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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Mestrado em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do Grau de

Mestre em Engenharia de Alimentos.

SELECAO DE LINHAGENS DE Xanthomonas sp PARA PRODUCAO

DE GOMA XANTANA

leda Rottava

Maio/2005

Orientadores: Profa. Francine Ferreira Padilha, D.Sc.

Prof. Rogério Luis Cansian, D.Sc.

Goma xantana, também conhecido como exopolissacarideos (EPS), um biopolimero
microbiano produzido por bactérias do género Xanthomonas, € o mais aceito
comercialmente. Este polimero é usado em aplicagbes em alimentos e outros
produtos como espessante, estabilizante ou viscosificante. Este trabalho teve como
objetivo selecionar duas linhagens de Xanthomonas sp para produgdo de goma
xantana, através de screening de dez linhagens de Xanthomonas sp produtoras de
goma xantana em agitador orbital, analisando a viscosidade aparente das solucdes
aquosas e selecionando assim, duas linhagens de Xanthomonas sp em relagdo a
produtividade e viscosidade aparente. Para verificacdo da ocorréncia de mutagdes
gendmicas, o estudo também objetivou a realizagéo da caracterizagdo molecular das

linhagens pesquisadas. Os experimentos de producdo de goma xantana foram
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realizados em agitador orbital com agitacao de 120rpm, para producao de células, e
180rpm, para producdo de indculo, a uma temperatura de 28°C. Para a
caracterizacdo molecular das linhagens envolvidas na pesquisa, utilizou-se a técnica
de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Das dez linhagens estudadas, os
melhores microrganismos para a producdo da goma xantana sdo a Xanthomonas
campestris pv. magiferaeindicae - 1230 (8,83g.L™".h™"), Xanthomonas campestris pv.
campestris - 254 (9,41g.L™.h""), Xanthomonas campestris pv. manihotis — 1182
(7,979.L".h", Xanthomonas campestris pv. campestris - 1078 (9,60g.L".h") e
Xanthomonas campestris pv. campestris - 729 (8,16g.L".h™"), em termos de
produtividade. Existe uma alta variabilidade entre as linhagens de Xanthomonas sp
estudadas, segundo a analise de RAPD. A analise de RAPD entre as linhagens n&o
permitiu um total agrupamento das linhagens por patovar ou por espécie. Segundo a
analise de RAPD, nado houve mutacbes detectaveis destas bactérias durante a
pesquisa (repique inicial e final das diferentes linhagens de Xanthomonas sp). As
duas linhagens com melhor produtividade e viscosidade aparente foram a
Xanthomonas campestris pv. magiferaeindicae - 1230 e a Xanthomonas campestris

pv. manihotis - 1182.

Palavras-chave: exopolissacarideo microbiano, sele¢cdo de linhagens, goma

xantana, Xanthomonas sp
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STRAINS SELECTION OF Xanthomonas sp FOR XANTHAN GUM

PRODUCTION
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Xanthan gum, also known as extracellular polysaccharide (EPS), a microbial
biopolymer produced by Xanthomonas, is the most commercially accepted. This
polymer is used in food aplications and other products as thickener, stabilizer or to
increase viscosity. This work aimed to selecet two strains of Xanthomonas for
xanthan gum production in orbital shaker, analyzing the apparent viscosity of
aqueous solutions. For verification of occurrence of genus mutations, molecular
characterization of the strains was carried out. The experiments of xanthan gum
production were performed in orbital shaker at 120 rpm, for cell production, and
180rpm, for inoculum production, at 28°C. For molecular characterization of the
strains, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) was used. From ten strains
investigated, the best microorganisms for xanthan gum production are Xanthomonas
campestris pv. magiferaeindicae - 1230 (8,839.L-1.h-1), Xanthomonas campestris pv.
campestris - 254 (9,41g.L-1.h-1), Xanthomonas campestris pv. manihotis — 1182
(7,979.L-1.h-1), Xanthomonas campestris pv. campestris - 1078 (9,60g.L-1.h-1) and
Xanthomonas campestris pv. campestris - 729 (8,16g.L-1.h-1), in produtivity terms.
There is a variability between the Xanthomonas sp strains, found by RAPD analysis.
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The analysis of RAPD between the strains did not allow a total grouping of strains for
patovar or for species. Following the analysis of RAPD, no mutation on this bacterium
during the research (begining and ending alarms of different strain of Xanthomonas
sp) was detected. The two strains with better productivity and apparent viscosity were
Xanthomonas campestris pv. magiferaeindicae - 1230 and the Xanthomonas
campestris pv. manihotis - 1182.

Keywords: microbial extracellular polysaccharide, strains selections, xanthan gum,
Xanthomonas sp.
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Capitulo 1 Introdugao 1

1 INTRODUCAO

Os biopolimeros sao polissacarideos de origem microbiana, sintetizados por
bactérias, fungos e leveduras. Esses polissacarideos de cadeia complexa também
sado conhecidos como gomas devido a sua capacidade de formar solugcdes viscosas
e géis em meio aquoso. A importancia e potencialidade do uso de gomas nos
diversos segmentos industriais € consenso na literatura pertinente. Sdo aplicados
nos setores de alimentos, farmacéutico, quimico e petroquimico. Nestes setores ha
uma continua substituicdo dos polissacarideos convencionais por produtos de
origem microbiana, por véarias razées, como possibilidade de modificagdo de suas
caracteristicas reologicas através do controle de parametros de fermentagao,
independéncia climatica, controle de qualidade dos lotes, entre outras.

Quatro biopolimeros sdo aprovados pelo FDA para uso alimentar: xantana,
dextrana, curdulana e gelana (PORTILHO, 2002). Na Legislacado Brasileira, através
da Agéncia Nacional de Vigilanica Sanitaria (ANVISA), esta previsto o uso de
xantana e da dextrana e ainda ndo consta a curdulana e a gelana como um aditivo

alimentar usual.

Os biopolimeros apresentam interesse por formarem uma classe de polimeros
ou gomas, utilizados amplamente como espessantes, gelificantes, agentes de
suspensao, coldides protetores, entre outras aplicacées. Exibem uma combinacao
de propriedades que sao essenciais para definir sua aplicacdo final. Tais
propriedades sdo determinadas por sua composicdo quimica, agrupamentos e

ligagdes moleculares, seu peso molecular meédio e sua distribuicdo (PACE, 1991).

As gomas podem ser definidas como moléculas de alto peso molecular, com
caracteristicas hidrofilicas ou hidrofobicas, que usualmente tém propriedades
coloidais, e a capacidade de produzir géis ao combinar-se com o solvente
apropriado, ou que ao se dispersar na agua fria ou quente, produzem solucdes ou
misturas viscosas (PASQUEL, 1999).

Biopolimeros ou polissacarideos microbianos podem ser intracelulares, da
parede celular ou extracelulares (exopolissacarideos ou EPS), e estes podem ser
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capsulares ou livres. Os de maior interesse sao os extracelulares livres, devido a sua

facilidade de obtencdao e menor custo para a industria.

Goma xantana, o exopolissacarideo microbiano produzido por Xanthomonas
campestris, € o mais comercialmente aceito. Este biopolimero é aplicado em
alimentos e outros segmentos como agente espessante, estabilizante, emulsificante
e em sinergismo com outras gomas pode atuar como gelificante (LOPEZ, et al.,
2001).

A xantana é o biopolimero mais utilizado na recuperacao terciaria de petréleo
(EOR), nédo tendo até o momento nenhum outro em escala comercial que supere
suas qualidades. A goma xantana tem sido usada junto com hidréxido de sodio e
surfactantes na técnica conhecida como APS (alcali-polimero-surfactante)
(NAVARRETE et al., 2001; NAVARRETE & SHAH, 2001).

Nos EUA, a industria de petréleo nao utiliza grandes quantidades deste
biopolimero, e sim associacées de caracteristicas ndo tdo especificas, devido ao
custo elevado de produgdo da goma xantana. No Brasil, o substrato representa um
baixo custo de produgdo; entretanto, em outros paises o custo do meio de
fermentagcao representa um fator critico sob o aspecto comercial na produgdo do
polissacarideo. Portanto, o Brasil mostra-se com um grande potencial para a
fabricacdo deste biopolimero em escala industrial, ja que dispbe de matéria-prima
bésica para a produgdo: agucar, extrato de levedura e é&lcool do setor sucro-
alcooleiro (PADILHA, 20083).

A caracterizagado molecular das linhagens envolvidas na pesquisa é de elevada
importancia especialmente para comprovar a ndo ocorréncia de mutacées durante
0S repiques sucessivos aos quais o microrganismo é submetido. A técnica de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) € uma técnica simples, requer pequenas
quantidades de DNA, ndo sendo necessario o conhecimento prévio do genoma e 0
nivel de regides polimérficas é geralmente alto (WILLIAMS et al., 1990, 1993).

A selecao de microrganismos que produzam polissacarideos com propriedades
funcionais economicamente interessantes bem como os estudos para otimizar o
rendimento e a produtividade dos processos fermentativos na obtengcéo destes € um
desafio constante (BOZA, 2002).
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A maioria dos estudos informa uma dependéncia clara entre linhagens usadas,
rendimento e propriedades da goma xantana. Assim, a selecao da linhagem deveria
ser o primeiro passo quando é tentado um processo especifico de producao (LOPEZ
et al.,, 2001; HASSLER e DOHERTY, 1990).

Os estudos realizados também se tém focalizado na otimizacao das condi¢des
de cultura para producdo de exopolissacarideos e mais recentemente, no
isolamento, clonagem e sequenciamento dos genes envolvidos na sintese de

biopolimeros.

Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo geral selecionar duas
linhagens de Xanthomonas sp para producdo de goma xantana, e como objetivos

especificos:

= Realizar screening de dez linhagens de Xanthomonas sp produtoras de goma
xantana em agitador orbital de modo a selecionar duas linhagens em relagao

a produtividade e viscosidade aparente das solu¢des aquosas.

= Fazer a caracterizagdo molecular de dez linhagens de Xanthomonas sp,
utilizando a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Exopolissacarideos Microbianos

Os biopolimeros sdao macromoléculas polissacaridicas que, devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, como atuar em baixas concentracdes, ampla faixa de
pH e temperatura, estdo sendo cada vez mais utilizadas em diversos ramos
industriais. Pela diversificacdo do consumo de biopolimeros, faz-se necessaria a
producdao dos mesmos em quantidade e qualidade cada vez maiores (PADILHA,
1997).

Os polissacarideos séo constituintes normais de todas as células microbianas,
incluindo as bactérias, leveduras e fungos. Estdo divididos em trés grupos, de
acordo com a sua localizagcdo morfolégica: intracelular, localizado no interior da
célula ou como parte da membrana citoplasmatica; da parede celular, formados
como parte estrutural da células; e polissacarideos extracelulares, produzidos no
interior da célula, sendo posteriormente, secretados para o exterior da mesma
(SUTHERLAND, 1982).

As bactérias Gram-negativas apresentam a parede celular mais fina,
consequéncia da menor quantidade de peptidoglicano, em comparagcao as Gram-
positivas, e tém como maior componente um macropolimero, denominado
lipopolissacarideo. A presenga do lipopolissacarideo fornece um barreira hidrofilica a
superficie celular (PORTILHO, 2002). Em muitas bactérias, a hidrofilicidade da
superficie celular é aumentada pela presenca de uma camada de polissacarideo
extracelular (EPS). O EPS pode estar organizado de modo a formar uma camada
coesiva e aderente, denominada “capsula” ou consistir em um polissacarideo livre e
“‘mucilaginoso” (slime), com pouca ou nenhuma aderéncia celular. O termo
polissacarideo extracelular ou exopolissacarideo pode ser usado tanto para
descrever o polissacarideo mucilaginoso como o capsular (PORTILHO, 2002).

Os EPS microbianos podem ser constituidos por um Unico tipo de
monossacarideo, sendo classificados como homopolissacarideos, como as gomas

dextrana e curdulana. Outros, entretanto, possuem estrutura mais complexa
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podendo, inclusive, conter além de diferentes monossacarideos, outros compostos

quimicos, como a goma xantana (SUTHERLAND, 1994).

Muitos microrganismos produzem grandes quantidades de polissacarideos sob
as mais variadas condi¢coes. Esses polissacarideos tém papéis especificos como
compostos de armazenamento (glicogénio), compostos estruturais (quitina),
mediadores das interagdes do microrganismo com 0 meio ambiente (polissacarideos
extracelulares) (PACE, 1991).

Os EPS séao, geralmente, considerados metabdlitos secundarios, produzidos
quando uma fonte de carboidratos esta presente em excesso (PACE & RIGHELATO,
1980). Os metabdlitos secundarios sdo definidos como compostos sintetizados pelos
microrganismos quando as células crescem lentamente ou cessam o crescimento.
Seu papel no crescimento e metabolismo do microrganismo nem sempre é definido.
DEMAIN (2000) destaca a importancia dos metabodlitos secundarios para o

microrganismo também como efetivos na diferenciacdo microbiana.

A Dbiossintese de EPS esta diretamente relacionada a capacidade de
sobrevivéncia do microrganismo em condigbes adversas de meio ambiente
(MOREIRA, 2002), sendo que esses EPS desempenham diferentes papéis, que
incluem: proteger o microrganismo contra desidratacado; servir de barreira, impedindo
que virus e anticorpos se liguem a sitios especificos sobre a parede celular; acoplar
e neutralizar toxinas carregadas ou ions metélicos toxicos; atuar como fonte de
carbono e energia; converter o excesso de substrato em uma massa espumosa que
€ mais dificil de ser metabolizada por outros microrganismos; interagir com células
de animais ou plantas em relagbes especificas, simbidticas ou patogénicas (PACE,
1991).

Os EPSs possuem duas propriedades que ajudam a determinar suas fungdes:
(a) os polissacarideos capsulares sdo altamente hidratados, e portanto, protegem a
bactéria da dessecagéo, evitando que moléculas hidrofobicas penetrem na capsula e
cheguem a membrana celular; (b) os EPSs acidos produzidos pela maioria das
bactérias fitopatogénicas sdo altamente anidnicos e assim, podem atuar como
resinas de troca ibnica, concentrando minerais e nutrientes ao redor da célula. Outra

funcéo importante do polissacarideo capsular, no solo ou em ambientes aquaticos, é
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auxiliar na adesao da bactéria a superficies biolégicas ou inertes, nas quais existem
altas concentracoes de nutrientes. As bactérias fitopatogénicas precisam crescer ou
sobreviver no solo, em folhas ou raizes de plantas para completar seu ciclo de vida,
portanto a protecdo contra 0 meio ambiente hostil pode ser um motivo para que a
bactéria produza EPS (SILVA et al., 2001).

As areas de interesse para os EPS microbianos, ou biopolimeros, como séao
comumente referidos, sdo bastante variadas, como: industria de alimentos,
agroquimica, recuperagdo de Oleo bruto, médica e farmacéutica, quimica fina e
cosmetica (VANDAMME et al., 1996).

Na industria de alimentos os biopolimeros encontram um vasto campo de
aplicacdo como agentes espessantes, estabilizantes e gelificantes e vém
substituindo gradativamente os polissacarideos obtidos de fontes convencionais
como plantas. A preferéncia por biopolimeros microbianos se deve as suas
propriedades funcionais, somadas as vantagens de sua produgao ser independente
de condi¢des climaticas (BOZA, 2002).

As gomas podem ser entendidas como polissacarideos de cadeia longa, que
podem ser pouco, muito, ou nada ramificados, mas que devem interagir com a agua.
Uma goma pode ser definida em sentido amplo, como qualquer polissacarideo
soluvel em agua, que pode ser extraido, a partir de vegetais terrestres ou marinhos,
ou de microrganismos, que possui a capacidade, em solugdo, de incrementar a
viscosidade e/ou formar géis (PASQUEL,1999).

Segundo revisdo de PASQUEL (1999), varias gomas sdo importantes na

engenharia de alimentos, como por exemplo:

» Gomas extraidas de plantas marinhas — os alginatos, a goma agar € a goma
carragenana sao extratos de algas vermelhas e marrons, que, em conjunto, em

inglés, sdo conhecidas como seaweeds.

= Gomas extraidas de sementes de plantas terrestres — um segundo grupo
importante de gomas sdo as galactomanas obtidas das sementes de certas
plantas, goma locuste e goma guar.
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= Gomas obtidas como exudados de plantas terrestres — um terceiro grupo
importante de gomas usadas na industria dos alimentos é o grupo das gomas
exudadas por arvores, goma arabica, goma ghatti, goma karaya e goma

tragacante.

= Gomas obtidas a partir de processos microbiologicos — é importante destacar as
gomas produzidas por algumas espécies de Xanthomonas e Pseudomonas, que
apresentam propriedades incomuns no que diz respeito a textura, goma xantana

e goma gelana.

= Gomas obtidas por modificagdo quimica de produtos vegetais — destacam-se
nesse grupo as modificagées quimicas da celulose e da pectina, conducentes a
obtencdo de hidrocoloides com propriedades gelificantes, gomas celuldsicas
(carboximetilcelulose, metilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose) e pectinas.

Varios biopolimeros tém sido produzidos e utilizados comercialmente, entre
eles: dextrana (produzido por bactérias Gram-negativas pertencentes a varios
géneros, como Leuconostoc e Streptococcus), xantana (produzido por bactérias do
género Xanthomonas), curdulana (produzido pela bactéria Alcaligenes faecalis var.
mixogenes), alginato bacteriano (produzido pela bactéria Azotobacter vinelandii),
zanflo (produzida pela bactéria Erwinia tahitica), gelana (produzido pela bactéria
Pseudomonas elodea), welana (produzido pela bactéria Alcaligenes sp),
succinoglicanas (nome genérico dado a um grupo de polissacarideos, produzidos
por Pseudomonas sp) (SANDFORD, 1982 e 1979; SUTHERLAND, 1983 e 1982;
QUEIROZ, 1987; MASAKUNI e MASAHIRO, 1990; DUSSAP et al, 1993).
Encontram-se em estudo o desenvolvimento de varios biopolimeros como: indicana
(Beijerinckia indica); pululana (Pullularia pullulans) e véarios outros produzidos por
Pseudomonas (SANDFORD, 1979; WILLIAMS et al., 1979; KENNEDY et al., 1982;
UHLINGER & WHITE, 1983; CHRISTENSEN et al., 1985; CONGREGADO et al.,
1985; MANRESA et al., 1987).

Até o momento, dextrana e xantana sdo, praticamente ainda os Unicos
polissacarideos microbianos comercializados em larga escala, dividindo fatias
importantes do mercado de gomas. A goma gelana e curdulana também sao
produzidos comercialmente por biossintese microbiana e aprovados pelo FDA (Food
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and Drugs Administration), para uso em alimentos. A xantana foi o segundo
polissacarideo microbiano usado na industria de alimentos como espessante,
emulsificante, estabilizante e agente de suspensao, aprovado pelo FDA em 1969.

No Brasil, a adigdo de xantana em alimentos é permitida desde 1965 (ABIA, 1992).

2.2 Xanthomonas sp

Em 1940, VERS isolou a bactéria denominada Xanthomonas campestris, capaz
de elevar a viscosidade do meio onde se desenvolve. A viscosidade é produzida
pela secrecdo no meio de um heteropolissacarideo aniénico, denominado goma
xantana, produzido em escala industrial por fermentacao aerdbia pela X. campestris
(MAURY & ROQUE, 1986).

As bactérias Xanthomonas pertencem a familia Pseudomonaceae. Sao
bastonetes, 0,4-0,7 um de largura e 0,7-1,8 um de comprimento, Gram-negativas,
moéveis por flagelo unico (1,7-83 um de comprimento). O microrganismo é
quimiorganotrofico e estritamente aerdbio, com um tipo de metabolismo respiratério
que requer oxigénio como o aceptor de elétron terminal, resistentes a
estreptomicina. A bactéria ndo desnitrifica, € catalase-positiva e oxidase-negativa.
Xanthomonas sp pode oxidar a glicose e o caminho de Entner-Doudoroff é
predominantemente usado para o catabolismo da glicose (0 caminho da pentose
fosfato também acontece, mas usa s6 8-16% da glicose total consumida); o acido
tricarboxilico e os ciclos de glioxilato estdo presentes (GARCIA-OCHOA, 2000).

As colbnias de Xanthomonas sp sdo normalmente amarelas, lisas e viscosas.
A estrutura do envoltério da célula € semelhante a das outras células Gram-
negativas. Pigmentos amarelos estdo presentes em todas as espécies de
Xanthomonas, mas podem estar ausentes quando acontece alguma degradagéo
(BRADBURY, 1984; GARCIA-OCHOA, 2000). Sao essencialmente fitopatogénicas,
com excegao da Xanthomonas maltophilia (HAYWARD, 1993; SWINGS et al., 1993;
GARCIA-OCHOA, 2000). Sdo amplamente distribuidas e infectam mais de 240
géneros de plantas mono e dicotiledéneas, que incluem alguns de interesse
agricola, por exemplo, repolho, alfafa e feijoes (CIVEROLO & HATTINGH, 1993). A

espécie Xanthomonas campestris, a mais numerosa e abundante, diferencia-se em
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aproximadamente 125 patovares, que infectam e causam doencas em varios
hospedeiros (BRADBURY, 1984).

Varios patovares de Xanthomonas campestris, particularmente, e outras
espécies de Xanthomonas, produzem EPS. Por serem bactérias essencialmente
fitopatogénicas, a producdo de EPS esta relacionada com sua sobrevivéncia,
enquanto na superficie do vegetal hospedeiro, pois este € um ambiente indspito a
bactéria, com a invasao e a patogenicidade. Causam uma variedade de doencas e
sintomas, incluindo necrose, gomose e/ou doengas vasculares ou parenquimatosas
em folhas, ramos ou frutos de muitas plantas (HAYWARD, 1993). Em geral,
Xanthomonas nao apresentam crescimento epifito, isto &, superficial, consideravel,
especialmente nas folhas. Sao fatores limitantes a agua livre, luz solar,

especialmente os raios UV, e temperaturas extremas (~ 50°C) (RUDOLPH, 1993).

As bactérias colonizam a superficie dos vegetais pela adesdo a certas
estruturas, o EPS parece regular esse processo. Apés invadirem o0s espacos
intercelulares, desenvolvem microcolénias rodeadas de material fibrilar,
provavelmente o EPS xantana. Passadas 24 horas, encontram-se abundantemente
rodeadas por EPS, que preenche os espagos intercelulares. Como o muco
secretado pela bactéria apresenta alta capacidade de retencao de agua, 0s espacos
tornam-se congestionados; este fendmeno é conhecido como water soaking. 1sso
causa uma continua desintegracao tecidual e é o primeiro sintoma da infec¢ao e pré-
requisito para a efetiva colonizacdo bacteriana (RUDOLPH, 1993). Como a
congestdo é progressiva, os danos vao agravando-se. A fotossintese é reduzida e a
permeabilidade da membrana celular aumenta, apressando o murchamento da
planta. A bactéria utiliza como substrato o tecido necrosado, uma vez que é capaz
de secretar diversas enzimas que degradam os polissacarideos estruturais como a
celulose e pectinas (SUTHERLAND, 1993). A eficiéncia da capacidade de formacgéao
do water soaking esta relacionada a viruléncia da cepa; correlaciona-se a viruléncia
com a quantidade e qualidade do EPS produzido in vitro quando diferentes cepas
sado comparadas (RUDOLPH, 1993).
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2.3 Analise genémica do DNA de bactérias (RAPD)

Segundo FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998), um dos aspectos mais
fundamentais da revolugao causada pela PCR (reacdo da polimerase em cadeia) foi
a possibilidade de se gerar grandes quantidades de DNA de segmentos especificos
do genoma. DNA em grande quantidade pode ser facilmente detectado a olho nu
diretamente em gel de eletroforese através de corantes especificos para DNA (ex.
brometo de etidio). Entretanto, a técnica de PCR ainda apresentava uma limitacao
significativa na obtencdo de marcadores moleculares anénimos distribuidos pelo
genoma, com excec¢ao de alguns genes de seqliéncia conhecida. A construcdo de
primers para a amplificagdo via PCR dependia essencialmente do conhecimento
prévio das seqUéncias de nucleotideos que flanqueiam a seqiéncia de DNA de
interesse. Para se conhecer estas seqUéncias € necessaria a clonagem e

sequenciamento da regido.

O grande avanco na area de marcadores moleculares baseados em PCR
ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar primers mais curtos e de seqliéncia
arbitraria para dirigir a reacdao de amplificagdo, ndo se fazendo necessario o
conhecimento  prévio de sequéncia. Esta técnica foi desenvolvida
independentemente por dois grupos nos Estados Unidos. WILLIAMS et al. (1990)
patentearam a tecnologia com o nome mais comumente utilizado, RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), DNA polimérfico amplificado ao acaso. O grupo
descreveu a técnica no contexto da andlise Mendeliana, demonstrando a
identificacdo de marcadores genéticos para mapeamento. WELSH & MCCLELLAND
(1990) propuseram a denominagao AP-PCR (Arbitrarily Primed-Polymerase Chain
Reaction) uma vez que os primers possuem seqUéncia arbitraria, mas a amplificagéo
tecnicamente ndo ocorre ao acaso e sim em lugares especificos no genoma. O
experimento deste grupo foi essencialmente a geracéo de fingerprints (impressdes
digitais) gendmicos simples e reprodutiveis para a identificacdo de linhagens,
utilizando géis de eletroforese em poliacrilamida de maior poder de resolucao
juntamente com primers um pouco mais longos. Apds alguns meses um terceiro
grupo liderado por Peter M. Gresshof desenvolveu 0 mesmo método com o nome de
DAF (DNA Amplification Fingerprinting) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
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A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é uma variagcao do
PCR (reacao da polimerase em cadeia), com duas caracteristicas distintivas: utiliza
um primer (sequéncia iniciadora) Unico ao invés de um par de primers; o primer
Unico tem sequUéncia arbitraria e, portanto, sua seqiéncia alvo é desconhecida
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

E uma técnica simples que requer pequenas quantidades de DNA, ndo
necessitando o conhecimento prévio da biologia molecular dos organismos a serem
estudados, podendo ser aplicada a qualquer espécie. O polimorfismo entre os
produtos de amplificacdo é detectado freqlientemente e o nivel de regides
polimérficas € geralmente elevado. Sao Uteis como marcadores genéticos e podem
ser detectados através do exame de um gel de agarose corado com brometo de
etidio (WILLIAMS et al., 1990, 1993; SILVEIRA et al., 2000).

A técnica consiste no anelamento do primer com o DNA alvo em ciclos de
amplificacdo a baixa estringéncia (especificidade), resultando em produtos de
amplificagdo que sdo caracteristicos de um genoma em particular e denominado
fingerprinting. Sua alta capacidade discriminatéria é Gtil para estudos
epidemiolégicos, investigacdo de fontes de contaminacao, relacionamento de
isolados de origens diferentes e identificagdo de isolados diferentes de uma mesma
origem e na obtencao de mapas genéticos (WILLIAMS et al., 1990; SILVEIRA et al.,
2000).

Um alto grau de padronizagéo e controle interno fazem-se necessarios para se
obter perfis reprodutiveis de DNA. H& muitos parametros nos quais pequenas
mudangas alteram os perfis. Apesar do conceito da técnica ser simples, esses
parametros devem estar dentro de limites 6timos para reprodutibilidade; isto €,
concentracbes adequadas de DNA, magnésio, primer e enzima, assim como 0O
namero de ciclos. Aumentando-se a sequiéncia e o tamanho dos primers usados
para RAPD pode-se obter um numero ilimitado de comparacdes possiveis entre os
perfis, aumentando assim seu poder discriminatério (SILVEIRA et al., 2000; ZHOU &
JIAO, 2004).

Varios autores citam o RAPD como ideal no estudo do polimorfismo genémico;
o método tem sido usado para comparar diferencas intra e inter especificas em
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bactérias, podendo ser usado tanto em DNA purificado como em extratos de células
cultivadas em caldo ou em agar (WILLIAMS et al., 1990; SILVEIRA et al., 2000).

Embora seja recente e apresente suas limitagdes, a técnica de RAPD tem sido
aplicada com resultados satisfatorios para varios microrganismos (SILVEIRA et al.,
2000).

Entre varios exemplos de utilizacdo da técnica de RAPD pode-se citar o estudo
de ZHOU e JIAO (2004) que investigaram a contaminagcdo por Listeria
monocytogenes em alimentos, em mercados chineses, através de andlise de RAPD
e descobriram que os modelos fingerprint gerados por RAPD sao fortemente
influenciados pela reagcédo de amplificagdo, preparo do molde de DNA, e pela técnica
de separagdo usada, tal como tamanho e composicdo do gel e condi¢cbes de
migracao, quando é usada a eletroforese. Mostraram que através de padronizagdo
rigorosa, 0 método de RAPD apresenta dados reprodutiveis e que a concentracao
correta de dNTP, que deve ser selecionada e usada, ira influenciar também na
formacdo de modelos de bandas mais claros e mais polimoérficos. Através deste
trabalho foi estabelecido um método de RAPD simples, rapido, discriminatério e

reprodutivel para a sub-tipagem molecular de Listeria monocytogenes.

BAEZA e GIANNINI (2004) realizaram a diferenciacdo de cepas de
Trichophyton rubrum (importante agente causal de dermatomicose) por amplificacao
randémica de DNA polimérfico (RAPD). Foram usadas as seqiéncias aleatorias 1 —
(5 - d [GGTGCGGGAA] - 3) e 6 — (5" — d [CCCGTCAGCA] - 3’) para tipagem
molecular deste fungo por RAPD, produzindo variabilidade intraespecifica. Cinco
padroes foram observados entre os 10 isolados de T. rubrum, com ambas as
seqliéncias. Foi concluido que a analise por RAPD pode ser utilizada para estudos

epidemioldgicos.

TEIXEIRA et al. (2004) utilizaram marcadores RAPD na andlise da diversidade
genética de isolados de Acremonium strictum, fungos obtidos de sementes de milho,
provenientes de diferentes regides produtoras brasileiras. Pela analise do DNA, 25
primers OPERON Technologies geraram polimorfismos, os quais tornaram possivel
e seguro o agrupamento de isolados de A. strictum e sua diferenciacao de Fusarium

verticillioides.
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A principal limitacdo do uso de marcadores RAPD é o baixo conteudo de
informagdes genéticas por loco. Além disso, algumas bandas sao de facil
interpretacdo enquanto outras sdo ambiguas. Também pode se citar a nao
discriminacdo dos genoétipos heterozigotos dos homozigotos e a baixa
reprodutibilidade entre laboratérios (WILLIAMS et al., 1990; SILVEIRA et al., 2000).

2.4 Goma Xantana

2.4.1 Propriedades

Segundo LIMA et. al. (2001) xantana é um poli-B-(1 — 4)-D-glucopiranose,
assemelhando-se a celulose, mas com ramificagdes alternadas nas posicées C-3,

constituidas por trés acucares conforme observado na figura 1.

Figura 1 — Estrutura da goma xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A goma xantana € um heteropolissacarideo, cuja unidade basica repetidora é
um pentassacarideo, constituido por duas unidades de glicose, duas de manose,
uma de &cido glucurdnico, na proporcdao molar de 2,8:2,0:2,0 e grupos piruvato e
acetil. Sua cadeia principal consiste em unidades de B-D-glucose com ligagbes nas
posicdes 1 e 4. O trissacararideo da cadeia lateral contém uma unidade de acido D-
glucurdnico entre duas unidades de D-manose ligadas na posicao O-3 de residuos
de glucose da cadeia principal. Aproximadamente metade dos residuos D-manose
terminais contém um &cido piravico ligado, com distribuicdo indeterminada. A

unidade D-manose ligada na cadeia principal contém um grupo acetil na posi¢cao O-
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6. A presenca dos acidos acético e pirlvico produz um polissacarideo do tipo
aniénico (SUTHERLAND et al., 1992; GARCIA-OCHOA et al., 2000; PORTILHO,
2002). Cerca de 30% das ramificacdes possuem um grupo piruvato carregado. O
peso molecular da xantana varia de 2 a 12 X 10°Da (Daltons), dependendo do

processo fermentativo e da linhagem utilizada (LIMA et al., 2001).

A principal caracteristica da xantana € sua capacidade de modificar a reologia
ou o comportamento de fluxo das solucbées (MARGARITIS & PACE, 1985). Suas
propriedades sé&o determinadas por sua composicdo quimica, arranjos e ligagdes
moleculares (PACE, 1980). O meio de cultivo e as condicbes operacionais
influenciam no rendimento e estrutura da goma xantana produzida (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

A goma xantana € 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). A xantana é completamente atéxica, tendo
sido aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) dos EUA desde 1969, como
aditivo em alimentos. No Brasil, a adicdo de xantana em alimentos é permitida desde
1965, pelo Decreto Lei n? 55.871, da Legislacao Brasileira de Alimentos (LIMA et al.,
2001).

E um polissacarideo de elevado interesse industrial, principalmente para a
industria de alimentos, farmacéutica e petroquimica. A xantana foi o segundo
biopolimero bacteriano a ser comercializado e o primeiro utilizado na industria de
alimentos, tendo sido produzida comercialmente em 1961 (MORRIS, 1992). O
interesse deve-se as suas propriedades fisico-quimicas que superam todos o0s
outros polissacarideos disponiveis no mercado. Dentre estas propriedades destaca-
se a sua elevada viscosidade em baixas concentracdes (0,05-1%), devido a sua
estrutura ramificada e seu alto peso molecular, bem como estabilidade em ampla
faixa de temperatura e pH (VENDRUSCOLO, 1995; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

No que concerne as propriedades reoldgicas, as solugdes de xantana mostram
um comportamento pseudoplastico, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento
da deformacdo do fluido. A viscosidade das solucbes praticamente ndo se altera
com a temperatura entre 4 e 93°C, com o pH entre 1 e 13 e com forgas ibnicas
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equivalentes a concentracbes de cloreto de sodio 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. Uma propriedade interessante da
goma xantana é que em conjunto com galactomananas (goma guar e goma de
algaroba) apresenta um aumento sinérgico de viscosidade e formam géis
termorreversiveis (LIMA et al.,, 2001). Embora ndo seja um agente gelificante, em
combinagdo com a goma locuste, pode formar géis elasticos e termoreversiveis
(PASQUEL, 1999).

A goma xantana com alto grau de acetilacao e especialmente baixo grau de
piruvatacdo, aumenta a viscosidade de suas solugbes porque associacoes
intermoleculares sao favorecidas. Um problema importante relacionado com a
producdo de xantana deve-se a instabilidade das linhagens de X. campestris,
resultando numa variacao de peso molecular do polissacarideo, assim como no grau
de piruvatacdo e acetilagdo. Com a identificacdo dos genes responsaveis pela
sintese do polissacarideo é possivel, através de manipulagdes genéticas, alterar o
grau de acetilagdo, aumentar o grau de piruvatagdo em 45% e aumentar o
rendimento da goma em 20% (LIMA et al., 2001; MAUGERI, 2001).

2.4.2Producao

E um heteropolissacarideo produzido por cultivo aerébio, a 28°C
aproximadamente, de culturas de Xanthomonas campestris, normalmente pelo
patovar campestris (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MAUGERI, 2001; LIMA et al.,
2001). O meio de cultura consiste geralmente de 2-4% glicose ou sacarose como
fonte de carbono, 0,05-0,1% de nitrogénio (extrato de levedura, peptona, nitrato de
amoénio ou uréia), fésforo e tracos de outros minerais. O pH deve ser mantido
proximo ao da neutralidade. O polimero é sintetizado, principalmente ao cessar o
crescimento microbiano. Geralmente, a concentracéo final atinge 20 a 30g.L™, com
rendimento de 50 a 70% e produtividade tipica de 0,5g.L"".h™" (LIMA et al., 2001;
PORTILHO, 2002).

As temperaturas empregadas para a producao de xantana variam de 25-34°C.
SHU e YANG (1990) concluiram que a temperatura étima para a producao de
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xantana depende do meio de producao utilizado, sendo esta de 28°C para o0 meio

otimizado por Garcia-Ochoa et al., 2000.

A maioria dos pesquisadores aponta o pH neutro como étimo para o
crescimento da Xanthomonas campestris, sendo que este decresce para 5,0 durante
a producao de xantana, devido aos grupos acidos presentes no polimero. Um estudo
dos efeitos do pH mostrou que seu controle melhora o crescimento celular, mas nao
tem efeito sobre a produgédo de xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A faixa de oxigenacao recomendavel para a producao de xantana é de 1,5-3,5
mM O /L/minuto, e um bom nivel de aeragédo € requerido para se obter uma boa
producdo de goma em processos fermentativos, uma vez que ocorre grande
aumento da viscosidade do meio ao longo da fermentacdo (WOICIECHOWSKI,
2001). O tempo de fermentacao é de 48 a 96 horas (LIMA et al., 2001).

O grande interesse de producdo de goma xantana no pais, despertou o
interesse no desenvolvimento de pesquisas que melhorassem geneticamente as
linhagens produtoras de goma xantana, visando aumentar a sua producao e
qualidade. Estudos dos genes responsaveis pela sintese de goma xantana vém
sendo realizados ha muitos anos, sempre tendo como enfoque o processo de
biossintese da goma e os fatores que a relacionam com a viruléncia quando
infectam as plantas (PADILHA, 2003).

No processo de biossintese, dois sistemas foram identificados na rota do
metabolismo de glicose em X. campestris, um periplasmico e oxidativo, e um
segundo intracelular e fosforilativo, que foi proposto como um desvio da rota de
Enter-Doudoroff, a glicose-6-fosfato (Glc-6-P) com derivados intermediarios do
fosfoenolpiruvato (PEP) e acetil Coenzima A (AcCoA), a sintese de xantana requer
uma proporc¢ao significativa de cofatores, nicotinamida e ATP (LETISSE et al.; 2001;
HSU & LO, 2003).

Estudos in vitro tém indicado que a biossintese da goma ocorre em dois
estagios no minimo: primeiramente, a unidade repetitiva pentassacaridica é
seqliencialmente montada ligando-se ao poliprenol através de uma ligacao difosfato;

num segundo estégio, as unidades repetitivas sdo excretadas e polimerizadas sendo
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o polimero liberado para o meio de crescimento (IELPI et al., 1993; VOJNOV et al.,
1998) (Figura 2).
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Figura 2 - Biossintese do exopolissacarideo goma xantana (DAWES & SUTHERLAND,1992)

A industrializacao e comercializacao extensiva da xantana teve inicio a partir de
1964. Atualmente, os maiores produtores de goma sdo Merck, Kelko e Pfizer nos
Estados Unidos, Rhéne-Poulenc, Mero-Rousselot-Satia e Sanofi-Elf, na Franga e
Jungbunzlauer na Austria (GARCIA-OCHOA, 2000; LIMA et al., 2001).

2.4.3 Recuperacao do biopolimero

Ap6s a fermentagdo o0 caldo pode ser esterilizado para eliminar o
microrganismo e para melhorar as caracteristicas da goma em solu¢do. Uma vez as
células eliminadas, a xantana é precipitada com alcool ou sais quaternarios de

amodnio ou separada por ultrafiltracdo (LIMA et al., 2001).

GARCIA-OCHOA et al. (2000) apresentaram um processo de recuperacgéo de
xantana que envolve etapas de: desativacdo ou lise das células, através de
processos quimicos, mecanicos ou térmicos; remocao das células por filtracdo (se
necessario, fazer a diluicdo antes da filtragcdo); recuperacdo do polimero por
precipitacdo com solventes organicos (etanol, alcool isopropilico, misturas de sais e

alcool); separacao precipitado/solvente, sendo o precipitado lavado varias vezes
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com o solvente que é evaporado posteriormente; secagem do biopolimero em
secadores continuos ou em batelada, a vacuo ou com circulacdo forcada de gas

inerte.

As células podem ser eliminadas fisicamente através de centrifugagcéao
(ASHTAPUTRE & SHAH, 1995a, 1995b, 1995c; GIAVASIS et al., 2000; MOREIRA et
al., 2003; CHI & ZHAO, 2003; NAMPOOTHIRI et al., 2003; BOZA et al., 2004) ou
filtracdo (KANG et al., 1982; GIAVASIS et al., 2000).

Os polimeros sao recuperados por centrifugacdo e precipitados
preferencialmente com solventes organicos solluveis em agua como alcool ou
acetona (KANG et al., 1982; MARTINS & SA-CORREIA, 1993; ASHTAPUTRE &
SHAH, 1995a, 1995b, 1995c; GIAVASIS et al., 2000; NAMPOOTHIRI et al., 2003;
MOREIRA et al., 2003; CHI & ZHAO, 2003; BOZA et al., 2004). A quantidade de
solvente necessario para a completa precipitacdo depende da forga ibnica e da
composicdo do polimero apesar de nao depender de sua concentragdo. A
precipitacdo com solventes, resulta também em purificacdo parcial do polimero por

eliminagédo dos componentes soluveis no solvente (PACE, 1991).

Como métodos alternativos de recuperagédo primaria do polimero, a literatura
cita a precipitacado seletiva com detergentes catidnicos e ainda a producao de uma
forma insoltuvel de polimero por adigdo de certos sais ou por ajuste de pH (PACE,
1991; GARCIA-OCHOA et al., 2000; DRUZIAN, 2000).

Posteriormente os polimeros sao purificados e secos em estufa, a baixas
temperaturas (KANG et al.,, 1982; ASHTAPUTRE & SHAH, 1995a, 1995b, 1995c;
GIAVASIS et al., 2000; MOREIRA et al., 2003; BOZA et al., 2004) ou liofilizados
(GIAVASIS et al., 2000; DILTZ & ZELLER, 2001) e, entdo, preparados para as
analises subsequentes de determinacdo da estrutura e reologia. A purificacdo dos
EPS pode ser feita por sucessivas dialises contra agua deionizada (ASHTAPUTRE &
SHAH, 1995a, 1995b, 1995¢c; DILTZ & ZELLER, 2001; CHI & ZHAO, 2003), por
reprecipitacdo fracionada com solvente (ASHTAPUTRE & SHAH, 1995a, 1995b,
1995¢; CHI & ZHAO, 2003) ou com detergentes catidnicos, pelo uso de métodos
cromatograficos ou ainda com agentes quimicos ou enzimas que interagem de forma

especifica com certos grupos (DRUZIAN, 2000).
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A secagem rapida a altas temperaturas pode resultar em um produto com
baixa solubilidade ou com reologia pobre em solugdo, como pode ocorrer com 0
alginato bacteriano. Porém, o aquecimento controlado da xantana pode resultar em

um produto com melhor reologia em solugao (PACE, 1991).

O polissacarideo pode ser tratado, quimica, fisica ou biologicamente durante
sua separacao visando se obter certas caracteristicas especiais no produto final. Por
exemplo, para aumentar sua dispersibilidade € tratado com dialdeidos; para
aumentar sua viscosidade faz-se reagir com formaldeido e para torna-la compativel
com outros polissacarideos como a carboxi metil celulose (CMC), trata-se com
celulases (LIMA et al., 2001).

2.4.4Toxicidade

Os aspectos toxicologicos e de seguranca deste polimero para aplicagbes em
produtos alimenticios e farmacéuticos foram amplamente estudados. A xantana é
um produto atdxico, ndo é capaz de promover sensibilizagdo e ndo causa irritacao
na pele ou olhos (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

2.4.5 Aplicacoes

Sua aplicacdo em inumeros segmentos industriais entre eles alimentos,
farmacos, quimico, petroquimico deve-se, principalmente, as suas propriedades
reologicas que permitem a formacdo de solugbes viscosas a baixas taxas de
concentracdo (0,05-1%) e ampla faixa de estabilidade a pH e temperatura,
caracteristicas conferidas devido a sua estrutura ramificada e seu alto peso
molecular (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SUTHERLAND, 2002).

A goma xantana tem sido empregada numa variedade de produtos alimenticios
devido as suas caracteristicas, incluindo a estabilizacdo de emulsdes, estabilidade
térmica, compatibilidade com ingredientes alimenticios e suas propriedades
reolégicas (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Ela encontra aplicagbes em molhos
prontos (French dressings), alimentos congelados, suco de frutas e coquetéis,
sobremesas instantaneas, produtos carneos, etc. Fora da industria de alimentos

incluem agente de suspensao e espessante em pasta de dentes, desodorantes em
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forma de géis, impressao em tecidos, suspensdo de compostos quimicos de uso

agricola e aumento na recuperacao de petroleo (LIMA et al., 2001).

A goma xantana deve provavelmente continuar sendo o polimero mais
utilizado nos proximos anos, devido as suas caracteristicas reoldgicas singulares. A
vantagem da goma xantana sobre outras existentes no mercado é que ela é muito
estavel em relacao a pH e temperatura e, apesar de mais cara por unidade de peso,

€ mais barata por unidade de viscosidade obtida (LIMA et al., 2001).

2.5 Cinética da Producao de Biopolimeros

Para muitos microrganismos, a cinética e a eficiéncia de produgéo de
polimeros, o peso molecular e sua estrutura podem ser afetados por variagdes nas
condi¢oes de crescimento. As relagdes cinéticas entre o crescimento e a formagéao
de produtos sdo importantes para determinar o modo de operagdo mais econdmico.
A velocidade e eficiéncia de formagao de polimero sdo influenciadas pela natureza
dos fatores limitantes de crescimento, assim como por outras variaveis ambientais
como oxigénio dissolvido, pH e temperatura. Variagcbes nos grupos substituintes
podem afetar drasticamente as propriedades reoldgicas do polimero e, portanto, sua
aplicacao (PACE, 1991).

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na
andlise da evolugao dos valores de concentracao iniciais, intermediérios e finais, de
um ou mais componentes do sistema de cultivo (biomassa, produtos e substrato),
em funcdo do tempo de fermentacéo, permitindo assim os tragados das curvas de
ajuste. Escolhe-se para o estudo cinético o produto de interesse econémico e o

substrato limitante, isto é, o valor da concentracdo inicial de substrato (Sp) que

definird a concentracao maxima da populagao microbiana (Xm) (HISS, 2001).

Uma vez que esses valores de concentragdo representam parte de um
conjunto de dados, necessarios ao dimensionamento de uma instalagdo produtiva,
fica evidente que sem o conhecimento da cinética torna-se inviavel a transposi¢ao
de um experimento de laboratério para a escala industrial. Cabe mencionar que a
cinética possibilita também uma comparagdo quantitativa entre as diferentes
condicoes de cultivo (pH, temperatura, etc.), por intermédio de varidveis como:
velocidades de transformacao e fatores de conversao, obtidos a partir das curvas de
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ajuste X=X(t) (biomassa em funcédo do tempo), P=P(t) (produto em fungdo do tempo)
e S=S(t) (substrato em funcao do tempo) (HISS, 2001).

Entretanto, os critérios de comparagdao entre diferentes condi¢des sao
relativos, isto é, dependem do que se espera obter de um determinado processo
fermentativo. Outro aspecto que merece atencado, é que os métodos comumente
utilizados para a medida da concentragao celular representam uma informagéo muito
simples do que ocorre em um fenémeno bioldégico. O microrganismo promove a
transformacgédo de substrato em produto através da atividade de enzimas que séo
sintetizadas pelo préprio microrganismo. Sendo essas sinteses controladas pelo
meio externo (fenbmenos de indugcdo e repressao), torna-se muito dificil, senado
impossivel, identificar qual(is) medida(s) sado realmente representativas da
transformagdo em estudo; dificuldade esta que ocorre mesmo nos sistemas mais
homogéneos (HISS, 2001).

2.6 Reologia de Biopolimeros

A reologia é o estudo da deformacao e do escoamento da matéria; sendo que a
deformacgéo aplica-se no caso da matéria sélida e o escoamento quando a matéria €
liqguida. No caso mais simples, a propriedade reoldgica de interesse no caso de
sOlidos é a sua elasticidade, e nos liquidos € a viscosidade, que pode ser
interpretada como a resisténcia que um fluido oferece para escoar ou também como
a medida da friccao interna de um fluido (PASQUEL, 1999).

As propriedades reolégicas das solugdes mudam com a natureza do polimero,
dependem do peso molecular médio, da estrutura molecular, dos grupos acetil ou
piruvato. (CASAS et al.,, 2000; MORADI-ARAGHI, 2000; DILTZ & ZELLER, 2001;
NAVARRETE et al., 2001).

Viscoelasticidade € uma das propriedades reolégicas mais simples de
substancias de comportamento reolégico complexo, como sédo os biopolimeros, uma
vez que solugdes de biopolimeros com interesse de aplicacdo comercial exibem
propriedades viscoelasticas, isto €, a capacidade de formar géis verdadeiros em
baixas concentragdes e, portanto, com caracteristicas intermediarias entre solidos e
fluidos (SZCZESNIAK, 1983).
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Entretanto, uma das importantes indicagcbes de que um biopolimero tem
propriedades funcionais com viabilidade de aplicacdo comercial como agente
espessante, estruturante ou gelificante, € o resultado da medida da viscosidade

aparente de suas solugdes aquosas (SZCZESNIAK, 1985).

A viscosidade de uma solucao polimérica € uma funcdo do tamanho e da forma
e conformacdo que adotam suas moléculas no solvente, sendo que no caso de
alimentos e bebidas, o solvente € uma solugdo aquosa de outros solutos. Assim
sendo, as solugcdes de gomas sado dispersGes de moléculas hidratadas e/ou
agregados de moléculas hidratadas, e seu comportamento reolégico é determinado
pelo tamanho, forma, facilidade de deformacdo ou flexibilidade, e presenca e
magnitude da carga elétrica nessas moléculas hidratadas e/ou agregados. As
solugdes de polissacarideos exibem dois tipos gerais de comportamento reoldgico:
pseudoplastico e tixotropia. As solugbes da maioria das gomas experimentam uma
diminuicdao da viscosidade com o aumento da temperatura, sendo que a goma
xantana € uma excegao entre 0°C e 100°C (PASQUEL, 1999).

A xantana é extremamente pseudoplastica, e esta € uma caracteristica muito
desejada em diversas situacoes. Efetivamente, polissacarideos que possuem
comportamento pseudoplastico provocam menos sensagao de gomosidade na boca
do que aqueles com comportamento newtoniano (€ aquele em que a viscosidade se
mantém inalterada com o aumento da taxa de deformagao) (NAVARRO, 1997;
MORRIS, 1984). Sua associagdo com hidrocoldides, como proteinas e outros
biopolimeros, pode potencializar o efeito pseudoplastico (GARCIA-OCHOA et al.,
2000).

As solugbes de xantana apresentam uma pequena tixotropia; a diminuicao
verificada na viscosidade é quase que totalmente reversivel, desde que nao haja
imediata destruicdo da estrutura interna, causada pela aplicacdo de taxa de
deformacao muito alta (NAVARRO, 1997). Uma certa tixotropia é de grande utilidade
para cosméticos, como locbes e xampus, e tintas, por exemplo, pois facilita a
retirada do produto da embalagem (sem ocorrer escorrimento exagerado) e seu
espalhamento durante a utilizagdo (MOREIRA, 2002).
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A estrutura quimica de cada biopolimero, bem como os grupos substituintes
que ele possui determinam suas caracteristicas reologicas e, portanto, suas

potenciais aplicagdes (PACE, 1991).

2.7 Consideracoes Finais

O interesse comercial pelo EPS sintetizado por Xanthomonas sp deve-se as
caracteristicas reoldgicas apresentadas, como alta viscosidade em baixa
concentracao, altos niveis de pseudoplasticidade e toleranica a presenca de sais e
mudangas no pH das suas solugdes aquosas ((SUTHERLAND, 1982). Outro fator
relevante € o rendimento de biopolimero pelas linhagens, a partir de glicose ou

sacarose, em fermentacoes liquidas (MORRIS, 1984).

Portanto, o sucesso comercial da goma xantana induziu a realizagdo de
screening a partir de linhagens de Xanthomonas sp isoladas no Brasil, a fim de
selecionar as que possam produzir o biopolimero com igual ou maior interesse

comercial aos que sao utilizados atualmente nas produgées em escala industrial.



Capitulo 3 Material e Métodos 24

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Foram utilizadas dez linhagens do género Xanthomonas. As linhagens foram
obtidas a partir da Colegdo de Culturas do Instituto Bioldgico — Campinas — SP
(Tabela 1).

Tabela 1 — Linhagens de Xanthomonas utilizadas na produg¢éo de goma xantana.

CONTROLE NUMERO LINHAGEM DENOMINACAO LINHAGEM
01 1537 Xanthomonas campestris
02 1230 Xanthomonas campestris pv. magiferaeindicae
03 254 Xanthomonas campestris pv. campestris
04 1198 Xanthomonas campestris pv. arracaciae
05 1182 Xanthomonas campestris pv. manihotis
06 1078 Xanthomonas campestris pv. campestris
07 68 Xanthomonas melonis
08 729 Xanthomonas campestris pv. campestris
09 607 Xanthomonas campestris pv. campestris
10 1167 Xanthomonas sp

3.2 Metodologia

3.2.1 Esterilizacao dos meios e materiais para trabalhos assépticos

Todos os materiais empregados nos ensaios microbiolégicos e de producao
foram esterilizados por meio de vapor umido (em autoclave) a temperatura de 121°C
por um periodo de 30 minutos. Os meios de cultivo e de fermentacdao foram
esterilizados também por meio de vapor umido (em autoclave) a temperatura de

121°C por um periodo de 15 minutos.
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3.2.2Repique e caracterizacao morfologica dos microrganismos

Os microrganismos foram mantidos em meio YM (Yeast Malt) contendo (g.L™):
extrato de levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona 5,0; glicose 10,0; agar 20,0;
agua destilada qg.s.p., pH 7,0. Para o crescimento celular n&o foi adicionado agar
(JEANNES et al., 1976).

Os repiques foram realizados a cada 30 dias e armazenados a + 4°C. A fim de
verificar algumas caracteristicas morfolégicas das coldnias, foram realizados ensaios

de coloragé&o de Gram e semeadura em estrias, em agar YM.

Para preservar as culturas e diminuir o risco de alteracao no perfil genético, foi
realizado o congelamento das linhagens em freezer —80°C. O procedimento de
congelamento constou das seguintes etapas: incubacao da cultura em meio YM
liquido, 28°C % 2°C, até atingir uma absorbancia (560nm) entre 2,5 e 5,5
(dependendo da linhagem); adigdo de um agente crioprotetor estéril (glicerol 13%
p/v); homogeneizacdo da mistura, sendo a suspensdo aliquotada em microtubos
estéreis (1,5mL), devidamente identificados; e congelamento imediato em freezer —
80°C. Todos os procedimentos foram realizados de forma asséptica (STANBURY et
al., 2000).

3.2.3 Caracterizacao genética do microrganismo por RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)

3.2.3.1 Extracao de DNA e selecao de primers

Foi utilizada a metodologia segundo SAMBROOK et al. (1989), conforme
descricdo abaixo, com algumas modificagdes previamente testadas em outros
estudos.

O DNA cromossomico foi extraido a partir das células crescidas em meio YM
liquido por 24 horas. O processo de extragdo do DNA consistiu basicamente em
separar as células por centrifugagcdo (13000rpm, 5 minutos, 10°C), sendo
acrescentado ao precipitado 600uL de tampéao Tris-HCI 25mM pH 8,0, 10mM EDTA,
50mM glicose e 50uL de enzima litica (lisozima), para romper a parede celular. Apos

10 minutos de repouso, adicionou-se 66uL SDS 10% e 3uL de 2-mercaptoetanol,
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incubou-se a temperatura de 65°C por 30 minutos, acrescentou-se 190uL de acetato
de sédio 3M e levou-se a geladeira (= 5°C) durante 30 minutos. Foi realizada uma
centrifugacéo, retirando-se o sobrenadante para uso, ao qual foi adicionado 1
volume de isopropanol, misturado e levado ao freezer (£ -15°C) por 10 minutos.
Ap6s nova centrifugacdo, foi descartado o sobrenadante e deixado secar o
precipitado que foi ressuspenso em 200uL de TE (10mM Tris, TmM EDTA, pH 8,0).
Para verificar se ocorreu a extragdo do DNA foi realizada uma corrida com 10uL de
amostra, em gel de agarose 0,8%, por 1 hora, em voltagem constante de 90 Volts,
em tampao TBE (0,089M Trisma, 0,089M &cido borico e 0,008M EDTA).

Foram testados 60 primers pertencentes aos kits de primers randémicos OPA,
OPB, OPF, OPH, OPW e OPY da OPERON Technologies, escolhidos

aleatoriamente.

3.2.3.2 Quantificacao do DNA

Para quantificacdo adicionou-se 20uL de amostra em 980uL de agua Mili-Q
estéril. A quantificacdo foi realizada em espectrofotbmetro UV a 260nm e
confirmagéo da pureza e integridade em espectrofotdmetro UV a 280nm (proteina) e
em gel de agarose 0,8%. Fez-se as dilui¢ées visando obter uma concentracao final
de DNA de 10ng/uL.

3.2.3.3 Reacao de amplificacao de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)

Foi utilizada a reacado descrita por WILLIAMS et al. (1991), com algumas
modifica¢gdes. Com um volume total de 25uL: tamp&o de reagéo (50mM Tris-HCI pH
9,0, 50mM KCI), dNTPs (200mM de cada), 0,2mM de primer, 3mM de MgCl,
0,25mM de Triton-X-100, 1,5U (unidades) de Tag DNA polymerase recombinant da
Invitrogen (Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e aproximadamente 40ng de DNA

(4uL de amostra).
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3.2.3.4 Amplificacao de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A amplificacao foi realizada em termociclador MJ Rsearch Inc., Watertown, MA
(modelo PTC100™ Programmable Thermal Controller). O processo de amplificacdo
foi baseado na seguinte seqiéncia: 3 minutos a 92°C, 40 ciclos de 1 minuto a 92°C,
1 minuto a 35°C e 2 minutos a 72°C. Apds, 3 minutos a 72°C e resfriamento a 4°C

até a retirada das amostras.

3.2.3.5 Anadlise eletroforética dos fragmentos amplificados

A separacgao eletroforética foi realizada em gel de agarose 1,4% em tampao
TBE 1X (0,089M Trisma, 0,089M Acido bérico e 0,008M EDTA) em cuba de
eletroforese horizontal. A corrida foi efetuada com voltagem constante de 90 Volts
durante 3 horas. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA Lambda
Clivado com EcoRI e Hind Ill da Gibco BRL. A coloragdo dos fragmentos foi
realizada com brometo de etidio e a observacao feita sob luz ultravioleta. Os géis
foram fotografados pelo sistema fotogréafico digital GEL-PRO (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD).

3.2.3.6 Analise dos dados

Na determinacdo da variabilidade genética, os dados obtidos através da
determinacdo da presenca ou auséncia de bandas formaram uma matriz que foi
analisada com auxilio do programa computacional NTSYS versao 1.7 (ROHLF,
1992) (Numerical Taxonomy System of Multivariate Analysis System). Os
dendrogramas foram construidos pelo algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Using Arithmetic Averages), desenvolvido por SOKAL e MICHENER (1958),
utilizando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard. Os limites de confianga dos
agrupamentos formados foram calculados pela randonizagdo de 100 amostragens
dos resultados usando o programa Winboot (YAP e NELSON, 1996). De cada
microrganismo foi analisada uma amostra do repique inicial e uma do final,

totalizando 20 amostras.
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3.2.4 Curva de crescimento microbiano

A curva foi realizada em triplicata, a partir da transferéncia asséptica de 1mL de
inoculo inicial (DOseonm = = 2,0, dependendo da linhagem) em 50mL de meio YM
liquido. Este foi incubado em agitador orbital, com agitagdo de 120rpm, na
temperatura de 28°C + 2°C. Foram retiradas amostras a cada 4 horas, de forma

asséptica, para verificagdo do crescimento microbiano.

O crescimento celular foi avaliado através da leitura de absorbancia, em
comprimento de onda de 560nm, em espectrofotdmetro, contra um branco
constituido do meio YM sem inéculo; e do plagueamento em agar YM através da
técnica do pour-plate. As curvas de crescimento microbiano foram construidas a

partir dos dados de absorbancia e contagem total.

3.2.5Producao de células

A produgéao de células foi realizada em duas etapas. Primeiro preparou-se um
pré-inéculo, partindo de uma algcada de cultura crescida sobre agar YM e incubada
em estufa por 24 a 48 h, na temperatura de 28°C + 2°C. Esta foi inoculada em 50mL
de meio YM liquido, em erlenmeyers com capacidade de 300 mL, incubado em
agitador orbital, com agitacdo de 120rpm, a uma temperatura de 28°C + 2°C, até
atingir uma DOsgonm = = 2,0 (dependendo da linhagem), o que ocorre em torno de 24

horas.

Transcorrido este periodo preparou-se o inéculo, através da transferéncia
asséptica de 1mL de pré-inéculo para erlenmeyers de 300 mL, contendo 50mL de
meio YM liquido e incubou-se em agitador orbital, com agitacdo de 120rpm, a uma
temperatura de 28°C + 2°C, até DOsgonm = 2,5 a 5,5, que correspondem ao 6timo da
fase log de crescimento dos microrganismos estudados. Essa faixa de absorbéancia €
atingida em aproximadamente 40 horas de incubagdo e corresponde a uma

concentragao celular em torno de 10" UFC/mL (dependendo da linhagem).

3.2.6 Producao da goma xantana

Utilizado 14mL de inéculo (com concentragdo celular em torno de 10" UFC/mL,

conforme a linhagem) e adicionado 86mL do meio de producao de biopolimero,
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contendo (g.L'1): NH4H2PO4 2,5; KoHPO4 5,0; H3BO3s 0,006; (NH4)2SO4 2,0; FeCls
0,0024; CaCl,.2H,0 0,002; ZnSO4 0,002; sacarose 50,0, pH 7,0. O meio inoculado
foi posteriormente incubado em agitador orbital, com agitacdo de 180 rpm, a uma
temperatura de 28°C * 2°C, por um tempo de 96 horas, em erlenmeyers de 300 mL.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.2.7 Recuperacao da goma xantana

O caldo de fermentagéo foi centrifugado em uma velocidade de 5500rpm 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 a formacao do precipitado de imediato. Foi armazenado sob refrigeracao
(+ 4°C) durante 12 horas. Transcorrido o tempo de refrigeracdo as amostras foram
novamente centrifugadas em uma velocidade de 7000rpm, durante 30 minutos, a
uma temperatura de 4°C, para recuperacao do biopolimero precipitado que foi seco
em estufa (50°C + 5°C, 24 horas) e pesado até peso constante. O polissacarideo foi

armazenado em frasco vedado para as analises posteriores.

As células sedimentadas, resultantes da primeira centrifugacdo, foram secas
em estufa (50°C £ 5°C, 24 horas), pesadas até peso constante, sendo calculado o

peso seco de massa celular.

3.2.8 Cinética do processo fermentativo

Com o objetivo de verificar a cinética de consumo de substrato, da producgao de
biomassa e da producdo de biopolimero, foi conduzida uma fermentagdo com
agitacao de 180rpm, a uma temperatura de 28°C + 2°C, durante 96h, com cada
linhagem estudada. Foi realizada triplicata de cada uma das linhagens, sendo

retiradas, assepticamente, aliquotas para a construcao das curvas cinéticas.

A biomassa e a producéo de polimero foram determinadas gravimetricamente,
seguindo-se o procedimento ja descrito para recuperacao do biopolimero (PACE,
1991; FIALHO et al, 1999; DILTZ & ZELLER, 2001; GIAVASIS et al, 2003;
NAMPOOTHIRI et al., 2003). O consumo de substrato foi medido através do
conteudo de agucares redutores (ART) presentes no caldo de fermentagédo, sendo
determinado pelo método do DNS (MILLER, 1959).
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Foram realizados os calculos dos seguintes parametros cinéticos, para um

tempo final de fermentacao de 96 horas:
Velocidade volumétrica de formagao de biomassa: ry=dx/dt=(X; — Xo)/(t— to) (g.L".h™)
Velocidade volumétrica de formagéo de produto: rp=dx/dt=(P; — Po) / (t— to) (g.L'.h™
Velocidade volumétrica de consumo substrato: re=dx/dt= - (S; — So)/(t— to) (g.L™".h™)
Eficiéncia de conversao substrato — produto: Yps = Pt/ (So — Sy)
Eficiéncia de conversao substrato — biomassa: Yxis = X¢/ (So — S¢)
Onde: Xo = [ ] biomassa medida no tempo tp

Xt = [ ] biomassa medida no tempo t;

Po = [ ] produto medido no tempo tg

Ps = [ ] produto medido no tempo t;

So = [ ] substrato medido no tempo to

St = [ ] substrato medido no tempo t;

to = tempo 0 hora

tr = tempo 96 horas

3.2.9 Analise reolégica da goma xantana

Foram preparadas solugdes aquosas das gomas sintetizadas pelas 10
linhagens estudadas, na concentragdo de 3%, para andlise de viscosidade aparente,

na temperatura de 25°C, no spindle 18 e no spindle 31.

Para as analises de viscosidade aparente foi utilizado o rebmetro digital marca
Brookfield, modelo LVDV lll+, acoplado a um banho-maria, marca Brookfield, modelo
TC-502P; utilizando-se o adaptador para pequenas amostras, spindle 18, que,
segundo o manual do fabricante, permite variar a taxa de cisalhamento de 0 a 264s™
e a viscosidade de 1,3 a 30000cP. Para as amostras de goma das duas linhagens
que apresentaram maior produtividade, utilizou-se também o spindle 31. As leituras
foram realizadas a intervalos de 10 segundos, variando-se a taxa de cisalhamento

(0-264-0s™'), conforme a caracteristica de cada uma das amostras.
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As unidades de medida utilizadas foram: centipoise (cP) = mPas/s” para
viscosidade aparente, 1/segundo (s™') para taxa de cisalhamento e dyna/centimetro

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



Capitulo 4 Resultados e Discussdo 32

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo abordados aspectos relacionados a producao e
caracterizagdo dos biopolimeros. A primeira etapa baseou-se na avaliacdo da
manutengao das linhagens de Xanthomonas sp em estudo, através de analise das
caracteristicas morfoldgicas das col6nias bem como da caracterizagao genética com
o intuito de agrupar as espécies e patovares, como também de avaliar possiveis
alterag6es genémicas dos microrganismos ao longo do periodo de manutencao.

A segunda etapa do estudo baseou-se nas curvas de crescimento das
linhagens o que possibilita a obtencdo de processos fermentativos reprodutivos.
Com esta abordagem € possivel realizar o screening das linhagens quanto a
produtividade de goma xantana. A terceira etapa do estudo objetivou caracterizar os
biopolimeros obtidos quanto a viscosidade aparente das suas solugdes aguosas.

4.1 Caracteristicas morfoldgicas das colonias

Neste item, foram realizados ensaios de coloracdo de Gram e plagueamento
da cultura em agar YM a fim de verificar as caracteristicas morfologicas das
colénias. Observou-se que todas as linhagens estudadas apresentam formato de

bastonetes, sdo Gram-negativas e tém coloragdo amarela.

As Figuras 3 a 7 apresentam fotografias das colonias das linhagens de
Xanthomonas sp estudadas.

Figura 3 - Aspecto das colbnias, crescidas em agar YM, 28°C + 2°C, 48 horas, de
Xanthomonas campestris (01 - 1537) (a) e de Xanthomonas campestris pv.
magiferaeindicae (02 - 1230) (b).
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Figura 4 - Aspecto das colbnias, crescidas em agar YM, 28°C + 2°C, 48 horas, de
Xanthomonas campestris pv. campestris (03 - 254) (a) e de Xanthomonas
campestris pv. arracaciae (04 - 1198) (b).

Figura 5 - Aspecto das colbnias, crescidas em agar YM, 28°C + 2°C, 48 horas, de
Xanthomonas campestris pv. manihotis (05 - 1182) (a) e de Xanthomonas
campestris pv. campestris (06 - 1078) (b).
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Figura 6 - Aspecto das colbnias, crescidas em agar YM, 28°C + 2°C, 48 horas, de
Xanthomonas melonis (07 - 68) (a) e de Xanthomonas campestris pv. campestris
(08 - 729) (b).

Figura 7 - Aspecto das colbnias, crescidas em agar YM, 28°C + 2°C, 48 horas, de
Xanthomonas campestris pv. campestris (09 - 607) (a) e de Xanthomonas sp (10 -
1167) (b).
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Segundo BRADBURY (1984) e GARCIA-OCHOA (2000), as colonias de
Xanthomonas sp sao normalmente amarelas, lisas e viscosas. Entretanto, pode-se
observar que as linhagens 1230 e 1167 possuem pigmentacdo menos intensa ou

auséncia desta.

A pigmentagdo das colbnias deve-se as xantomonadinas, que sao pigmentos
amarelos caracteristicos do género Xanthomonas, este pode estar ausente quando
ocorre alguma degradacdo ou mutagdo. Segundo POPLAWSKY et al. (1998) e
POPLAWSKY, URBAN e CHUN (2000), este grupo de pigmento possui elevado
interesse cientifico pois, aparentemente encontra-se relacionado a fatores de
difusibilidade de baixo peso molecular (ferombnio), bem como na regulacdo de
diversos processos fisiologicos na bactéria. Dentre estes processos encontra-se a
regulacdo da sintese de enzimas extracelulares e a producdo do polissacarideo
extracelular sintetizado. No entanto, estes autores relatam que a literatura é
incipiente quanto as pesquisas em relacao a estes fatores. Até o0 momento vem-se
pesquisando a relagdo destes ao processo de patogenicidade entre planta-
hospedeiro.

A partir dos resultados obtidos na caracterizacdo morfoldgica verificou-se a
analise genética das linhagens, para observar a ocorréncia de mutagbes e a
possibilidade de agrupar as linhagens por similaridade genética avaliando-se os

fragmentos randémicos.

4.2 Caracterizacao genética do microrganismo por RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)

E de elevada importancia a caracterizagdo genética do DNA de bactérias
especialmente para comprovar a nao ocorréncia de mutacdées durante os repiques

sucessivos aos quais 0s microrganismos sdo submetidos ao longo das pesquisas.

Inicialmente foi realizada a sele¢cao de primers para posterior analise de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), onde foram testados 60 primers pertencentes
aos kits de primers randémicos OPA, OPB, OPF, OPH, OPW e OPY da OPERON
Technologies, escolhidos aleatoriamente, juntamente com o DNA da Xanthomonas

campestris CA110 e das linhagens estudadas.
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WILLIAMS et al. (1990) utilizaram a técnica do RAPD para analisar o DNA de
bactérias, com o objetivo de determinar se primers curtos podem ser usados para
amplificar segmentos de DNA de genomas pequenos. Eles observaram que
genomas tao pequenos como o da E. coli (4 x 10° kbp) suportam amplificacédo e que
a bactéria pode ser distinguida de acordo com os modelos de bandas de seu DNA
sobre um gel de agarose.

Na Tabela 2 encontram-se relacionados os dez primers que melhor
amplificaram o DNA destas bactérias. A selecao dos primers foi baseada no numero
de regides amplificadas, observando-se as que apresentaram maior numero de

bandas, com alta reprodutibilidade e intensidade.

Os primers selecionados foram utilizados para andlise de RAPD das
Xanthomonas estudadas, comparando-se os repiques inicial e final entre si e entre
as linhagens, com a finalidade de verificar a ocorréncia de variabilidade genética

entre estas e durante o0 armazenamento.

Levando em consideracdo as 10 linhagens estudadas foi identificado um total
de 93 fragmentos, sendo que destes, 70 (75,27%) mostraram-se polimorficos
(Tabela 2). Os fragmentos amplificados apresentavam entre 50 e 2200 bp. O nimero
médio de fragmentos por primer foi de 9,3. A Figura 8 mostra a variabilidade
observada dentro das diferentes espécies avaliadas utilizando o primer OPH 18.

SILVA-MANN et al. (2002) investigaram a utilizagdo de marcadores
moleculares de isoenzimas e proteinas e de DNA, do tipo RAPD, para verificar a
variabilidade genética em alguns isolados de Colletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. Foram usados dez isolados, sendo
trés classificados como causadores de antracnose e sete de ramulose, pelo teste de
patogenicidade. Os marcadores bioquimicos ndo se mostraram eficientes para a
distingédo dos isolados causadores de ramulose e da antracnose. A analise de RAPD
mostrou similaridade minima de 35% e maxima de 85%, confirmando a

potencialidade da técnica para diferenciar tais fungos.
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Tabela 2: Namero total e nimero de fragmentos polimérficos obtidos em cada primer

utilizado com os 10 microrganismos.

37

Primer Seqliéncia (5’ para 3’) Total de fragmentos Fragmentos

polimérficos
OPA-03 AGTCAGCCAC 08 8
OPA-12 TCGGCGATAG 11 7
OPA-13 CAGCACCCAC 8 7
OPA-20 GTTGCGATCC 9 5
OPF-05 CCGAATTCCC 7 2
OPF-09 CCAAGCTTCC 8 6
OPH-18 GAATCGGCCA 14 13
OPW-19 CAAAGCGCTC 9 7
OPY-03 ACAGCCTGCT 8 5
OPY-17 GACGTGGTGA 11 10
Total 93 70

% de Polimorfismo 75,27%

= 10

Figura 8 - Gel de agarose demonstrativo obtido com o primer OPH 18.
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A similaridade de 0,47 a 0,71 entre as linhagens analisadas pode ser
considerada baixa (Tabela 3). Estes resultados indicam a existéncia de uma alta
variabilidade entre as cepas. Poderia ser esperado que existisse uma baixa
similaridade entre Xanthomonas de espécies diferentes, mas ndo era esperado que
mesmo entre as de mesma espécie e apenas de patovares diferentes houvessem
perfis genotipicos mais variados (Figura 9).

Tabela 3 - Similaridades entre os linhagens analisadas.

Populagao Sy Sy Sy Variancia Desvio *CV %

. ) . Padrao
Média Minimo Maximo

Xanthomonassp (59 0,47 0,71 0,003 0054 9,15

*Coeficiente de Variagao

0.5 0.6 0.7 0.8 1.0

100 =X, campesins 1537
'— X campastss 1537
100 ———— X . py.magifessindcas 12307
X ¢ pv. magiferasindicas 1230
100 ——— X mafonis 66*
7 L X mslons BE™
100 l—X . v campesiiie 254%
L X c.pv campestis 254™
100 — A cpv. amscaciss 11957
L— X cpv arscaciss 1198™
100 ——— X & pv.manfots 11827
321 I - AL &L py.manoholis 11827
| A pv.campesiis 10787
| X & pv. campastifs 1078
100 ——— X ¢ pvcampestis 7297
64 X & pycampestfs 729"
100 —— X & pv. campestds BOT™
L X & pvcampesids BOT™
100 |: Xanthomonas sp 1167
Xanthomanas sp 1167

1

* Repique inicial ** Repique final

Figura 9 - Dendrograma baseado em analise de agrupamento (UPGMA) de estimativa de
similaridade genética (coeficiente de Jaccard) por RAPD entre os repiques inicial
e final das diferentes linhagens de Xanthomonas sp. Os nimeros dentro do
dendrograma referem-se aos limites de confianga dos agrupamentos, calculados
pelo programa Winboot.
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A analise de RAPD entre as linhagens nao permitiu um total agrupamento das
linhagens por patovar ou por espécie. Porém, como a andlise dos limites de
confianga dos agrupamentos entre as diferentes linhagens foi baixa (7 a 69% de
confianca), é possivel que a inclusdo de mais primers nesta avaliagao permitisse um
melhor agrupamento destas linhagens, embora sem alterar significativamente os

indices de similaridade.

Mesmo entre as diferentes procedéncias de um mesmo patovar as diferencas
genéticas foram tdo elevadas quanto entre espécies diferentes de Xanthomonas.
Este resultado indica que as caracteristicas utilizadas na classificacdo deste
microrganismo (morfologicas, fisiologicas e de patogenicidade) nao refletem a
variabilidade genética existente, ainda que sejam as caracteristicas de maior
interesse. Assim, as diferencas genéticas encontradas entre os microrganismos
analisados sugere que ndo se pode descartar nenhum isolado quando se deseja
realizar um screening deste microrganismo, buscando-se uma caracteristica
especifica. Além disso, a quantidade de genes envolvidos nas rotas metabdlicas de
caracteristicas especificas, principalmente fermentativas, € geralmente pequeno, o
que permite que mesmo mricrorganismos muito diferentes geneticamente entre si,
mantenham 0s genes associados a esta determinada rota, e isso ndo € detectado
pela andlise de RAPD.

TEIXEIRA et al. (2004) utilizaram marcadores RAPD na analise da
diversidade genética de isolados de Acremonium strictum. Este fungo e Fusarium
verticillioides normalmente apresentam algumas similaridades morfoldgicas, o que
dificulta sua diferenciagdo em sementes de milho (Zea mays), particularmente
quando ocorrem simultaneamente. Técnicas moleculares de analise do DNA tém
possibilitado o desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis e especificos no
diagnostico de fitopatégenos, em complemento a analise morfologica. O trabalho
destes autores objetivou caracterizar e dimensionar a diversidade genética de dez
isolados de A. strictum obtidos de sementes de milho, provenientes de diferentes
regides produtoras brasileiras, por meio da analise do DNA gendmico (RAPD).
Objetivou-se ainda, diferenciar os isolados de A. strictum de F. verticillioides por
meio da técnica citada. Pela analise do DNA, 25 primers OPERON Technologies

geraram polimorfismos, 0s quais tornaram possivel e seguro o agrupamento de
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isolados de A. strictum e sua diferenciacao de F. verticillioides. Os isolados de A.
strictum apresentaram variabilidade instraespecifica entre 3,4% e 44,4%. Assim
sendo, a similaridade de 55,6 a 96,6% entre os isolados de A. strictum pode ser
considerada elevada. Estes resultados indicam que é pouco provavel a existéncia de
alta variabilidade intraespecifica em A. strictum, ainda que tenham sido analisados
poucos individuos. Foi possivel constatar também 75,8% a 87% de polimorfismo
(dissimilaridade) entre A. strictum e F. verticillioides. Para a maioria dos casos nao
foi possivel correlacionar a similaridade genotipica e a origem geografica dos

isolados de A. strictum.

Através da analise de RAPD verificou-se que a similaridade entre as amostras
de DNA dos diferentes repiques de Xanthomonas (inicial e final), analisadas pelo
método de agrupamento UPGMA (SOKAL & MICHENER, 1958), com coeficiente de
similaridade de Jaccard, ficou acima de 90%, com um limite de confian¢ca de 100%,
fornecido através da analise destes agrupamentos pelo programa Winboot (YAP &
NELSON, 1996) comprovando que, segundo a analise de RAPD, ndo houve
mutagdes detectaveis destas bactérias durante a pesquisa.

As similaridades entre os repiques inicial e final, embora altas (0,92 a 1,00)
mostram pequenas diferengas entre o DNA inicial e o final (Tabela 4). Isso pode ser
atribuido ao fato de que as culturas iniciais ndo serem puras, e sim axénicas, ou
seja, originarias de varias células iniciais que ja podiam conter pequenas diferencas
genéticas. Como, para a extragdo dos DNAs foram utilizadas aliquotas destas
células, é provavel que entre a primeira extragdo de DNA (repique inicial) e a
segunda extracao de DNA (repique final), ndo se tenha amostrado as mesmas
células. Outro fator a ser ressaltado € que a propria andlise de RAPD mostra
similaridades entre as diferentes procedéncias das mesmas linhagens abaixo de 0,7
(Tabela 3), podendo-se considerar as similaridades entre os repiques elevadas,
atribuindo-se as pequenas diferencas as proprias limitagées da técnica de RAPD.

Também pode se verificar a auséncia de mutagdes detectaveis observando as
caracteristicas morfolégicas das colonias e teste de Gram (4.1), onde ndo foram
detectadas diferengas, demonstrando que as bactérias conservaram suas

caracteristicas.
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Tabela 4 - Similaridades entre repiques inicial e final dos microrganismos analisados.

41

NUMERO _ SIMILARIDADE
CONTROLE LINHAGEM DENOMINACAO LINHAGEM ENTRE REPIQUE
INICIAL/FINAL
01 1537 Xanthomonas campestris 0,98
Xanthomonas campestris pv.

02 1230 magiferaeindicae 0,94

03 054 Xanthomonas Campestris pV. 0,96
campestris

04 1198 Xanthomonas Campestris pV. 0,98
arracaciae

05 1182 Xanthomonas pan?pestris pv. 0,93
manihotis

06 1078 Xanthomonas Campestris pV. 1,00
campestris

07 68 Xanthomonas melonis 0,94

08 799 Xanthomonas campestr/s pv. 0,92
campestris

Xanthomonas campestris pv.
09 607 campestris 0.96
10 1167 Xanthomonas sp 0,98

4.3 Curva de crescimento microbiano

Para alcancar o objetivo proposto neste estudo, de se obter producbes de

goma xantana reprodutiveis, foram inicialmente obtidas as curvas de crescimento

celular de cada microrganismo estudado.

Desta forma, inicialmente, as curvas nos propiciam informacdes tais como, a

faixa de absorbancia (560 nm) correspondente ao 6timo da fase log e a

concentracao celular que esta faixa corresponde.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, que podem ser visualizados

nas Figuras 10 a 19, pode-se observar que o 6timo da fase log ocorre entre 36 e 48

horas de incubacao a temperatura de 28°C, com agitacdo de 120 rpm, variando

conforme a linhagem estudada. Esta faixa de tempo de incubacao corresponde a
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uma concentragao celular média de 10" UFC/mL, sendo portanto esta concentragdo

celular utilizada como inéculo.

A partir dos valores obtidos para a construgdo das curvas de crescimento foi
realizada a regressao linear referente a fase log, plotando-se a média das
absorbancias x log da média das contagens, obtendo-se as equacdes e respectivos
R

Curva de crescimento 1537

4,0
y = 1,2005x + 9,4618
35
R2 =0,9052

3,0

25

2,0

DO (560nm)

0,5

0,0

Tempo (h)
Figura 10 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris (01 - 1537).

Curva de crescimento 1230

y =1,7188x + 8,6665
R2 =0,9204

3,0

2,4

DO (560nm)

0,6

0,0
0 20 40 60 80

Tempo (h)

Figura 11 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris pv.
magiferaeindicae (02 - 1230).
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Curva de crescimento 254

5 y =0,941x + 7,7738
R2=0,8912
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Figura 12 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris pv. campestris
(03 - 254).

Curva de crescimento 1198
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y =1,52x + 9,7448
3,5
R2 =0,8699
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2,5

2,0
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0,0
0 20 40 60 80
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Figura 13 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris pv. arracaciae
(04 - 1198).



Capitulo 4 Resultados e Discussdo

Curva de crescimento 1182
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Figura 14 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris pv. manihotis (05

-1182).

Curva de crescimento 1078

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

DO (560nm)

0,5

0,0

Figura 15 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris pv. campestris

y = 1,8298x + 8,6977
R2=0,9671

(06 - 1078).
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Curva de crescimento 68

y = 1,3922x + 7,5883
3,0

R2 =0,9746

2,4
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0,0
0 20 40 60 80
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Figura 16 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas melonis (07 - 68).

Curva de crescimento 729

y = 0,9699x + 8,0568

R2=0,9916

DO (560nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Figura 17 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris pv. campestris
(08 - 729).
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Curva de crescimento 607

y = 0,6743x + 8,1545

R2=0,989

DO (560nm)
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Figura 18 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas campestris pv. campestris
(09 - 607).

Curva de crescimento 1167
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Figura 19 - Curva de crescimento microbiano da Xanthomonas sp (10 - 1167).
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As equacbes obtidas e o conhecimento da absorbancia utilizada para as
leituras (560 nm), permitem estabelecer os valores médios de concentracao celular
(UFC/mL), dentro da fase log que ocorreu entre 16 e 40 horas do crescimento celular

das linhagens estudadas de Xanthomonas sp.

Com base nos resultados obtidos na curva de crescimento pode-se proceder
aos estudos referentes a producao de goma xantana, visto que se obteve uma

padronizacao do indculo a ser utilizado no processo fermentativo.

4.4 Producao da goma xantana

Na presente etapa foi realizado screening de dez linhagens do género
Xanthomonas sp em estudo, para verificar a producdo de goma xantana com o
intuito de correlacionar e selecionar as duas melhores linhagens em relacdo a

produtividade e viscosidade aparente.

Os experimentos foram realizados utilizando-se meio YM liquido para o in6culo
e meio para a producdao de biopolimero, conforme descrito no item 3.2.6. As
fermentagbes foram conduzidas em agitador orbital a temperatura de 28°C, com
agitacao de 120rpm, por um tempo de 40 horas para produgdo do inéculo e, para a
producdo da goma, agitagdo de 180rpm, durante 96 horas. Foram avaliadas nos
experimentos a produtividade de goma xantana e a concentragdo de massa celular

durante 96 horas de fermentacao.

A Tabela 5 apresenta a produtividade média de trés fermentacdes realizadas
em triplicada, e a média da concentragao celular das mesmas. Nesta tabela observa-
se que o microrganismo 6 (1078) apresentou a maior produtividade, entretanto os
microrganismos 2 (1230), 3 (254), 5 (1182), 6 (1078) e 8 (729) apresentaram
produtividades maiores que os demais estudados e, pelo teste de Tukey, estes nao
possuem diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo a
produtividade. Quando analisado o comportamento entre a produtividade e a massa
celular, pode-se observar que estatisticamente estes resultados ndo apresentam
correlagcao entre massa celular e produtividade para as linhagens de Xanthomonas
sp avaliadas neste estudo.
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Tabela 5 - Concentracao celular e produtividade de goma xantana sintetizada em meio de
producéo com dez linhagens de Xanthomonas sp.

Microrganismo *Média da *Média da produgdo  *Média da Massa
produtividade (g.L" Celular
(g.L".h") (b.s., g.L'™")
1 (1537) 0,075+ 0,003 7,20 1.3867 + 0,2490
2 (1230) 0,092 + 0,002 8,83 2.4700 + 0.2151
3 (254) 0,098 + 0,004 9,41 0.9100 + 0,0006
4 (1198) 0,064 + 0,004 6,14 2.7400 +0,1868
5(1182) 0,083 + 0,009 7,97 1.3267 + 0,1747
6 (1078) 0,100 = 0,009 9,60 1.7600 + 0,2022
7 (68) 0,073 + 0,009 7,01 1.6733 £ 0,1002
8 (729) 0,085 + 0,006 8,16 1.3533 + 0,0961
9 (607) 0,078 £ 0,007 7,49 1.9333+0,1159
10 (1167) 0,061 + 0,002 5,86 0.9467 + 0,1940

*Média do experimento em triplicata.

Com base nos resultados obtidos nesta etapa, pode-se afirmar que os
melhores microrganismos para a producao da goma sado o 2 (1230), 3 (254), 5
(1182), 6 (1078) e 8 (729), em termos de produtividade. Porém, € necessario avaliar
a viscosidade aparente das solucbes aquosas da goma obtida a partir dos dez
microrganismos, para verificar se as cinco linhagens que apresentaram maior

produtividade, também geraram as gomas de melhor qualidade.

Entretanto, sabe-se que a produtividade é influenciada pela linhagem do
microrganismo, tempo e meio de fermentacdo (TORRES et al, 1993; SOUZA &
VENDRUSCOLO, 2000; ANTUNES et al., 2000). Neste estudo, as fermentacoes
foram realizadas com o meio de producdo elaborado a partir do meio MPI+lI
(CADMUS et al,, 1978), que € um meio amplamente utilizado na literatura, ndo
sendo estudados outros meios alternativos, que poderiam até mesmo incrementar a
produtividade das linhagens testadas. Neste caso, a fonte de carbono utilizada como
substrato € a sacarose que € bastante utilizada em experimentos de fermentacéo,
no entanto vém sendo realizados inumeros estudos com outras fontes de carbono
como alternativa. Até 0 momento, nenhum meio alternativo substituiu a utilizacédo de
sacarose com efeito significativo na qualidade e produtividade da goma xantana
(PADILHA, 2003).
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O tempo de fermentacao, que também ¢é outro fator limitante, neste estudo foi
fixado em 96 horas, pois em estudos prévios foi observado que este tempo é o

melhor a ser adotado para producado de goma xantana.

Estudos realizados por PADILHA (2003) demonstraram a possibilidade de uma
producao superior de goma xantana por outras linhagens de Xanthomonas, dentre
as quais a linhagem X. axonopodis pv. manihotis 289. Neste estudo foram utilizadas
duas linhagens, a X. campestris pv campestris CA110, que corresponde a linhagem
NRRL B-1459, utilizada inicialmente para estabelecer protocolos de produgcdo de
goma xantana e comumente estudada por diferentes autores para experimentos com
modificacdo de meios de producao e caracterizacdo da goma; e a X. axonopodis pv.

manihotis 289.

PADILHA (2003) também verificou que os resultados de fermentacao obtidos
para as duas linhagens utilizadas demonstraram a influéncia do tempo de incubacao
na producé@o do biopolimero, onde a linhagem X. a. pv. manihotis 289 apresentou
maior concentragdo em ambas as condicdes testadas, 72 e 96 horas, 6,9 g.L" e 7,9
g.L™, respectivamente, em relagdo & linhagem de X. c. pv. campestris CA110 que
produziu 6,3 g.L " e 6,8 g.L", respectivamente. Com estes resultados verifica-se um
aumento na producdo de aproximadamente 16%, quando comparada a linhagem
CA110 em 96 horas de fermentagdo. Este resultado salienta a importancia da
pesquisa com novas linhagens, principalmente as de ocorréncia no pais onde se
encontram linhagens com produtividade superior a CA110 que € atualmente utilizada
na producdo comercial de goma xantana. No item 4.5 de cinética do processo
fermentativo serao abordados outros tépicos relacionados ao processo de produgao

de goma xantana.

Ap6s a fermentacdo, os biopolimeros foram recuperados e avaliados
visualmente, para verificar as diferencas quanto a coloracdo e estrutura apds a
precipitacdo com etanol. As Figuras 20 a 24 apresentam o aspecto dos biopolimeros
precipitados, a partir da producdo pelas diferentes linhagens de Xanthomonas

estudadas.
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Figura 20 - Aspecto do biopolimero precipitado, sintetizado a partir da Xanthomonas
campestris (01 — 1537) (a) e da Xanthomonas campestris pv. magiferaeindicae
(02 - 1230) (b).

Figura 21 - Aspecto do biopolimero precipitado, sintetizado a partir da Xanthomonas
campestris pv. campestris (03 - 254) (a) e da Xanthomonas campestris pv.
arracaciae (04 - 1198) (b).



Capitulo 4 Resultados e Discussao 51

Figura 22 - Aspecto do biopolimero precipitado, sintetizado a partir da Xanthomonas
campestris pv. manihotis (05 - 1182) (a) e da Xanthomonas campestris pv.
campestris (06 - 1078) (b).

Figura 23 - Aspecto do biopolimero precipitado, sintetizado a partir da Xanthomonas melonis
(07 -68) (a) e da Xanthomonas campestris pv. campestris (08 - 729) (b).
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Figura 24 - Aspecto do biopolimero precipitado, sintetizado a partir da Xanthomonas
campestris pv. campestris (09 -607) (a) e da Xanthomonas sp (10 - 1167) (b).

Nas figuras acima pode-se observar diferencas quanto ao aspecto da goma
precipitada. Observa-se que os polimeros sintetizados pelas linhagens 01, 02, 05,
06, 08, 09 apresentaram uma caracteristica mais filamentosa, enquanto as linhagens

03, 04, 07, 10 uma caracteristica com maior quantidade de grumos.

Entretanto, esta caracteristica pode ser devida ao arranjo entre as cadeias do
polimero, sendo necessario estudos mais aprofundados nesta area, principalmente
para correlacionar com a viscosidade destas gomas. Quanto a coloragdo, néo foi
detectada pigmentacdo na goma xantana obtida, mesmo quando as linhagens

utilizadas possuiam coloragcao amarelada.

4.5 Cinética do processo fermentativo

O conhecimento da cinética do processo fermentativo € de extrema importancia
quando da transposicao de um experimento de laboratério para a escala industrial,
além de possibilitar uma comparacado quantitativa entre diferentes condigbes de
cultivo, por intermédio de variaveis, obtidas também a partir das curvas de ajuste
X=X(t), P=P(t) e S=S(t) (HISS, 2001).

Para verificar a cinética do consumo de substrato, da producao de biomassa e
da producao de polimero para as diferentes linhagens estudadas, foram conduzidas
fermentagbes a temperatura de 28°C, agitagcdo de 180rpm, durante 96 horas,
retirando-se amostras a partir do tempo 0 hora e a cada 24 horas.
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As Figuras 25 a 34 apresentam os resultados obtidos, onde foram plotados

graficos para evidenciar a cinética dos processos fermentativos utilizando as

diversas linhagens estudadas para a producdo de goma xantana.
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Figura 25 — Gréfico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris (01 - 1537).
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Figura 26 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris pv. magiferaeindicae (02 - 1230).
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Figura 27 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris pv. campestris (03 - 254).
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Figura 28 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris pv. arracaciae (04 - 1198).
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Figura 29 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris pv. manihotis (05 - 1182).
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Figura 30 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris pv. campestris (06 - 1078).
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Figura 31 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas melonis

(07 -68).
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Figura 32 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris pv. campestris (08 - 729).
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Figura 33 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas

campestris pv. campestris (09 -607).
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Figura 34 - Grafico da cinética do processo fermentativo a partir da Xanthomonas sp (10 -
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Para avaliar os processos fermentativos das diferentes linhagens, a partir dos
dados levantados na cinética de fermentagcdo, foram calculados os parametros
cinéticos: velocidade volumétrica de consumo de substrato (rs), velocidade
volumétrica de formagao de biomassa (ry), velocidade volumétrica de formacéo de
produto (rp), eficiéncia de conversdo substrato — biomassa (Yxss) e eficiéncia de
conversao substrato — produto (Ypss). Estes valores podem ser observados na
Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros cinéticos das fermentacdes para um tempo final de 96 horas.

Parametro/ 1537 1230 254 1198 1182 1078 68 729 607 1167
linhagem 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

ART inicial (g.L) 71,21 6564 71,54 67,97 60,06 64,45 5549 60,23 84,66 77,17
ART final (g.L") 46,41 33,72 44,44 3348 30,50 40,14 3571 32,84 34,86 33,86
Subst cons (g.L") 24,80 31,92 27,10 34,49 29,56 24,31 18,78 27,39 49,80 43,31
rs (g.L"h") 026 0,33 028 036 031 025 020 028 052 045

Biomassa (g.L") 1,067 1,233 1,3 0,967 0,933 1,3 0,933 1,1 0,9 0,767

r(g.L.h™) 0,009 0,009 0,008 0,006 0,006 0,008 0,006 0,006 0,004 0,003
Yxis 0,04 0,04 005 0,03 0,03 005 0,05 0,04 002 0,02
Goma (g.L™) 6,533 6,067 6,367 5,933 6,033 6,967 7,933 6,533 7,3 6,733
rp (@.L".h7") 0,054 0,050 0,040 0,041 0,050 0,095 0,057 0,046 0,062 0,050
Yess 0,263 0,190 0,235 0,172 0,204 0,287 0,422 0,238 0,147 0,155

ConversaoS/P(%) 26,34 19,00 23,49 17,20 20,41 28,66 42,24 23,85 14,66 15,55

Onde: ART= agucar redutor (g.L"")
rs = velocidade volumétrica de consumo de substrato (g.L".h™)
r, = velocidade volumétrica de formagao de produto (g.L™".h™)
r, = velocidade volumétrica de formac&o de biomassa (g.L".h™)
Yy = eficiéncia de conversao substrato - biomassa
Ypss = eficiéncia de conversao substrato - produto

Conversao S/P = % conversao substrato — produto
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 6, verifica-se a dificuldade
do microrganismo em utilizar as fontes de carbono disponiveis, uma vez que o
percentual de agucar redutor final em relagdo ao inicial foi elevado para todas as

fermentagdes, sendo em média de 59%.

Os valores de agucares redutores no final da fermentacado mostram em que
condi¢coes ocorrem o0s processos fermentativos. Assim, agucar redutor final alto
indica que a fermentacdo ocorre em condigdes dificeis e instaveis, onde o
microrganismo nao consegue utilizar toda a fonte de carbono disponivel
(WOICIECHOWSKI, 2001).

A andlise dos fatores de conversao mostra que quanto menor for a eficiéncia
de conversdo substrato — biomassa (Yx:s), melhor para o processo, pois Yxs baixos
indicam que mais substrato estd disponivel para ser convertido em produto
(WOICIECHOWSKI, 2001).

O fator médio de conversao substrato — biomassa (Yxs) foi de 0,04,
considerado baixo se associado a valores experimentais obtidos por outros autores,
0,33 (SERRANO-CARREON et al., 1998), 0,81 (PINCHES & PALLENT, 1986), 0,5
(WEISS & OLLIS, 1980) e 0,07 (GARCIA-OCHOA et al., 1990).

Na Tabela 6 pode-se observar que a linhagem 607 teve o maior consumo de
substrato (59%), entretanto ndo apresentou a maior conversdo deste em produto,
tendo-se uma conversao de 14,66% e uma concentragdo de goma de 7,3 g.L". As
demais fermentagdes apresentaram consumo de substrato entre 35 a 56%, sendo a
conversao deste em produto de 15,55 a 42,24%. Quanto a eficiéncia de conversao
de substrato em produto nas fermentacées com as diferentes linhagens, os valores
variaram de 0,147 a 0,422.

Avaliando-se a cinética de fermentacao de diferentes biopolimeros, observou-
se comportamentos variados e fatores diversos que afetam sua producado. Os
resultados da literatura para as cinéticas de diferentes biopolimeros foram

comparados com os obtidos neste estudo.

ASHTAPUTRE e SHAH (1995b), estudando a producao de um EPS a partir
de Sphingomonas paucimobilis GS1, observaram que quase 75% do produto

formou-se durante a fase de crescimento exponencial, sendo o restante acumulado
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durante a fase estacionaria, mostrando que a produgdo de biopolimero esta

relacionada ao crescimento.

CASAS et al. (2000) observaram que para a goma xantana ha
comportamento parcialmente associado, sendo que a concentragdo de xantana
diminui quando o crescimento e a concentracao de biomassa diminuem. Também foi
observado que o crescimento de biomassa e a produ¢cdo de goma aumentam com a
temperatura, atingindo um rendimento maximo a 28°C, bem como a concentracao de
nitrogénio influencia o crescimento de biomassa com algum efeito sobre a produgao

de xantana.

Neste estudo, a eficiéncia de conversdo substrato — produto obtida para as
fermentagbes das diversas linhagens foi em média de 23%, enquanto KANG et al.
(1982) obtiveram uma conversado de aproximadamente 50% na producao de gelana
utilizando meio convencional. Esses valores indicam que, possivelmente exista
deficiéncia de fonte de nitrogénio no meio, tornando a relagdo C:N inadequada,

dificultando assim, a conversao de substrato em produto.

NITSCHKE et al. (2001) obtiveram um rendimento geral do processo de 55%,
quando trabalharam com soro de leite na producdo de xantana, enquanto
WOICIECHOWSKI (2001) obteve uma conversao de substrato em produto da ordem
de 75%, na produgdo de xantana, usando nitrato de potdssio como fonte de
nitrogénio e hidrolisado de bagagco de mandioca como fonte de carbono. BAE E
SHODA (2004) obtiveram um incremento de 76% quando produziram celulose
bacteriana a partir de melago pré-tratado e CHI E ZHAO (2003) conseguiram o maior
rendimento de pululana (5,9%) produzida por levedura, utilizando o meio hidrolisado
de torta de soja.

4.6 Reologia da goma xantana

As propriedades reoldgicas das solugdes aquosas influenciam diretamente nos
parametros de projetos de equipamentos, processamento e aplicacdo das gomas.
Devido a estes parametros, foram realizados estudos quanto a viscosidade aparente

das solugcbes aquosas a 3% do biopolimero sintetizado pelas linhagens de
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Xanthomonas sp estudadas. Os resultados obtidos permitiram avaliar a qualidade da

goma sintetizada.

Os resultados obtidos podem ser visualizados nas Figuras 35 e 36, onde
evidenciam um comportamento pseudoplastico nas solu¢des analisadas, isto é, a
viscosidade aparente decresce com o aumento da taxa de cisalhamento. Esse
comportamento € esperado em solugdes poliméricas de polissacarideos microbianos
(CACIK et al.,, 2001; RAO et al., 2003; PADILHA, 2003). Nestes sistemas de fluidos
nao-newtonianos existem modelos que prevéem e ajustam os dados produzidos
experimentalmente, entre eles temos como predizer o efeito da taxa de cisalhamento

sobre a viscosidade aparente aplicando o modelo de power-law:

n=Ky"
onde K é o indice de consisténcia e o n é o indice de comportamento (XUEWU et al.,
1996; KIOSSEOGLOU et al., 2003).
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Figura 35 - Viscosidade aparente das solugdes aquosas a 3% das gomas sintetizadas pelas
linhagens de Xanthomonas campestris (01 - 1537), Xanthomonas campestris pv.
magiferaeindicae (02 - 1230), Xanthomonas campestris pv. manihotis (05 - 1182)
Xanthomonas campestris pv. campestris (06 - 1078), Xanthomonas campestris
pv. campestris (09 -607), em viscosimetro Brookfield, modelo LVDV lll+, spindle
18 a 25°C.
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Figura 36 - Viscosidade aparente das solugdes aquosas a 3% das gomas sintetizadas pelas
linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris (03 - 254), Xanthomonas
campestris pv. arracaciae (04 - 1198), Xanthomonas melonis (07 -68),
Xanthomonas campestris pv. campestris (08 - 729), Xanthomonas sp (10 - 1167),
em viscosimetro Brookfield, modelo LVDV lll+, spindle 18 a 25°C.

Através do grafico comparativo entre as leituras de viscosidade aparente das
solucbes aquosas das diversas gomas produzidas, pode-se visualizar que as
amostras 02 (1230) e 05 (1182) apresentaram os valores de viscosidade mais
elevados (Figuras 35 e 36).

A fim de comprovar estatisticamente os comportamentos apresentados pelas
solugdes aquosas das diferentes gomas produzidas, foi realizado o Teste de Tukey,
comparando as leituras das amostras na taxa de cisalhamento 1,32s™, sendo esta a
Unica possivel de se realizar em todas as leituras, ja que as gomas apresentaram
valores de viscosidade aparente muito diferentes entre si. A Tabela 7 mostra os
resultados desse teste.
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Tabela 7 — Viscosidade aparente das solugcdes aquosas das diversas gomas xantana,
representando a média de trés leituras de cada solugéo analisada, realizadas em
viscosimetro Brookfield, modelo LVDV llI+, spindle 18 a 25°C.

Linhagem estudada Viscosidade aparente Taxa de Cisalhamento

(cP) (s

1 (1537) 868 1,32
2 (1230) 1818 1,32
3 (254) 104 1,32
4 (1198) 71 1,32
5(1182) 925 1,32
6 (1078) 426 1,32
7 (68) 108 1,32
8 (729) 262 1,32
9 (607) 468 1,32
10 (1167) 173 1,32

Analisando individualmente as leituras de viscosidade aparente das diversas
solugdes aquosas a 3%, das gomas sintetizadas pelos dez microrganismos
estudados, realizadas com o spindle 18 e taxa de cisalhamento 1,32s™, observa-se
que a solugédo aquosa da goma proveniente do microrganismo 2 (1230) apresentou
a melhor viscosidade, sendo inclusive estatisticamente diferente dos demais pelo
teste de Tukey. As solugcbes aquosas das gomas provenientes dos microrganismos 5
(1182) e 1 (1537) apresentaram altas viscosidades também, sendo estatisticamente

iguais entre si pelo teste de Tukey.

Sabe-se que a leitura realizada na taxa de cisalhamento analisada no estudo
nao € apropriada, pois se encontra na faixa que mede a tensao residual do fluido. A
tensdo residual também pode ser um indicativo de qualidade reoldgica do
biopolimero.

Segundo SHRUZ (1992) citado por NAVARRO (2002), a existéncia de tensao
residual tem sido objeto de controvérsia na publicacdo de trabalhos mostrando que
esse valor desaparece em taxas de deformacao proximas a zero. A existéncia de
tensao residual é desejavel em algumas situagdes, em outras ndo. Por isso torna-se

importante avaliar sua existéncia e intensidade. As medidas em baixas taxas de
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cisalhamento sao de extrema importancia, para verificar a possibilidade de aplicacao

em alguns sistemas onde esta se faz necessario.

Como as leituras de viscosidade aparente das solugbes aquosas das gomas
sintetizadas pelos microrganismos 02 (1230) e 05 (1182), ndo foram possiveis de
serem realizadas em pelo menos dez taxas de cisalhamento diferentes com o
spindle 18, fez-se as leituras destas também com o spindle 31, ja que este é mais
indicado para solugdes com leituras de viscosidade aparente mais elevadas (Figura
37).
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Figura 37 - Viscosidade aparente de solugcbes aquosas a 3% das gomas sintetizadas a partir
da Xanthomonas campestris pv. magiferaeindicae (02 - 1230) e da Xanthomonas
campestris pv. manihotis (05 — 1182), em viscosimetro Brookfield, modelo LVDV
I+, spindle 31 a 25°C.

Comparando-se a viscosidade aparente de solucdes aquosas de gomas obtida
com outros trabalhos, € possivel verificar valores inferiores de viscosidade para as
solugdes aquosas de goma xantana sintetizadas pelas linhagens Xanthomonas
campestris pv. campestris (3 — 254), 104 cP; Xanthomonas campestris pv.
arracaciae (4 — 1198), 71 cP; Xanthomonas melonis (7 — 68), 108 cP; Xanthomonas
sp (10 — 1167), 173 cP. Visto que a concentracdo de biopolimero em solugédo
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aquosa utilizada foi superior (3% - p/v) a utilizada em outros trabalhos, na taxa de
cisalhamento, para efeito comparativo, de 1,32s™. Por exemplo, para uma taxa de
cisalhamento de aproximadamente 10 s™', NAVARRETE e SHAH (2001) obtiveram
uma viscosidade aparente de aproximadamente 100 cP, para solucdes 1,4 x 10%%
de diutana, a 24°C e ASHTAPUTRE e SHAH (1995b) obtiveram uma viscosidade
aparente de aproximadamente 200 cP, para solucdes 0,5% de biopolimero, a 30°C.

Giavasis et al. (2000) avaliaram solugcdes de goma gelana e observaram que
esta exibe comportamento fortemente pseudoplastico em solu¢do aquosa 0,1%
(p/v). As solucbes aquosas de todos os sphingans sao muito viscosas, mostrando
alta estabilidade térmica. A gelana em solucdo aquosa forma solugcbes altamente
viscosas ou géis fracos que podem tornar-se rigidos e quebradicos em presenca de
varios cations, quando esta é desacetilada com alcali (BAIRD et al., 1983 apud
BANIK et al., 2000; SUTHERLAND, 2002).

Welana, ramsana e diutana (S-657) ndo sao gelificantes, mas suas solug¢des
aquosas exibem alta viscosidade para baixas taxas de cisalhamento e boa
termoestabilidade (CAMPANA et al, 1992 apud BANIK et al, 2000). Este
comportamento altamente pseudoplastico da diutana e a boa estabilidade térmica,
melhor que a xantana, é comprovado através de estudos da utilizacdo destas gomas
na recuperacao terciaria do petroleo (NAVARRETE et al.,, 2000; NAVARRETE &
SHAH, 2001; NAVARRETE et al., 2001).

Sabe-se, entretanto, que as propriedades reoldgicas dos polissacarideos em
solucédo nao dependem apenas da concentracao da solugdo aquosa analisada, mas
também de suas caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas, isto €, peso molecular,
polidispersividade e grau de substituicdo. No caso dos polissacarideos microbianos
essas propriedades fisico-quimicas, bem como a eficiéncia da producdo esta
relacionada ao processo fermentativo, linhagem bacteriana, composicao do meio,
pH, temperatura e outros parametros ambientais da fermentacdo (BANIK et al.,
2000).

Os resultados, portanto, mostram que se devem investigar outros sistemas de

dispersao, podendo ser adicionados ions as solucdes, 0 que podera incrementar os
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valores de viscosidade, bem como a interacdo com outros sistemas poliméricos,

podendo alterar as propriedades reoldgicas obtidas até o momento.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES

5.1 CONCLUSOES

O resultados obtidos no estudo permitem concluir que:

Das dez linhagens estudadas, os melhores microrganismos para a
producdo da goma xantana sdo a Xanthomonas campestris pv.
magiferaeindicae (2 - 1230), Xanthomonas campestris pv. campestris (3
- 254), Xanthomonas campestris pv. manihotis (5 - 1182), Xanthomonas
campestris pv. campestris (6 - 1078) e Xanthomonas campestris pv.

campestris (8 - 729), em termos de produtividade.

Existe uma alta variabilidade entre as linhagens de Xanthomonas sp

estudadas, segundo a andlise de RAPD.

A analise de RAPD entre as linhagens nao permitiu um total

agrupamento das linhagens por patovar ou por espécie.

Segundo a analise de RAPD, ndo houve mutagbes detectaveis destas
bactérias durante a pesquisa (repique inicial e final das diferentes
linhagens de Xanthomonas sp).

Através das leituras de viscosidade aparente das solugdes aquosas das
diversas gomas produzidas, as que apresentaram os valores mais
elevados de viscosidade foram a Xanthomonas campestris pv.
magiferaeindicae (2 - 1230) e a Xanthomonas campestris pv. manihotis
(5-1182).

As duas linhagens com melhor produtividade e viscosidade aparente
foram a Xanthomonas campestris pv. magiferaeindicae (02 - 1230) e a
Xanthomonas campestris pv. manihotis (05 - 1182).



Capitulo 5 Conclusées e Recomendagoes 68

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Inclusdo de outros primers ou outra técnica na avaliacao dos agrupamentos entre as
diferentes linhagens de Xanthomonas estudadas, visando permitir um melhor agrupamento

destas linhagens.

Utilizagdo de meios alternativos para a produgdo da goma xantana sintetizada pelas
duas linhagens de Xanthomonas selecionadas quanto a produtividade e a viscosidade

aparente, como por exemplo, residuos industriais provenientes da industria de alimentos.

Estudo de outros parametros reoldgicos como temperatura, adicdo de ions, pH,
sinergismo, para analise da viscosidade aparente e viscoelasticidade das solugdes aquosas
das gomas obtidas com as linhagens em estudo;

Caracterizacao cromatografica das gomas obtidas e do peso molecular das mesmas.
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