grupos acetil e a manose externa
pode carregar grupos piruvato.

Segundo Harding, Cleary e lelpi (1994), o fosfoenolpiruvato atua como um
inibidor competitivo da acetilagdo, sugerindo que a proporcdo de
fosfoenolpiruvato/acetii CoA seja importante na regulacdo da quantidade de
acetilacdo da xantana. Evidéncias genéticas indicam que h& duas enzimas
acetyltransferases especificas para a manose interna e externa.

Os niveis de substituicdo de acetato e acido pirdvico na molécula podem
variar com as condi¢cdes de crescimento bacteriano, condi¢cdes operacionais e
também com a espécie de Xanthomonas. Variagdo nos grupos substituintes pode
ter um efeito dramatico nas propriedades do polimero e, portanto, nas suas
aplicacbes (MORRIS, 1984). Da mesma forma, ja foram relatados estudos
comprovando que a producdo de biopolimero, assim como a viscosidade, podem
variar em funcdo da bactéria utiizada e das condicbes operacionais
(VENDRUSCOLO et al., 2000; MOREIRA, 2002; BORGES, 2004).

As cepas produtoras de xantana sintetizam inOmeras enzimas
extracelulares que podem degradar o biopolimero, como as celulases. Geralmente,
essas enzimas sao produtos intracelulares localizados no periplasma e, caso ocorra
a lise das células durante a cultura, estas enzimas podem ser liberadas no meio
extracelular e ocorrer a degradacao do polimero (SUTHERLAND, 2001).

O objetivo foi avaliar a influéncia do tempo de fermentacéo na producéo, na
composicdo quimica, na viscosidade do biopolimero sintetizado e no perfil das

proteinas celulares da bactéria.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a bactéria Xanthomonas campestris pv pruni,
cepas 06 e 101, fornecida pelo Centro de Pesquisa Agropecuaria Clima Temperado
(CPACT-EMBRAPA) localizado na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. A
bactéria foi mantida por repiques mensais em meio SPA, incubadas a 28T, por 24

horas e armazenadas a 4.

2.2 Producéao do biopolimero

O processo de fermentagédo foi realizado em duas etapas: produgcéo de
células, em agitador orbital, e producdo de biopolimero, em fermentador. Na
primeira etapa do processo utilizou-se erlenmeyers de 500mL contendo 200mL de
meio YM (Yeast Malt) inoculados com 7.10” UFC.mL™. Os frascos foram incubados
em agitador orbital (New Brunswick Scientific, modelo Innova 4230) a 150rpm, 28T
por 24h. Apd6s a multiplicacdo celular, 700mL deste cultivo foi transferido para
fermentador contendo 6300mL de meio MPII (CADMUS et al,1978 modificado por
VENDRUSCOLO et al, 2000) para producdo do biopolimero. O processo foi
conduzido a 500rpm, 1vvm, 28<C por 120h, sem contro le de pH.

Durante a producao do biopolimero foram coletadas amostras nos tempos 0,
12, 24, 36, 48, 54, 66, 72, 84, 96 e 120h. O caldo fermentado coletado nestes
tempos foi centrifugado, para remocdo das células, em centrifuga (Sorvall
Instruments, RC-5C) a 16.000.g, 4C durante 40min. Ao sobrenadante foi
adicionado etanol 96GL, na proporcdo de 1:4 (v/v) para precipitacdo dos
biopolimeros, os quais foram secos em estufa a 56C até peso constante. O
precipitado foi ressuspendido em solucéo salina 0,9% e centrifugado por mais duas
vezes. Apos a lavagem das células, a massa celular foi retirada dos tubos com a
adicdo de 2mL da mesma solucdo salina. As células foram lisadas por sonicacao (3
pulsos de 10seg), centrifugadas por 10min a 16.000.g. Liofilizou-se 1mL do

sobrenadante, seguindo suspensao em 200uL de agua deionizada e congelamento.
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2.3 Producgéao de xantana e massa celular seca

A producéo de biopolimero foi avaliada em gramas de biopolimero seco por
litro de caldo fermentado.

Para a determinacdo da concentragdo de massa celular seca foram
utiizados 20mL de caldo fermentado, centrifugado a 15200.g, por 10min e
descartado o sobrenadante. A biomassa foi entdo ressuspendida em solucao salina
0,9% e centrifugada novamente. Apds, seca a 56T at € peso constante e avaliada
em gramas de células secas por litro de caldo fermentado.

2.4 Composicao quimica

2.4.1 Determinacao de acuUcares

Os biopolimeros foram suspensos em HCI 2N na concentracdo de 3% (m/v)
e hidrolisados a 80°C por 16 horas. O produto hidrolisado foi analisado pela técnica
de Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDC) em placas de aluminio
de gel de silica 60 F2s4 (Merck). Aplicou-se 3uL das amostras hidrolisadas e dos
padrées, as quais foram eluidas com cloroférmio-metanol-agua-acido acético, na
proporcao de 40:40:10:10 (v/v/viv). Utilizou-se como revelador o reagente de
deteccdo anisaldeido-sulfurico e aquecimento a 100°C por 5min (MOREIRA;
SOUZA; VENDRUSCOLO, 1998). Os constituintes foram comparados aos padroes

auténticos de glicose, ramnose, manose e acido glicurénico.

2.4.2 Determinacao do teor de acetil

A determinacéo do teor de acetil da molécula de xantana foi realizada pelo
método do acido hidroxdmico (McCOMB; McCREADY, 1957), uma reacéo
colorimétrica com leitura em comprimento de onda 520nm. Foi realizada uma curva
padrao com (-D-glicose pentacetato nas concentragbes 60, 120, 180, 240, 300 e
420ug/mL. As amostras de 0,1g de xantana foram dissolvidas em 25mL de
cloridrato de hidroxilamina e 25mL de hidréxido de sodio 94% (m/v) sob agitacao.
Apés, foram transferidos 2mL desta solugdo para baldo volumétrico de 25mL e
adicionados 5mL de &4gua destilada e 5mL de solugdo metandlica acida,
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completando o volume final com perclorato férrico. As leituras foram realizadas apés

cinco minutos, em espectrofotdmetro a 520nm.

2.4.3 Determinacéo do teor de piruvato

A determinacéo do teor de piruvato na xantana foi por reacéo colorimétrica
pelo método da 2-4 dinitrophenilhydrazina (SLONECKER; ORENTAS, 1962). Para
a curva padrao foi utilizado piruvato de sodio nas concentragdes de 0,01; 0,025;
0,05; 0,1 e 0,2mmol L. As amostras de xantana foram previamente hidrolisadas
como no item 2.4.1. Apds, em 200uL do hidrolisado foram adicionados 19,8mL de
agua destilada. Desta solucéo, transferiu-se 1mL a tubo de ensaio e se adicionou
1mL da solugéo 2,4-dinitrofenilhidrazina e 1mL de &gua destilada. Os tubos foram
agitados e aquecidos a 37°C por dez minutos, em banho-maria, com imediato
resfriamento. Na sequéncia, adicionou-se 5mL de hidroxido de aménio 0,6M em

cada tubo. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 420nm.

2.4.4 Viscosidade

As solucdes de xantana em agua deionizada (1% m/v) foram agitadas por
duas horas, aguecidas a 60T por 20 minutos e manti das em temperatura ambiente
por 24 horas sob repouso (XUEWU et al., 1996). A medida de viscosidade das
solucbes aquosas foi realizada em redmetro rotacional (HAAKE RS150), a 25T,
utilizando-se sistema de cilindros coaxiais, sensor DG41, taxa de deformacédo de
0,01 — 100s™, com tempo de 300 segundos para cada anélise, com total de 50
pontos.

2.4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-P  age)

A caracterizacdo das proteinas extracelulares foi realizada por eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).
Foram utilizadas as amostras congeladas obtidas no item 2.2. As amostras foram
desnaturadas a 95T por oito minutos em solucdo de [-mercaptoetanol. A
eletroforese foi conduzida em gel com gradiente de 12%, imerso em solucao
tampéao tris 0,025M; glicina 0,192M; SDS 0,1% (pH 8,3). Para identificacdo das
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proteinas presentes nas amostras utilizou-se padrées BIO RAD. as bandas foram

reveladas com corante Coomassie Blue.

2.5 Anadlise estatistica

A analise estatistica dos dados de producdo de xantana e teores de acetil e
piruvato foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis, admitindo nivel de

significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producao de xantana e massa celular seca

A producdo de xantana pelas duas cepas testadas foi influenciada pelo
tempo de fermentacéo, sendo crescente, com pequenas oscilagées durante as 120
horas de fermentacdo. A maior quantidade de xantana produzida pela cepa 06
(7,3g.L™") ocorreu em 66 e 96h, sendo diferente da xantana obtida no tempo zero
(0,3 g.L ™). Nao houve diferenca estatistica entre os demais tempos. Ja a cepa 101
produziu mais xantana em 120h (7,6g.L™), diferindo de 0 e 12h, onde a quantidade

de xantana sintetizada foi menor (Tab.1).

Tabela 1 — Producéo de xantana (g.L™)* por X. campestris pv pruni XC06 e XC101,
a 28T, 500rpm, 1vvm, em diferentes tempos de ferm entacéo.

Producéio de xantana (g.L™)

Fermentacao Cepas de X. campestris pv pruni
(horas) XC" 06 XC* 101

0 0,3 B 0,3 C
12 3,7 AB 2,7 BC
24 54 AB 5,2 ABC
36 6,0 AB 6,7 ABC
48 6,4 AB 6,3 ABC
54 7,2 AB 6,7 ABC
66 7,3 A 7,1 ABC
72 7,1 AB 7,0 ABC
84 7,2 AB 7,4 AB
96 7,3 A 7,2 ABC
120 6,7 AB 7,6 A

*Médias da mesma coluna seguidas por letras iguais, ndo diferiram pelo teste de Kruskal-Wallis, em
nivel de 5% de significancia.
"Xanthomonas campestris
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A cepa 06 de X. campestris pv pruni também foi estudada por Moreira
(2002), em volume de 3L, com duas combinac¢des de velocidade de agitacao e taxa
de aeracdo. Na condicdo A (250rpm, 1,5vvm) a producdo de xantana atingiu 5,5g.L
! em 48h, e na condicdo B (350rpm, 2vwvm) a maior quantidade de xantana
produzida foi em 66h, alcancando 6,5g.L™".

Borges (2004) estudou a producédo de xantana por X. campestris pv pruni
cepa 101 em fermentador (3L), sob duas condi¢des: 300rpm e 3vvm (A); 200rpm e
2vvm (B). Assim como Moreira (2002), obteve maior producdo de xantana (8,15g.L™)
em 66h na condicdo de maior agitacdo e aeracao (A), e em 48h na condi¢cdo de
menor agitacdo e aeracdo (7,15g.L™"). Na condicdo de 200rpm e 2vvm (B), obteve
2,7 gL em 12h e 7,0 g.L* em 66h, valores muito similares ao encontrados neste
estudo nos mesmos tempos, com a mesma cepa.

Pan, Moreira e Vendruscolo (2000), na produgéo de xantana pela cepa 06,
em shaker, utilizando seis diferentes concentracées de indculo obtiveram valores
que variaram de 3,4 a 4,2g.L™, em 72 horas de fermentacdo, enquanto que Antunes
et al. (2000), em fermentacédo com diferentes meios de cultura, obtiveram as maiores
producdes de seu estudo com as cepas 06 (11,7g.L™) e 46 (12,8g.L™).

Casas, Santos e Garcia-Ochoa (2000) conduziram quatro fermentacdes
com velocidade de agitacdo constante (100, 300, 500 e 800rpm) ao longo do tempo
de fermentacéo, sob fluxo de ar de 1L/L/min. Na fermentacéo realizada a 500rpm,
observaram a maior producéo e crescimento de biomassa. Sanchez et al. (1997)
realizaram selecdo de cepas produtoras de xantana em frascos agitados,
analisaram varios patovares, inclusive pruni e obtiveram 7,4g.L" de xantana
sintetizada por X. campestris deste patovar.

O tempo de fermentacdo é fator limitante na producdo de xantana, assim
como a cepa e 0s meios também sao capazes de influenciar na quantidade e
qualidade da xantana produzida. Por esta razdo € importante comparar 0s
resultados com os de outras espécies e/ou patovares pois a pesquisa busca sempre
analisar diferentes parametros dos ja divulgados na literatura.

Rottava (2005) selecionado diversas linhagens de Xanthomonas sp, em 96
horas de fermentacao, obteve os seguintes resultados de producao: 7,2g.L™ para X.
campestris; 8,83g.L'1, para X. campestris pv. magiferaeindicae; 6,14g.L™ para X.
campestris pv. arracaciae; 7,97g.L™ com X. campestris pv. manihotis; 7,01g.L™ X.

melonis; 5,86 g.L™ para Xanthomonas sp e 7,49; 8,19; 9,41 e 9,6g.L™* para quatro
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diferentes linhagens de X. camepstris pv campestris. Esses resultados sdo, em sua
maioria, superiores aos encontrados com o patovar pruni, neste estudo. No entanto,
Mayer et al. (2005), em seu estudo de producdo de xantana, em shaker (72 horas),
também com diferentes linhagens, obteve resultados inferiores aos deste
experimento, sendo nulo para X. citris; 5,85g.L™ para X. campestris pv vesicatoria;
5,65g.L " para X. axonopodis UFLA2; 5,30 g.L™ para X. axonopodis couwelo; 3,3 e

4,2g.L™* de xantana produzida com X. axonopodis pv phaseoli cepas 3 e 40.

—M— Xantana XC 06
—E— Xantana XC 101
—A—m.c.s. XC 06
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Figura 1 — Producdo de xantana, massa celular seca (m.c.s.) e pH do meio
fermentado por X. campestris pv pruni XC06 e XC101 a 28T, 500rpm, 1vvm, em
diferentes tempos de fermentacgéo.

A Figura 1 mostra os resultados de massa celular seca obtidos durante as
120h de fermentacao das duas cepas de X. campestris pv pruni. Observa-se que a
producdo de xantana tornou-se relevante a partir do final da fase estacionaria,
contudo, a sintese de biopolimero continuou durante a fase de declinio, das duas
cepas testadas. Moreira (2002) verificou comportamento semelhante em seu estudo.
Embora a literatura relate que a xantana é produzida durante a fase de crescimento
bacteriano, assim como na fase estacionaria (BORN; LANGENDORFF;
BOULENGUER, 2002).
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Durante o processo de fermentacdo da xantana, o pH do meio tende a cair
devido a formacgédo de metabdlitos acidos e da prépria xantana, que contém grupos
funcionais acidos. Isto foi confirmado neste estudo, onde o pH do meio diminuiu
durante a fermentacdo pelas duas cepas, partindo de valores proximo a
neutralidade até atingir 4,13 e 4,37, em 48h, pelas cepas 06 e 101, respectivamente.
A partir desse tempo manteve-se praticamente constante. Borges (2004) também
verificou queda de pH em seu estudo, caindo para 4,8, em 48h, mantendo-se

inalterado até o final da fermentacao (72h).

3.2 Composicao quimica

A composicao quimica dos biopolimeros sintetizados pelas duas cepas de
Xanthomonas campestris pv pruni foi avaliada pela determinacdo dos acucares e
dos conteudos de acetil e piruvato da molécula de xantana.

Observa-se nas Figuras 2 e 3 que os biopolimeros sintetizados pelas duas
cepas apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, ndo havendo diferenga na
composicdo de acgucares. Nas duas cepas, independente do tempo de fermentacao,
foram identificados glicose, manose, acido glicurénico e ramnose, composicao ja
comprovada por outros autores para o patovar pruni (MOREIRA; SOUZA,
VENDRUSCOLO, 1998; ANTUNES et al., 2000). Estes resultados confirmam
aqueles obtidos por Moreira (2002) e Borges (2004) utilizando as cepas 06 e 101,
respectivamente. Quando analisados qualitativamente, os biopolimeros apresentam
a mesma composicao, porém observa-se diferenca no tamanho e intensidade das

manchas, sugerindo quantidades variaveis dos constituintes.
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Figura 2 — Composicdo quimica de xantana sintetizada por X. campestris pv pruni
XC06 em diferentes tempos de fermentacédo. Padrdes: (P1) ramnose (R) e glicose
(G); (P2) acido glicurbénico (AG) e manose (M).

A literatura relata que mudancas na composicdo do biopolimero podem
ocorrer em funcdo das condi¢cdes operacionais empregadas, bem como pela
bactéria utilizada. Essas mudang¢as sdo, na maioria das vezes, principalmente nos
niveis dos grupos acetil e piruvato ligados a estrutura basica do biopolimero.
(MORRIS, 1995; PAPAGIANNI et al., 2001).
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Figura 3 — Composicdo quimica de xantana sintetizada por X. campestris pv pruni
XC101 em diferentes tempos de fermentacdo. Padrbes: (P1) ramnose (R) e glicose
(G); (P2) acido glicurbénico (AG) e manose (M).

Os grupos acetil e piruvato da molécula dos biopolimeros produzidos por X.
campestris pv pruni 06 e 101 foram influenciados pela cepa e pelo tempo de
fermentacdo. Observa-se na Fig. 4 que os biopolimeros sintetizados pelas duas
cepas tém composicéao diferenciada de acetil e piruvato.

A xantana sintetizada pela cepa 06 tem teor de acetil e piruvato
semelhantes, com variacdo durante a fermentacdo. Os valores variaram entre 2,73
e 4,03%, para o teor de acetil, e entre 2,19 e 4,12% para piruvato. O maior teor de
acetil ocorreu em 36h e o de piruvato em 12h. A cepa 101 produziu xantana com
alto teor de acetil, sendo superior a 5% em todos os tempos de fermentagcéo e com
maior valor em 96h (6,87%). O teor de piruvato verificado na xantana da cepa 101

variou entre 0,25 e 0,5%.
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8 - O Acetil XC06

O Piruvato XC06
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Figura 4 — Teor de acetil e piruvato de xantana sintetizada por X. campestris pv
pruni XC06 e XC101 a 28T, 500rpm, 1vvm, em diferen tes tempos de fermentacao.

Sanchez et al. (1997), ao selecionarem cepas produtoras de xantana,
também encontraram baixo teor de piruvato em xantanas sintetizadas por dois
isolados de X. campestris pv campestris , sendo 0,24 e 0,5%. Casas, Santos e
Garcia-Ochoa, (2000) encontraram 4,44% de grupos acetil e 1,78% de piruvato em
xantana sintetizada por X. campestris NRRL B 1459, sob as mesmas condi¢cdes
deste estudo (28<C, 500rpm, 1L/L/min).
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Tabela 2 —Teor de acetil e teor de piruvato de xantana sintetizada por X. campestris
pv pruni XC06 e XC101, a 28T, 500rpm, 1lvvm, em dif erentes tempos de
fermentacao.

Fermentacao Acetil (%) Piruvato (%)
(horas) XC'06 XC"101 XC'06 XC'101

12 3,00 AB 538 AB 412 A 0,28 AB
24 3,10 AB 6,04 A 2,89 AB 0,37 AB
36 4,03 A 5,95 AB 3,50 AB 0,32 AB
48 3,02 AB 595 AB 3,99 AB 0,37 AB
54 3,55 A 5,45 AB 3,37 AB 0,25 B
66 3,22 AB 526 B 3,84 AB 0,36 AB
72 3,25 AB 542 AB 281 AB 0,26 B
84 3,15 AB 542 AB 219 B 0,36 AB
96 2,76 B 6,87 A 3,45 AB 0,50 A

120 3,00 AB 550 AB 219 B 0,33 AB

*Médias da mesma coluna seguidas por letras iguais, ndo diferiram pelo teste de Kruskal-Wallis, em
nivel de 5% de significancia.
"Xanthomonas campestris

3.3 Viscosidade

Os resultados de viscosidade séo apresentados de duas formas, para
melhor entendimento. Os gréficos (Fig. 5 e 6) permitem a avaliagdo do
comportamento pseudoplastico das solucbes, enquanto que na tabela (Tab. 3)
pode-se avaliar a intensidade da pseudoplasticidade e a viscosidade pontual. A
pseudoplasticidade caracteriza-se pela diminuicdo da viscosidade a medida que
aumenta-se a taxa de deformacédo (NAVARRO, 1997). Esse comportamento é tipico
de solucdes de xantana e pode ser observado nas Fig. 5 e 6, que apresentam 0s
resultados de viscosidade de solucbes de xantana, obtidas em diferentes tempos de

fermentacao, sintetizada pelas cepas 06 e 101, respectivamente.
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Figura 5 — Viscosidade (mPa.s) das solucbes aquosas a 1% (m/v) de xantana
sintetizada por X. campestris pv pruni XC06, em diferentes tempos de fermentacéo,
medida a 25<T.

Pode-se observar que as solucdes aquosas da xantana produzida pela
cepa 06 em 36h apresentou maior viscosidade, porém, menor pseudoplasticidade, o
que em muitos casos é desfavoravel para utilizacdo em produtos que necessitam
ser bombeados (Fig. 5). As solu¢cbes de xantana produzidas pela cepa 101
apresentaram maior viscosidade quando produzidas em 24h, no entanto sua

pseudoplasticidade foi praticamente a mesma das demais solucdes (Fig. 6) .
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Figura 6 — Viscosidade (mPa.s) das solucbes aquosas a 1% (m/v) de xantana
sintetizada por X. campestris pv pruni XC101, em diferentes tempos de fermentacéo,
medida a 25<C.

Na Tabela 3 constam os resultados de viscosidade das solu¢cdes aguosas
do biopolimero a 1% obtido em diferentes tempos de fermentacdo medida a 25T,
nas taxas de deformacdo 10, 30, 60 e 100s™. O tempo de fermentac&o, assim como
a cepa, influenciou a viscosidade das solugdes. A maior viscosidade encontrada foi
1190mPa.s, em 36h de fermentacdo para cepa 06. Nas 12 horas seguintes (48h)
houve um decréscimo na viscosidade. De 48 até 84h a viscosidade tornou a ser
crescente, alcancando 956mPa.s, nesse ultimo horario. Nos tempos seguintes
ocorreu nova queda nos valores de viscosidade. As solu¢des aquosas da cepa 101
também apresentaram variacdes na viscosidade durante as 120 horas de
fermentacado. Atingiu 979mPa.s em 24h, caindo para 702mPa.s em 36h e subindo
novamente em 48h. Entre 48 e 66h houve nova queda com posterior aumento até
96h (895mPa.s).
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Tabela 3 — Viscosidade (mPa.s) de solugbes aquosas a 1% (m/v) de xantana
sintetizada por X. campestris pv pruni XC06 e XC101 em diferentes tempos de
fermentacdo, medida a 25, nas taxas de deformacdo 10, 30, 60 e 100s™,

Cepa Fermentacao Viscosidade (mPa.s)
(horas) Taxa de deformacao (s™)
10 30 60 100
12 966 370 208 132
24 972 339 189 120
36 1190 473 270 178
48 718 284 161 102
06 54 741 277 154 97,4
66 774 276 155 99,6
72 737 263 145 92,5
84 956 337 191 123
96 787 288 159 101
120 840 305 172 111
12 682 298 181 121
24 979 401 233 153
36 702 304 182 120
48 860 371 221 146
101 54 733 319 192 128
66 673 298 180 120
72 685 298 180 122
84 729 313 187 125
96 895 374 222 145
120 729 315 188 125

Moreira et al. (2001) ao avaliar a viscosidade de solu¢des aquosas a 1% de
xantana obtida pela cepa 06 também em diferentes tempos de fermentacao obteve
valores entre 610 e 770mPa.s, sendo que em 42h obteve 710mPa.s, valor
semelhante ao encontrado neste estudo em 48h.

Borges (2004) analisou a viscosidade de solugcdes a 3% de xantana
sintetizada por X. campestris pv pruni cepa 101 em diferentes tempos de
fermentacdo sob duas combinagOes de aeracao e agitagdo. Alcangou 7100mPa.s
em 54h, na condicdo de maior agitacdo e aeracdo, e 5400mPa.s, em 48h, na
condicdo de menor agitacéo e aeracdo, ambas a 25T, na taxa de deformacéo 10s™.

Mayer et al. (2005), estudaram a viscosidade para as solu¢des aquosas a
3% das xantanas obtidas com cepas de diferentes linhagens e obtiveram resultados
com variacdo de 2.680 a 4.940mPa.s, quando analisadas na taxa de deformacao
10s™. Rottava (2005), também nas mesmas condicdes de preparo e leitura, avaliou

a viscosidade de solugcbes aquosas a 3% de xantana sintetizada por diversas



62

linhagens de Xanthomonas sp, obtendo resultados inferiores, entre 71 e
1.818mPa.s.

Comparando dados da producédo com dados de viscosidade pontuais, ficou
comprovado que a partir de 36h e 48h ambas as cepas testadas estabilizaram sua
producéo e neste mesmo intervalo de tempo obteve-se os melhores resultados de
viscosidade para ambas as cepas. Estes resultados séo produzidos quando ocorre
a estabilizacao do pH.
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Figura 7 — Viscosidade (Pa.s) vs teor de acetil (%) vs teor de piruvato (%) de
xantana sintetizada por X. campestris pv pruni XC06, em diferentes tempos de
fermentacao.

Também em relacdo a viscosidade alguns autores sugerem que o teor de
piruvato € indicador das propriedades reoldgicas do biopolimero. Entretanto, no
presente estudo esta relacéo foi verificada para o conteudo de acetil. As solucdes
aguosas de xantana das duas cepas apresentaram uma tendéncia de incremento
de viscosidade com o0 aumento do contetdo de acetil, e decréscimos de viscosidade

para teor de acetil menores, ndo apresentando qualquer relagdo com o teor de
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piruvato. A maior viscosidade da xantana produzida pela cepa 06 ocorreu em 36h,
juntamente com o maior teor de acetil, e a menor viscosidade das solu¢des da cepa

101 foi para o menor teor de acetil, ocorrido em 66h.
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Figura 8 — Viscosidade (Pa.s) vs teor de acetil (%) vs teor de piruvato (%) de

xantana sintetizada por X. campestris pv pruni XC101, em diferentes tempos de
fermentacao.

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As Figuras 9 e 10 apresentam o perfil eletroforético das enzimas durante a
producdo de xantana pelas cepas 06 e 101 de X. campestris pv pruni,
respectivamente. Observa-se que cada horéario diferiu no nimero de bandas
apresentadas, indicando a presenca de diferentes enzimas e, possivelmente em
diferentes concentracdes, dependendo do tempo de incubacéo.

Isto possivelmente seja a explicacdo das variacbes que ocorrem na
producdo e na composicdo quimica do biopolimero nos diferentes tempos de
fermentacdes. Também a presenca das diferentes proteinas encontradas na
caracterizagdo enzimatica pode estar influenciando ora, de forma positiva, ora de

forma negativa, a viscosidade das solu¢des aquosas.
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Figura 9 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas
secretadas na producdo de xantana por X. campestris pv pruni cepa 06.

Na literatura pertinente ndo ha referéncia a relagdo entre o peffil
eletroforético e tempo de fermentacdo de xantana. Padilha (1997) verificou a
mesma relacdo entre as enzimas secretadas e o tempo de fermentacdo na

producdo de biopolimero por Beijerinckia sp 7070.

12 24 36 48 54 66 72 84 96 120

Figura 10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas
secretadas na producdo de xantana por X. campestris pv pruni cepa 101.
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4 CONCLUSAO

O tempo de fermentacdo e a cepa influenciaram a produg¢do, composi¢céo
guimica, viscosidade dos biopolimeros e o perfil eletroforético das proteinas
celulares . A producédo de xantana foi crescente até 54h. A partir desse tempo, o pH
e a producdo de biopolimero mantiveram-se praticamente constante. A maior
viscosidade para polimero da cepa 101 foi em 24h enquanto que para cepa 06 foi
em 36h. Comparando produgéo e viscosidade, conclui-se que a fermentacao para
obtencdo de xantana pode ser finalizada em 36h para cepa 06 e 48 para cepa

101pela qualidade dos polimeros apresentados.
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ABSTRACT

The variation in fermentation parameters can influence in xanthan production,
chemical composition and viscosity. Xanthan production is carried through in two
stages: cells production (inoculum development) and biopolymer production. It was
studied inoculum production, in shaker, with three different aeration variations in
function of the ratio of liquid volume and flask volume (94, 80 and 60% of empty
volume), being overcome as standard reference 94%, condition normally used for
inoculum production. It had been evaluated production, chemical composition and
viscosity of xanthan synthesized by X. campestris pv pruni strains 06 and 101. Strain
101 produced highest amount and better quality of xanthan in all the variations
tested. The different aeration variations had not influenced the production and
viscosity of the xanthans produced by both strains, being possible, therefore, the use
of any of the aeration variations tested. For the xanthan production in fermentor, the
inoculum was produced in shaker, with the 60% of aeration flask, evaluated in the
previous experiment. The fermentation was carried at 28°C, 500rpm and 1vvm. It had
evaluated the influence of fermentation time in the production, chemical composition
and viscosity of xanthan and in the profile eletrophoretic of X. campestris pv prui
strains 06 and 101 enzymes. Strain 06 produced the highest xanthan amount in 66
and 96h (7.3g.L™), and strain 101, in 120h (7.6g.L™). In biopolymer synthesized by
both strains was detected the glucose, mannose, ramnose and glucuronic acid
presence. The acetil and piruvate content varied with the increase of the fermentation
time. The viscosity also varied, being higher in 36h (1190mPa.s) and 24h
(979mPa.s), for the solutions of xanthan by strains 06 and 101, respectively. In
eletrophoretic characterization had been different bands, in each fermentation time,
suggesting the presence of different enzymes in each time. These enzymes could be
the responsible ones for the alterations in the biopolymer production, chemical
composition and viscosity during the fermentation.

Key words: xanthan, inoculum, enzymes, fermentation time.



CONCLUSOES GERAIS

Os estudos de diferentes condi¢cdes de aeracdo do indculo na producéo de
xantana em agitador incubador ndo apresentaram diferenca na producdo e
viscosidade do polimero produzido pelas cepas 06 e 101 de X. campestris pv pruni.

O estudo de producdo em fermentador de 10 litros utilizando um inoculo
com a aeracao correspondente a 60% de volume livre, mostrou que o tempo de
fermentacdo e a cepa influenciaram a produgdo, composi¢cdo quimica, viscosidade
dos biopolimeros e o perfil eletroforético das proteinas celulares . A comparacdo da
producdo e viscosidade, mostra que o tempo de fermentacdo para obtencdo de
xantana pode ser de 36h para cepa 06 e 48 para cepa 101 pela qualidade dos
polimeros obtidas nos respectivos tempos.
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