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RESUMO

A busca por combustiveis alternativos, tais como os biocombustiveis, torna-se necesséria
devido a crescente demanda por combustiveis em todos os setores da atividade humana, sendo
que quase toda energia consumida no mundo provém do petréleo, uma fonte limitada, que
emite grande quantidade de gases poluentes. Devido a grande diversidade de culturas
oleoginosas no pais, o Brasil demonstra potencial para substituicdo do diesel pelo biodiesel.
No processo de obtencéo deste, o 6leo vegetal sofre uma transesterificacdo, sob a acdo de um
catalisador basico e na presenca de um alcool, formando trés moléculas de ésteres metilicos
ou etilicos de &cidos graxos, que constituem o biodiesel em sua esséncia, liberando uma
molécula de glicerol, que € o coproduto mais abundante desta reacdo. Sendo assim, a
utilizacdo do glicerol residual é uma 6tima alternativa para agregar valor a cadeia produtiva
do biodiesel, minimizar os danos de um possivel descarte inadequado, além de diminuir os
custos do processo. Com este intuito, este trabalho propde o uso do glicerol residual como
fonte de carbono para producdo de exopolissacarideos (EPSs). Para tal, foram utilizadas
linhagens de bactérias mencionadas na literatura como produtoras de EPSs de importancia
comercial, sendo elas: Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230,
Pseudomonas oleovarans NRRL B-14683, Sphingomonas capsulata NRRL B-4261 e
Zymomonas mobilis NRRL B-4286. Os cultivos foram realizados em meio apropriado para
cada micro-organismo, e como fontes de carbono foram testadas a sacarose, o glicerol
residual e uma mistura de ambos na propor¢do de 1:1 m/m. Os meios foram inoculados com
suspensdo da bactéria em estudo, sendo avaliados parametros relativos ao crescimento celular
e a producdo de EPSs. Para X. campestris pv. mangiferaeindicae, foram determinadas
algumas propriedades reoldgicas e térmicas dos EPSs produzidos com as diferentes fontes de
carbono, bem como o indice de emulsificacdo com diferentes 6leos vegetais. X. campestris
apresentou uma concentracdo de EPSs em torno de 4 g.L™! em todos os meios estudados,
comportamento similar ao da bactéria P. oleovorans, diferindo apenas no meio contendo
sacarose (0,8 g.L™). S. capsulata apresentou uma maior concentracdo de EPSs em meios
contendo sacarose e a mistura de sacarose com glicerol residual, em torno de 3,4 g.L™, e em
meio contendo glicerol residual este valor caiu para 1,7 g.L™. J& Z. mobilis apresentou um
melhor resultado em meio contendo sacarose e glicerol residual, atingindo 1,3 g.L, sendo
qgue em meio contendo somente sacarose e glicerol residual estes valores foram inferiores
alcancando 0,2 e 0,7 g.L, respectivamente. Quase todas as bactérias atingiram a fase
estacionaria em 24 h de cultivo e o pH permaneceu praticamente constante, sendo verificada
uma gueda mais acentuada somente para Z. mobilis. O comportamento reoldgico foi similar
para as xantanas produzidas nos diferentes meios, entretanto a viscosidade inicial foi maior
com 0 meio a sacarose (637 cP), seguido da mistura de sacarose com glicerol residual (279
cP) e glicerol residual (60 cP). O IEy4 foi superior quando utilizado o 6leo de milho, atingindo
valores de 97, 72 e 64 % em sacarose, mistura de sacarose com glicerol e glicerol residual,
respectivamente. Desta forma, pode-se afirmar que a mudanca na fonte de carbono afeta estas
propriedades.

Palavras-chaves: Glicerol, biopolimeros, EPSs microbianos, Xanthomonas campestris.



ABSTRACT

The search for alternative fuels, such as biofuels, becomes necessary due to increased demand
for fuel in all sectors of human activity, and almost all energy consumed in the world comes
from petroleum, a limited supply, which emit large quantities of greenhouse gases. Due to the
great diversity of oilseeds crops, Brazil has demonstrated potential for substitution of diesel
by biodiesel. The oil is submitted to a transesterification reaction with the action of an
alkaline catalyst and in the presence of an alcohol, forming three molecules of methyl or ethyl
esters of fatty acids, which constitute the biodiesel, generating a molecule of glycerol, which
is the most abundant byproduct of this reaction. Thus, the use of raw glycerol is a great
alternative to add value to the biodiesel production chain, minimizing the damage of a
possible improper disposal, and reducing process costs. For this purpose, this work proposes
the use of raw glycerol as a carbon source for the production of exopolysaccharides (EPSSs).
Bacterial strains used were mentioned in the literature as producers of EPSs with commercial
importance: Xanthomonas campestris pv mangiferaeindicae IBSBF 1230, Pseudomonas
oleovarans NRRL B-14683, Sphingomonas capsulata NRRL B-4261 and Zymomonas mobilis
NRRL B- 4286. The cultivation was carried out for each micro-organism using an
appropriated medium and, as carbon sources, sucrose, raw glycerol and a mixture of sucrose
with raw glycerol (1:1 w/w) were tested. Some parameters related to cellular growth and EPSs
production were evaluated. For X. campestris, some thermal and rheological properties as
well as the emulsification index, were determined. X. campestris showed a concentration of
EPSs around 4 g.L™ in all studied media, similar to P. oleovorans behavior, differing only in
medium composed of sucrose (0.8 g.L™). S. capsulata showed a higher concentration of EPSs
in the media composed by sucrose only and a mixture of both components, reaching around
3.4 g.L!, and with raw glycerol this value changed to 1.7 g.L™". Z. mobilis showed better
results with a mixture of sucrose with raw glycerol, reaching 1.3 g.L™, and with the use of raw
glycerol and sucrose only, these values dropped to 0.2 and 0.7 g L™, respectively. Almost all
bacteria reached the stationary phase at 24 h of cultivation and pH remained almost constant,
being checked a sharper decline only Z. mobilis. The rheological behavior was similar to
xanthan produced in different ways, however, the initial viscosity was higher with sucrose
medium (637 cP), followed by a mixture of sucrose with raw glycerol (279 cP) and raw
glycerol (60 cP). The IEz4 was superior when used corn oil, reaching values of 97, 72 and
64% in sucrose, a mixture of sucrose with raw glycerol and raw glycerol, respectively. Thus,
it can be stated that the change in carbon source affects these properties.

Keywords: Glycerol, biopolymers, microbial gums, Xanthomonas campestris.






1. INTRODUCAO GERAL

A maior parte de toda energia consumida no mundo provém do petroleo, uma
fonte ndo renovavel, com previsdo de esgotamento em um futuro proximo, sendo que a
crescente demanda por combustiveis em todos os setores da vida humana, seja no transporte,
na geracao de energia, nos processos industriais ou no consumo residencial, vem aumentando
as emissoes de didxido de carbono (CO,), o que altera o clima global, sendo entdo necessaria
a busca por combustiveis alternativos, ambientalmente aceitaveis, tecnicamente viaveis,
economicamente competitivos, e prontamente disponiveis (FERRARI, OLIVERIA; SCABIO,
2005; MOTA, SILVA; GONCALVES, 2009; TALEBIAN-KIAKALAIEH, AMIN;
MAZAHERI, 2013). Neste contexto, a utilizacdo de biocombustiveis constitui uma
alternativa para minimizar estes problemas, como por exemplo, a utilizacdo do biodiesel
(MOTA, SILVA; GONCALVES, 2009).

O biodiesel é produzido a partir de éleos vegetais ou de gorduras animais (EBB,
2013). Séo ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, obtidos a partir da reacdo de
transesterificacdo de triacilglicerdis, presentes nesses 6leos ou gorduras, com alcool em
presenca de catalisador, gerando como coproduto o glicerol (SANTOS; PINTO, 2009;
BOUCAS, 2012). O glicerol residual resultante da sintese do biodiesel usualmente apresenta
55-90% de glicerol, sendo o restante constituido por impurezas tais como triacilglicerdis ndo
convertidos, metanol ou etanol ndo convertido, biodiesel, sabGes e outros (SILVA, MACK;
CONTIERO, 2009; AMARAL et al., 2009).

O biodiesel tem demonstrado beneficios ambientais significativos, no que diz
respeito a diminuicdo de impactos do aquecimento global, maior independéncia energética e
também um impacto positivo na agricultura (EBB, 2013). Pois, devido a sua origem vegetal,
contribui para o ciclo do carbono na atmosfera e por isto é considerado renovavel, ja que o
CO, emitido durante a queima é reabsorvido pelas plantas que irdo produzi-lo, diminuindo
assim as emissdes de CO, no balango total, causando um impacto menor no aquecimento do
planeta (MOTA, SILVA; GONCALVES, 2009). De acordo com European Biodiesel Board
(2013) para cada 1 Kg de biodiesel utilizado h& reducdo de aproximadamente 3 Kg de CO; na
atmosfera.

Em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura legalmente obrigatoria de 2% (v/v)

de biodiesel ao diesel, em qualquer parte do territério nacional, mas com o perceptivel



crescimento do mercado brasileiro, em janeiro de 2010, esse percentual foi ampliado até
atingir 5% (v/v), antecipando em trés anos a meta estabelecida pela lei (PNPB, 2012).

Segundo o Programa Nacional de Producédo e uso do Biodiesel (PNPB) (2012), a
producdo desse biocombustivel foi de 69 milhdes de litros em 2006 para 2,7 bilhdes de litros
em 2011. De acordo com o Boletim Mensal de Biodiesel da Agéncia Nacional de Petrdleo,
Géas Natural e Biocombustiveis (ANP), a producdo de biodiesel das usinas brasileiras
alcancou um recorde em outubro de 2013, credenciando o Brasil como um dos maiores
mercados mundiais de biodiesel, juntamente com a Alemanha e os Estados Unidos, que
produzem e utilizam este combustivel renovavel hd muito mais tempo.

Estas acOes colocaram o pais na vanguarda do uso de combustiveis alternativos no
planeta, e também reforca a necessidade de encontrar utilizacbes comerciais para 0S
coprodutos da producdo do biodiesel (MOTA, SILVA; GONCALVES, 2009). Cerca de 10%
da matéria prima é transformada em glicerol, sendo este o principal coproduto dessa reacdo
(ABAD; TURON, 2012). Como o mercado ndo absorve o excedente do glicerol gerado na
producdo de biodiesel, e ja que este ndo pode ser descartado no ambiente, 0 excesso pode vir a
ser um problema ambiental (SILVEIRA, 2007).

Por outro lado, um alto potencial de aplicacdo nos mais diversos segmentos
industriais tem surgido para exopolissacarideos (EPSs). A producdo desses, em condigdes
controladas de cultivo, garante um material de qualidade e fornecimento constante ndo
influenciado por variacfes climéticas. A esse grupo de polissacarideos solGveis em agua, de
origem vegetal, animal ou microbiana, foi dada a designacdo de biopolimeros industriais. S&o
amplamente utilizados nas industrias de petréleo, mineracdo, téxtil, termoquimica, tintas,
papel, cosméticos, alimentos, farmacéutica e de produtos agropecuarios, como formadores de
gel, espessantes e agentes de suspensdo (LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009; DRUZIAN;
PAGLIARINI, 2007).

Para producdo desses EPSs sdo comumente utilizadas como fonte de carbono
carboidratos como glicose e sacarose (BAJAJ et al., 2006; WEST; STROHFUS, 1998), mas
em funcdo do custo destes, € imprescindivel o estudo de fontes alternativas. Neste contexto,
torna-se importante investigar aspectos da producdo de EPSs bacterianos em meios a base de
glicerol residual, pois sdo encontrados na literatura poucos trabalhos que abordam o uso deste
coproduto como fonte de carbono, aplicados apenas para alguns EPSs. Reis et al. (2010)
estudaram a producdo da goma xantana por duas cepas da bactéria Xanthomonas sp. (C1 e
C9) utilizando a sacarose, o0 glicerol puro e uma mistura de ambos em uma proporg¢éo de 1:1,

sendo os melhores resultados encontrados ao utilizar a mistura do glicerol puro e da sacarose



para ambas as cepas, ndo diferindo estatisticamente (p>0,05) de quando a sacarose foi a fonte
de carbono utilizada. Freitas et al. (2010) compararam a produgdo de um EPS pela bactéria P.
oleovorans NRRL B-14682 utilizando glicerol puro e glicerol residual como fonte de
carbono, encontrando melhores resultados quando o glicerol residual foi a fonte de carbono
utilizada.

Sendo assim, o0 uso do glicerol residual como fonte de carbono para producéo de
EPSs pode ser uma boa alternativa. Visa o aproveitamento do excedente de glicerol, um
coproduto de baixo custo e grande disponibilidade, tornando o processo mais rentavel, de
forma a agregar valor a este coproduto, reduzir custos de producdo, minimizar problemas

ambientais e contribuir para o desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva do biodiesel.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi utilizar o glicerol residual gerado no processo de
producdo de biodiesel para o cultivo de diferentes bactérias (Xanthomonas campestris pv
mangiferaeindicae IBSBF 1230, Pseudomonas oleovarans NRRL B- 14683, Sphingomonas
capsulata NRRL B-4261 e Zymomonas mobilis NRRL B- 4286), visando produzir EPSs.

1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento celular das diferentes bactérias utilizando como fonte de
carbono a sacarose (S), o glicerol residual (GR) e uma mistura de ambos na proporcéo de 1/1
(m/m) (SGR);

- Comparar a producéo de diferentes EPSs bacterianos utilizando como fonte de
carbono S, GR e SGR, considerando a concentragdo dos EPSs e a produtividade;

- Caracterizar os EPSs produzidos pela bactéria Xanthomonas campestris pv
mangiferaeindicae IBSBF 1230 com as diferentes fontes de carbono, quanto a viscosidade,
propriedade térmicas, bem como o indice de emulsificacdo na presenca de diferentes éleos

vegetais comerciais.



CAPITULO II:
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biodiesel

A Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, define o biodiesel como um
combustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com
ignicdo por compressdo, que possa substituir parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem
fossil (PNPB, 2012).

O biodiesel é produzido a partir de 6leos vegetais ou de gorduras animais (EBB,
2013). Sdo ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, obtidos a partir da reacdo de
transesterificacdo de triacilglicerdis, presentes nesses Oleos ou gorduras, com alcool em
presenca de catalisador, gerando como coproduto o glicerol (SANTOS; PINTO, 2009;
BOUCAS, 2012), conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1- Reacdo de transesterificacdo de triacilglicerol com alcool

CHs Hy  CH,
GH,—CH—CH, | | |

| | | CH, CH, CH,

O (@] O NaOH | I | CHy;-CH—CH,
I I | +3C,HOH —— o (I) o+

0=C O=C O0=C | | OH OH OH
| | | o=C O=C o=C _
R4 R, R; | | | Glicerol

Triglicerideos R Rz Ra
Ester etilico (Biodiesel)

Fonte: SILVA, MACK; CONTIERO (2009), modificado.

Segundo o PNPB (2012), em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura
legalmente obrigatdria de 2% (v/v) de biodiesel ao diesel, em qualquer parte do territorio
nacional, sendo esse percentual ampliado para 5% (v/v) em janeiro de 2010, antecipando em
trés anos a meta estabelecida pela lei, devido ao rapido crescimento do mercado brasileiro.

O biodiesel pode ser utilizado puro ou misturado ao 6leo diesel. Sendo assim,
passou-se a adotar mundialmente uma nomenclatura apropriada para identificar a
concentracdo do biodiesel na mistura. E o biodiesel BXX, onde XX é a percentagem em
volume do biodiesel na mistura. Por exemplo, 0 B2, B5, B20 e B100 sdo combustiveis com
uma concentracdo de 2%, 5%, 20% e 100% de biodiesel, respectivamente (RAMOS et al.,
2000).


http://nxt.anp.gov.br/nxt/gateway.dll?f=id$id=Lei%2011.097%20-%202005

O Brasil demonstra grande potencial para utilizacdo desta nova alternativa
energética no que se refere a substituicdo do diesel a partir deste biocombustivel, devido a
grande diversidade e a alta produtividade das culturas oleaginosas no pais. Existem dezenas
de espécies vegetais que podem ser utilizadas para producdo do biodiesel. Dentre elas, a soja,
0 dendé, a mamona, 0 coco e o girassol sdo as principais op¢oes. No entanto, todos os 6leos
vegetais apresentam estruturas moleculares levemente diferentes entre si, o que confere
caracteristicas unicas quanto as suas propriedades fisico-quimicas. S&o estas propriedades que
determinam o comportamento dos 6leos quando se tenta queima-los como diesel mineral
(FERRES, 2010).

2.2 Glicerol

O glicerol puro é um liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscépico (RAMOS,
2011), amplamente utilizado na industria de cosméticos, alimentos, farmacéutica, téxtil, entre
outras, também utilizado como matéria-prima para producéo de produtos quimicos (SILVA,
MACK; CONTIERO, 2009).

O glicerol residual resultante da sintese do biodiesel usualmente apresenta 55-
90% de glicerol (SILVA, MACK; CONTIERO, 2009). O répido crescimento na producdo do
biodiesel e a obrigatoriedade de adicdo ao diesel ja resultam na acumulacdo de grandes
quantidades de glicerol residual (CHATZIFRAGKOU et al., 2011), que possui baixo valor
agregado (RAMOS, 2011), pois contem impurezas tais como triacilglicerdis ndo convertidos,
metanol ou etanol ndo convertido, biodiesel, sabdes e outros (AMARAL et al., 2009). Em
outras palavras, para ser usado em industrias de alimentos, farmacéuticas e de cosméticos,
deve passar por um processo de purificacdo, o qual ndo é viavel, pois € um processo caro.
Sendo assim, a utilizacdo deste, na forma residual, sem tratamentos, constitui uma étima
alternativa, pois ird agregar valor a este coproduto, além de diminuir os custos do processo,
como no caso da utilizacdo deste como fonte de carbono na producgéo de EPSs (FREITAS et
al., 2010).

2.3 Exopolissacarideos (EPSs)
Ha na natureza plantas e micro-organismos que secretam polimeros, denominados

exopolissacarideos (EPSs), os quais podem ser classificados em homopolissacarideos e

heteropolissacarideos. Os homopolissacarideos sdo, geralmente, glicanas neutras, e 0s



heteropolissacarideos sdo, em sua grande maioria, polianiénicos, devido a presenca de &cido
urbnico (SELVERIO; PENNA, 2010). Homopolissacarideos sdo constituidos por um dnico
tipo de monossacarideo, como dextrana ou levana. Heteropolissacarideos sdo constituidos por
varios tipos de monossacarideos, como xantana ou gelana, que compdem a maioria dos EPSs
bacterianos (DONOT et al., 2012).

Os EPSs microbianos sdo uma classe de polimeros solGveis em agua. Devido a
grande diversidade de suas propriedades reoldgicas e estruturais, possuem diversas aplicacfes
industriais, podendo ser usados como agentes espessantes, estabilizantes, emulsificantes,
texturizantes e gelificantes (BAJAJ et al., 2006; CANUTO, 2006).

Podem ser produzidos pelo cultivo em meio liquido na presenca de micro-
organismos, contendo fonte de carbono e sais minerais, ou por via enzimatica, com enzimas
purificadas, na auséncia de micro-organismos (MOREIRA et al., 2003).

A producdo de polissacarideos pode ser induzida, como parte de uma resposta ao
estresse, ou resposta a pressdes ambientais, incluindo temperatura, pressdo e intensidade da
luz, sendo sua producdo geralmente favorecida por excesso da fonte de carbono, concomitante
com limitacdo de outro nutriente (FREITAS et al., 2010; DONOT et al., 2012).

Produzir EPSs a partir de micro-organismos € vantajoso, pois os produzidos a
partir de microalgas necessitam de energia solar e aqueles produzidos a partir de plantas
levam de 3-6 meses, sendo que os produzidos a partir de micro-organismos necessitam de
apenas alguns dias. Além disso, os EPSs produzidos por micro-organismos sao naturalmente
exudados no meio extracelular, o que facilita sua recuperacdo (FREITAS, ALVES; REIS,
2011).

Os principais fatores limitantes da producdo de EPSs por micro-organismos estéo
ligados aos custos de producdo, principalmente em relacdo ao custo do substrato e do
processamento. Uma alternativa para a reducdo dos custos de producdo pode ser o uso de
substratos mais baratos, melhora do rendimento do produto por meio da otimizacdo das
condigdes de cultivo e otimizacdo do processamento. No entanto, o maior potencial dos EPSs
bacterianos esta relacionado com suas propriedades fisicas unicas, sendo utilizados em
cosméticos, produtos farmacéuticos e também na biomedicina, em que os polimeros
tradicionais ndo atendem o necessario grau de pureza ou alguma propriedade especifica
funcional (FREITAS, ALVES; REIS, 2011). Na tabela 2 encontram-se alguns EPSs

bacterianos, bem como suas propriedades e aplicagdes.



Tabela 1 - Propriedades e aplica¢Oes de alguns EPSs bacterianos

Micro-organismo Fontes de Massa
EPSs  Componentes carbono Propriedades Aplicagdo Referéncias
- molecular
utilizadas
Xanthomonas Xantana - Glicose, - sacarose (2,0 - 5,0) x 10° - viscosidade elevada - alimentos FARIA et al. (2011)
campestris manose e &cido - caldo de cana mesmo em baixas - industria de FREITAS, ALVES; REIS
glicurénico de acucar concentracdes petréleo (2011)
(2:2:1) - soro de queijo - estabilidade em ampla - farmacéutica MESOMO et al. (2009)
faixa de concentracdes - cosmeéticos SILVA et al. (2009)
salinas (150 g/L de NaCl) - agricultura RAMOS (2011)
- elevadas temperaturas ROTTAVA et al. (2009)
(até 90° C) e diferentes
niveis de pH (2-11)
Sphingomonas Gelana - Acido - glicose 5,0 x 10° - capacidade de gelificacdo - alimentos BAJAJ et al. (2006)
paucimobilis glicurdnico, - melago - boa estabilidade ao longo - alimentos para BANIK, SANTHIAGU,;
glicose e - galactose de um intervalo de pH de animais HUPADHYAY (2007)
ramnose (1:3:1) - frutose 2.10 - farmacéutica FREITAS, ALVES; REIS
- substituinte de (2011)
4gar WEST; STROHFUS
(1998)
Zymomonas Levana - Frutose ligada - glicose e 3,0 x 10° - baixa viscosidade - alimentos ERNANDES; CRUZ
mobilis na posicao f3 frutose - alta solubilidade em agua (prebiéticos) (2011)
(2,6) com - caldo de cana - atividade anti tumoral e - medicina FREITAS, ALVES; REIS
ramificacdo f3 de agucar inflamatdria - cosmeéticos (2011)
(2,1) acada - sacarose - capacidade de formar LEE; HUANG (2000)
nove residuos filme MEIRELLES (2010)

PADILHA (2003)
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2.4 EPSs Produzidos por Xanthomonas campestris

A Dbactéria Xanthomonas foi isolada por Vers, em 1940 (MESOMO, 2007),
pertence a familia das Pseudomonaceae, é Gram-negativa, possuindo formato de bastonetes
com 0,4 + 0,7 um de largura por 0,7 + 1,8 um de comprimento, sdo moveis por flagelo unico,
com comprimento de 1,7-3 pum. Suas colonias sdo geralmente amarelas, lisas e viscosas. E
catalase positiva e oxidase negativa, estritamente aerobia e quimiorganotrofica, sendo capaz
de utilizar como fonte de carbono uma variedade de carboidratos, sais e acidos organicos
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A goma xantana € produzida pela bactéria fitopatogénica Xanthomonas
campestris quando infecta diversas espécies de cruciferas, causando a morte destas plantas
(LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009). Possui alta massa molecular, sendo normalmente
composta de um heptassacarideo constituido de glicose, manose e acido glicurdnico, na
relagdo de 2:2:1 (representada na figura 2). Xanthomonas campestris é facilmente cultivada
em laboratdrio, por ser aerdbica e microaerofila, com temperatura 6tima de crescimento entre
25-30°C. Possui crescimento rapido, produzindo turbidez no meio com 2-3 dias de cultivo
(DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007), e tem um pH 6timo entre 6,0 e 8,0 (DONOT et al., 2012).
Muitas bactérias produtoras de EPSs também séo capazes de acumular quantidades variaveis
de produtos intracelulares (por exemplo, glicogénio ou polihidroxialcanoatos), reduzindo
assim o potencial para a producdo de EPSs. Porém, Xanthomonas sp. é excepcional na
producdo da xantana em quantidades significativas, ndo produzindo outros polimeros, assim
pode-se alcancar conversdes muito elevadas em EPSs (FREITAS, ALVES; REIS, 2011).

A goma xantana ocupa um lugar de destaque por suas propriedades reoldgicas
diferentes das outras gomas microbianas, tais como um elevado comportamento
pseudoplastico, viscosidade elevada mesmo em baixas concentracdes, solubilidade e
estabilidade em solucbGes é&cidas e alcalinas, resisténcia a degradacdo em elevadas
temperaturas e em diferentes niveis de pH (FARIA et al., 2011). Sendo assim, sua aplicacédo
na inddstria de alimentos, farmacéutica e petroquimica é de extrema importancia (MESOMO,
2007).
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Figura 2 - Estrutura quimica da xantana
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Fonte: DONOT et al. (2012)

Pan, Moreira; Vendruscolo (2000) utilizaram a bactéria Xanthomonas campestris
pVv pruni cepa 6 para avaliar o efeito da concentracao inicial do indculo sobre a producéo e a
qualidade do biopolimero, sendo que testaram concentracdes de inéculo de 2,6.10° a 2,6.10™°
UFC.mL™. Verificaram que, ao utilizarem 2,6.10° UFC.mL™, a concentracéo da goma foi de
3,4 g.L, sendo que a partir de 2,6.10° UFC.mL™ a concentracdo da goma xantana alcancou
4,2 g.L, apresentando também uma maior viscosidade, ndo diferindo significativamente de
concentracdes mais elevadas de indculo.

Mesomo et al. (2009) utilizaram a bactéria Xanthomonas campestris pv.
mangiferaindicae IBSBF 1230 para producdo da goma xantana, em biorreator de 2,5 L,
utilizando como fonte de carbono o soro de queijo. Foram estudadas as variaveis agitacao
(101 - 693 rpm) e aera¢do (0 — 2,9 vvm), sendo 0s ensaios realizados a 28 + 2°C por 72 h. A
maior producdo da goma xantana foi de 35,3 g.L™, encontrada com agitacdo de 390 rpm e
aeracdo 1,5 vvm. Estudaram também o efeito do cloreto de calcio, cloreto de fosforo e cloreto
de potassio na viscosidade, observando que na temperatura de 25°C, 1 g.L™* de cloreto de
célcio e uma concentragdo de 46,8 g.L™! da goma obtiveram uma maior viscosidade aparente,
sendo esta de 1704,53 mPa.s.
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Druzian; Pagliarini (2007) estudaram a producdo da goma xantana pela bactéria
Xanthomonas campestris pv maniothis, utilizando sacarose como fonte de carbono padréo e,
como fonte alternativa, o residuo de macé Fuji. O melhor resultado encontrado foi utilizando
o residuo de maca, apresentando um rendimento de 45 g.L™ com 70% de residuo, ou seja,
quase 10 vezes maior do que os valores obtidos com 15% de sacarose (6 g.L™).

Reis et al. (2010) avaliaram a capacidade das bactérias Xanthomonas sp C1 e C9
produzirem um biopolimero em meio contendo sacarose, glicerol proveniente do biodiesel e
uma mistura de ambos (proporcdo 1:1). Para ambas a maior concentracdo de goma foi
encontrada nos meios contendo mistura da sacarose com o glicerol e somente sacarose, nao
diferindo significativamente entre si, sendo em torno de 0,30-0,36 g.L™. J4 para o meio
composto somente glicerol a concentracdo de goma foi de 0,157 e 0,186 g.L™ para C1 e C9,

respectivamente.

2.5 EPSs Produzidos por Sphingomonas capsulata

O género Sphingomonas foi classificado em 1983 por Yabuuchi, sendo
constituido por bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos, ndo possuem flagelos,
sendo que algumas espécies exibem mobilidade em meio semi-solido. Possuem formato de
bastonetes ou cocobacilos com didametro de 0,5 um, podendo ser retos ou curvos. S&o catalase
e oxidase positivas, sendo quimiorganotréficas, ndo necessitando de fatores especializados
para seu crescimento. Produzem acidos por oxidacdo de carboidratos, mas ndo por
fermentacdo, e suas colbnias quando expostas varios dias a temperatura ambiente possuem
coloragcdo amarela (BERWANGER, 2005).

Bactérias do género Sphingomonas produzem biopolimeros como gelana, welana,
ramsana e diutana. Estes sdo gelificantes, possuem alta viscosidade e melhor estabilidade
térmica do que outras gomas, despertando interesse das industrias de alimentos, farmacéutica
e petroquimica (BERWANGER et al., 2006)

Goma gelana é um polissacarideo anidnico linear com elevada massa molecular,
produzido pela bactéria S. paucimobilis, possui a estrutura de um tetrassacarideo, composto
por 60% de glicose, ligadas em 1,3 por residuos do acido glicurdnico (20%) e em 1,4 por
residuos de ramnose (20%) (XIAO et al., 2011; WEST; STROHFUS, 1998), tendo uma vasta
aplicacdo em alimentos, na inddstria farmacéutica e outras, devido & sua alta viscosidade,

como agente espessante, estabilizador, emulsionante, de suspensdo e de gelificacdo, e também
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como um substituto de agar nos meios de cultura microbianos. Possui boa estabilidade ao
longo de um intervalo de pH de 2 a 10 (BAJAJ et al., 2006).

Berwanger et al. (2006) avaliaram a producdo de um biopolimero sintetizado por
Sphingomonas capsulata ATCC 14666, utilizando como fonte de carbono o melago bruto e
pré tratado e residuos de proteina texturizada de soja (PTS), testando diferentes concentracoes
(2,66; 4; 6 e 8%), e cujas condicdes de cultivo foram 28 £ 2°C, 208 rpm e 72 h. Obtiveram
melhor produtividade quando usado o melaco pré-tratado 8% (0,290 g.L™*.h™), seguido do
extrato aquoso de residuo de PTS 6% (0,240 g.L™".h™) e melaco bruto 8% (0,190 g.L™*.h™).

2.6 EPSs Produzidos por Pseudomonas oleovorans

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae. Pseudomonas
oleovorans é uma bactéria Gram-negativa, possui formato de bastonetes isolados ou em
cadeia curta, € mével, possuindo um ou mais flagelos, sendo aerdbia facultativa, sendo que
em alguns casos cresce anaerobicamente (LIMA et al., 2010).

Hiliou et al. (2009) avaliaram a producdo de um novo exopolissacarideo
utilizando como fonte de carbono 25 g.L™ de glicerol e como fonte de nitrogénio 3,3 g.L™* de
(NH4),HPO, em biorreator de 10 L, pH 6,75-6,85 e 0,125 vvm de aeracdo, sendo possivel a
obtencdo de 13,3 g.L™ de EPS em 7 dias de cultivo, a partir da linhagem de Pseudomonas
oleovorans NRRL B-14682.

Freitas et al. (2010) estudaram a influéncia da temperatura e pH na producao de
um exopolissacarideo por Pseudomonas oleovorans NRRL B- 14682 em biorreator utilizando
como fonte de carbono o glicerol puro e glicerol residual. Uma maior producdo de EPSs foi
obtida na temperatura de 30°C e pH de 6,8 em 72 h, quando utilizado glicerol residual como
fonte de carbono (12,18 g.L™), ja quando utilizado o glicerol puro esta foi de 11,82 g.L™". O
glicerol residual foi considerado a melhor fonte de carbono, apresentando concentracéo,
produtividade e rendimento maiores do que quando utilizado glicerol puro como fonte de

carbono.
2.7 EPSs Produzidos por Zymomonas mobilis
Zymomonas mobilis ¢ uma bactéria Gram-negativa, apresenta morfologia de

bastonete, na forma isolada, aos pares ou em cadeia, possuindo de 1 a 6 um de comprimento e

de 1 a 4 um de diametro, ndo forma cépsulas e nem esporos, é anaerdbia facultativa e pode
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crescer em baixos valores de pH e em temperaturas de 25 a 30°C (MALVESSI, 2008;
WEBER, 2003), sendo indicada para producdo de levana em larga escala (OLIVEIRA et al.,
2007; HAYASHI, FURUTA; FURUKAWA, 2011).

Quando a glicose ¢é utilizada como fonte de carbono o principal produto formado é
0 etanol, mas quando a sacarose juntamente com a glicose ou frutose sdo utilizadas ocorre a
formagé&o de coprodutos, como a levana e o sorbitol (WEBER, 2003).

A levana € um exopolissacarideo constituido por unidades de frutose, unidas por
ligagdes B-(2,6) (representada na figura 3), sendo sintetizada por varios micro-organismos
durante o cultivo em meio & base de sacarose, extrato de levedura e sais minerais. Este
exopolissacarideo possui diversas aplicagdes tanto na area de alimentos (fixador de cores e
sabores, espessante e estabilizante de varios alimentos) como também na area farmacéutica
(substituto de plasma sanguineo, imunomodulador, anticarcinogénico e hipocolesterolémico)
(ERNANDES; CRUZ, 2011).

Figura 3 - Estrutura quimica da levana
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Fonte: DONOT et al. (2012)

Ernandes; Cruz (2011) realizaram um estudo comparativo da producéo de levana
a partir de Zymomonas mobilis CCT 4494, utilizando meios de cultivo sintético e caldo de
cana-de-acucar. Os resultados obtidos indicaram que o caldo de cana-de-acUcar, utilizado
como meio de cultura alternativo, foi uma matéria prima adequada para o cultivo de
Zymomonas mobilis CCT 4494, pois a sua composi¢do possibilitou a obtencdo de
rendimentos de levana superiores ou semelhantes (43; 63,3 e 82,6 g.L™, utilizando 100, 150 e
200 g.L™* de sacarose, respectivamente) as concentracées do meio sintético (26,1; 42,4 e 85,4

g.L™, utilizando 100; 150 e 200 g.L™ de sacarose, respectivamente).
2.8 Propriedades Reoldgicas dos EPSs Bacterianos

A palavra reologia foi primeiramente utilizada por Eugene C. Bingham, em 1928,

ao definir que “tudo escoa” (STEFFE, 1996). Em todos os testes reoldgicos, a operagdo
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fundamental é a aplicacdo de uma forca no material investigado e a medida da deformacéo ou,
equivalentemente, é aplicada uma deformac&o e medida sua resisténcia (DIAZ, 2008).

Quando um sdlido ideal é submetido a uma tensdo, causando uma deformacéo
temporéria, sua forma é restaurada de maneira natural e a energia dissipada é recuperada
independente do tempo. JA& em um fluido perfeitamente viscoso, a energia ndo é
reestabelecida, sendo dissipada conforme a deformagdo do material. Devido a estas
propriedades, em um material viscoelastico, uma parcela de energia pode ser parcialmente
recuperada, enquanto outra parte podera ser dissipada (NAVARRO, 1997).

Para avaliar a qualidade dos biopolimeros, entre as analises reoldgicas, as mais
utilizadas sdo as analises de viscosidade e viscoelasticidade (DIAZ, 2008). Solucdes de
biopolimeros bacterianos com caracteristicas industriais mais relevantes geralmente
apresentam propriedades pseudoplasticas, viscoelasticas e tensdo residual elevada, podendo
formar solucGes viscosas e géis em meio aquoso, mesmo em baixas concentracdes, sendo a
determinacdo da viscosidade aparente o critério mais usual para medir sua viabilidade e
aplicacao (DIAZ, 2002).

Se um polimero possui mesma composi¢cdo quimica e massa molecular, a
viscosidade do polimero ramificado é menor que a de um linear, pois as ramificacfes reduzem
0 grau de enrolamento da cadeia linear. A queda da viscosidade ocorre quando 0s ramos nao
ultrapassam um dado comprimento, o que estd relacionado com a alteracdo no movimento
cooperativo dos segmentos da cadeia. Se ocorrer que 0s ramos da cadeia sejam longos, com
comprimento maior que o critico da cadeia, ou quando a estrutura da cadeia possibilita que
seus elementos se transformem em enrolamentos, a viscosidade ird aumentar (NAVARRO,
1997).

As propriedades reoldgicas dos biopolimeros sdo importantes quando sdo usadas
nas formulag6es de alimentos, sendo que na maioria dos biopolimeros ocorre uma diminuicao
da viscosidade com o aumento da temperatura, sendo a goma xantana uma excecéao entre 0 e
100°C (MESOMO, 2007).

Mesomo et al. (2009) produziram goma xantana através da bactéria Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230, utilizando como fonte de carbono o soro de
leite. Ao determinar a viscosidade deste biopolimero em uma concentragdo de 3% a 25°C de
4-264 s*, obtiveram uma viscosidade de 1831,34 cP. Quando utilizaram 1 g.L™* de CaCl, e
46,8 g.L™ da goma (25°C), encontraram uma viscosidade de 1704,53 cP.

Reis et al. (2010) compararam a viscosidade aparente de biopolimeros produzidos

por Xanthomonas sp C1 e C9 em meios contendo sacarose, glicerol proveniente do biodiesel e
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uma mistura de ambos (proporcdo 1:1) como fonte de carbono, utilizando solugfes aquosas
3% a 25°C e 0,257 s, Os valores de viscosidade aparente nos meios contendo sacarose,
sacarose:glicerol (1:1) e glicerol foram de 941, 142 e 140 cP, respectivamente, quando
utilizada Xanthomonas sp C1 para producdo da goma. Quando utilizada Xanthomonas sp C9,
um maior valor foi encontrado ao utilizar o meio composto pela mistura de sacarose com
glicerol (aproximadamente 185 cP) do que em meio contendo sacarose (aproximadamente 40

g.L™) nas mesmas condicdes anteriores.

2.9 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Conforme Bernal et al. (2002), a analise térmica foi definida por Mackenzie como
sendo um grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou seus
produtos de reacdo € medida, enquanto a amostra € submetida a uma programacdo de
temperatura. Dentre as técnicas termoanaliticas mais utilizadas encontram-se a Analise
Térmica Diferencial (DTA - do inglés Differential Thermal Analysis), na qual se acompanha a
variagdo de temperatura da amostra em relagdo a um material inerte de referéncia, e a
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC - do inglés Differential Scanning Calorimetry),
na qual se acompanha a variacao da energia entre a amostra e a referéncia.

Através do DSC é possivel verificar as alteragdes fisicas ou quimicas da amostra
associadas com o calor, tais como transic0es de fase (fusdo, ebulicdo, sublimagéo,
congelamento, inversdes de estrutura cristalina) ou reacdes de desidratacdo, dissociagéo,
decomposicdo, Oxido-reducdo, entre outras, capazes de causar variagdes de calor. De modo
geral, transicOes de fase, desidratacdes, reducdes e reacdes de decomposicdo produzem efeitos
endotérmicos. Ja cristalizaces, oxidacOes e algumas reacdes de decomposicdo produzem
efeitos exotérmicos. Esta técnica ainda permite o estudo de transi¢fes que envolvem variacdes
de entropia (transicdes de segunda ordem), onde as mais comuns sdo as transi¢des vitreas que

alguns polimeros podem sofrer (FARIA, 2009).
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APROVEITAMENTO DO GLICEROL RESIDUAL NA PRODUCAO DE
EXOPOLISSACARIDEOS BACTERIANOS

RESUMO

As crescentes emissdes de dioxido de carbono vém alterando o clima do planeta, o que tem
atraido pesquisas por buscas de fontes alternativas, que venham a substituir os combustiveis
fosseis. Neste contexto, 0os biocombustiveis, como por exemplo o biodiesel, constituem uma
alternativa para minimizar este problema. Por ser de origem vegetal, contribui para o ciclo do
carbono na atmosfera, sendo por isso considerado uma energia renovavel. Apos a conversao
do biodiesel, cerca de 10% dessa matéria prima € transformada em glicerol, principal
subproduto da reacdo. A fim de aproveitar este coproduto de baixo valor e grande
disponibilidade, o objetivo do trabalho foi utilizar o glicerol residual (GR) gerado na
producdo do biodiesel como fonte de carbono para a producdo de exopolissacarideos
bacterianos, comparando com a sacarose (S) e com uma mistura de ambos na proporgéo de
1:1 m/m (SGR). Foram utilizadas linhagens de bactérias mencionadas na literatura como
produtoras de EPSs de importancia comercial, sendo elas: Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae IBSBF 1230, Pseudomonas oleovarans NRRL B-14683, Sphingomonas
capsulata NRRL B-4261 e Zymomonas mobilis NRRL B-4286. Os cultivos foram realizados
em meio apropriado para cada micro-organismo e formulados com as diferentes fontes de
carbono. Os meios foram inoculados com suspensdo da bactéria em estudo, avaliando-se
parametros relativos ao crescimento celular e a producdo de EPSs. Para X. campestris a
concentragdo de EPSs, em torno de 4 g.L™, foi encontrada para as trés diferentes fontes de
carbono testadas. Para a bactéria P. oleovorans, apenas o meio composto por S (0,8 g.L™?)
diferiu dos demais meios, sendo encontrado resultados maiores com o glicerol residual e a
mistura de ambos. A bactéria S. capsulata apresentou uma maior concentracdo em meio
contendo somente S e a mistura SGR, ficando em torno de 3,4 g.L™, sendo que em meio
contendo GR este valor caiu para 1,7 g.L™. Ja a bactéria Z. mobilis apresentou um melhor
resultado em meio contendo SGR (1,3 g.L™), sendo que em meio contendo S e GR, estes
valores foram inferiores, alcancando 0,2 e 0,7 g.L™, respectivamente. A maior produtividade
foi encontrada para a bactéria X. campestris utilizando o glicerol residual, ndo diferindo
significativamente (p>0,05) da sacarose como fonte de carbono. Quase todas as bactérias
atingiram a fase estacionaria em 24 h de cultivo e o pH permaneceu praticamente constante,
sendo verificada uma queda mais acentuada somente para a bactéria Z. mobilis. Os resultados
demonstram que é possivel utilizar o glicerol residual na producéo de EPSs bacterianos.

Palavras-chaves: Xanthomonas, Pseudomonas, Sphingomonas, Zymomonas, glicerol residual,
biopolimeros.
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1. INTRODUCAO

O petroleo é a principal fonte de energia no mundo, mas por se tratar de um
combustivel de origem fossil, e com expectativa de diminui¢do das suas reservas no futuro
proximo, pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de desenvolver fontes de energia
renovaveis (SILVA, MACK; CONTIERO, 2009).

Os biocombustiveis podem ser definidos como combustiveis produzidos a partir
de biomassas agricolas, portanto renovaveis, pois reduzem a emissao de gases de efeito estufa
em funcgdo da absor¢do do gas carbonico atmosférico que ocorre na producdo da biomassa.
Para motores do tipo diesel tem sido mundialmente proposto o uso do biodiesel, constituido
por uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos obtida a partir de matérias primas ricas em
acidos graxos, caso dos 6leos vegetais e das gorduras animais (BONOMI, POCO; TRIELLI
2006), gerando cerca de 10% de glicerol (ABAD; TURON, 2012). A industria do biodiesel
considera o glicerol residual gerado na producéo do biodiesel como uma commodity de baixo
valor (AMARAL et al., 2009).

Por outro lado, um alto potencial de aplicacdo nos mais diversos segmentos
industriais tem surgido para biopolimeros microbianos, também chamados de
exopolissacarideos (EPSs), os quais sdo excretados pelas células, sendo produzidos por
diferentes bactérias e usados em produtos alimenticios, farmacéuticos, quimicos, entre outros
(LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009; FREITAS, ALVES; REIS, 2011; PRASANNA et al.,
2012). Os acUcares constituem as fontes de carbono mais comumente utilizadas para a
producdo de EPSs bacterianos. No entanto, substratos de custos inferiores, tais como residuos
industriais, tém demonstrado ser adequados para a producdo desses EPSs (FREITAS,
ALVES; REIS, 2011). Sendo assim, torna-se importante investigar o uso do glicerol residual
como fonte de carbono em cultivos para producdo de EPSs, de forma a permitir o
aproveitamento do excedente do glicerol gerado na producdo do biodiesel, contribuindo assim
para o desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva do biodiesel, além de diminuir custos
do processo por aproveitar um coproduto de baixo custo e grande disponibilidade.

O presente trabalho propde verificar a possibilidade de substituir total ou
parcialmente a sacarose utilizada na producdo de diferentes EPSs bacterianos, avaliando

alguns parametros do crescimento celular e producao de EPSs em diferentes meios de cultivo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material
2.1.1 Micro-organismos

Foram utilizadas linhagens de bactérias mencionadas na literatura como
produtoras de EPSs de importancia comercial.

A bactéria Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230 foi
obtida da Colecéo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico (IBSBF) — Campinas —
SP, Brasil.

As demais bactérias, Pseudomonas oleovorans NRRL B-14683, Sphingomonas
capsulata NRRL B-4261 e Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-4286, foram
obtidas da ARS Culture Collection, Bacterial Foodborne Pathogens and Mycology Research

Unit — National Center for Agricultural Utilization Research — Peoria, Estados Unidos.

2.1.2 Glicerol Residual

O glicerol residual proveniente da obtencdo de biodiesel a partir do éleo de soja
por via metanolica foi fornecido pela empresa BS Bios Industria e Comércio de Biodiesel Sul
Brasil S/A (Passo Fundo - RS). O glicerol residual continha 81,92% (m/m) de pureza, de
acordo com laudo fornecido pela prépria empresa, sendo que a quantidade adicionada nos
meios levou em conta sua composicdo, a fim de resultar na concentracdo desejada do

substrato (glicerol) nos meios de cultivo.

2.2 Métodos

2.2.1 Re-hidratacao das culturas liofilizadas

As culturas acondicionadas em ampolas de vidro foram rompidas em condi¢Ges
assépticas, conforme ilustrado na figura 1. Na ampola que continha a bactéria Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230 foram adicionadas 5 gotas do Caldo Nutriente,
contendo (g.L™): 5 peptona; 5 NaCl; 1,5 extrato de carne; 1,5 extrato de levedura, sendo apds

incubada em estufa (Quimis Q-316 M2, Brasil) a 28°C durante 60 min. Transcorrido esse
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tempo, as suspensdes foram transferidas para placas de Petri contendo meio Agar Nutriente e
novamente incubadas a 28°C por 48 h (IBSBF, 2013).

Para as bactérias Pseudomonas oleovorans NRRL B-14683 e Sphingomonas
capsulata NRRL B-4261 foi realizado o mesmo procedimento, sendo utilizado o meio TGY
(Tryptone Glucose Yeast Agar), contendo (g.L™): 5 triptona; 5 extrato de levedura; 1 glicose;
1 KyHPOy; 10 &gar. Ja para a bactéria Zymomonas mobilis NRRL B-4286 o meio utilizado
para a reativacéo foi o YP, contendo (g.L™): 20 peptona; 10 extrato de levedura; 20 glicose;

20 agar.

Figura 1 — Ampola sendo rompida

2.2.2 Manutencéo das culturas microbianas

A partir das culturas re-hidratadas foram realizados repiques sucessivos, sendo
utilizado para Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 1230 o meio YM (Yeast Malt),
composto por (g.L™): 3 extrato de levedura; 3 extrato de malte; 5 peptona; 20 glicose; 10 gar;
pH 7,2 (MESOMO, 2007). Para as bactérias Pseudomonas oleovorans NRRL B-14683 e
Sphingomonas capsulata NRRL B-4261 foi utilizado o meio contendo (g.L™): 20 glicose; 5
peptona; 3 extrato de levedura; 5 cloreto de sodio; 20 agar; agua destilada g.s.p.; pH 6,8-7,0
(BAJAJ et al., 2006). Ja para a bactéria Zymomonas mobilis NRRL B-4286 o meio utilizado
continha (g.L™%): 20 sacarose; 2,5 extrato de levedura; 1 KH,POs 1 (NH4),SO. 0,5
MgSO,.(7H,0); 20 agar (OLIVEIRA et al., 2007).

Para o crescimento celular, todas as bactérias foram vertidas em placas de petri e
incubadas em estufa (Quimis Q-316 M2, Brasil) com temperatura controlada (28°C) por 48 h.

As cepas foram mantidas refrigeradas, sendo realizados repiques mensais.
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2.2.3 Coloracdo de Gram

A coloracdo de Gram foi realizada para todas as bactérias a fim de verificar as
caracteristicas das col6nias dos micro-organismos, caracteriza-las visualmente, diferencia-las
em Gram-positivas e Gram-negativas, bem como avaliar se as mesmas ndo apresentavam

contaminag&o ao fim do processo.

2.2.4 Preparo do inéculo e contagem das células viaveis

Inicialmente, a curva de crescimento microbiano, expressa como DO em funcao
do tempo, foi obtida a partir de ensaios em triplicata de preparo de indculo, a fim de verificar
0 tempo para atingir a fase de crescimento exponencial das bactérias mencionadas, bem como
fixar uma faixa de DO a 560 nm para cada bactéria em estudo, a fim de padronizar o preparo
de indculo. Este procedimento foi realizado por que ndo havia informacdes prévias quanto ao
crescimento destes micro-organismos.

O indculo foi preparado partindo de um tubo contendo a cultura microbiana
reativada, sendo raspada com 10 mL de &gua peptonada 0,1 %, a fim de resultar em uma
suspensdo de células. Esta foi transferida para 90 mL de meio apropriado contido em frasco
Erlenmeyer de 500 mL (figura 2). Os frascos foram mantidos em incubadora refrigerada com
agitacdo orbital (Tecnal TE - 424, Brasil) a 28°C e 150 rpm, até atingir a densidade otica

(DOssonm) estabelecida para cada bactéria.

Figura 2 - Preparo do in6culo
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No momento em que a DO foi atingida, o indculo correspondente a 10% do
volume final foi transferido para o cultivo. Ao mesmo tempo um aliquota foi submetida a
diluicbes decimais em série, transferindo-se 1 mL do in6culo para 9 mL de dgua peptonada
(0,1%), até a diluicdo 107, transferindo-se 1 mL da amostra diluida para placas contendo meio
solido apropriado para cada micro-organismo. As colénias foram contadas apds 48 h de
incubacdo em estufa (Quimis Q-316 M2, Brasil) a 28°C, nas placas que possuiam de 25 a 250
colbnias, sendo as diluigdes realizadas em duplicata e os resultados expressos em Unidades
Formadoras de Colbnias por mL de meio (UFC.mL™Y) (LUVIELMO, VENDRUSCOLO:;
SCAMPARINI, 2007).

2.2.5 Cultivos em frascos agitados

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL (ilustrado na
figura 3). A suspensdo microbiana (com DO a 560 nm estabelecida), correspondente a 10 %
do volume total (10 mL) foi transferida para 90 mL de meio de cultivo, a fim de totalizar 100
mL de meio. Os frascos foram mantidos em incubadora refrigerada com agitacdo orbital
(Tecnal TE-424, Brasil), na temperatura de 28°C e 200 rpm de agitag&o.

Nesta etapa foram utilizados meios de producdo especificos para cada micro-
organismo, com ajuste inicial do pH, conforme descrito na tabela 1. Como fontes de carbono
foram testadas a sacarose (S), o glicerol residual (GR), considerando sua composi¢do a fim de
resultar na concentracdo desejada do substrato, e uma mistura de ambos na proporcao de 1:1
m/m, totalizando a concentra¢do indicada (SGR), como sugerido por Reis et al. (2010), ja que
a sacarose é a fonte de carbono usual na producdo dos EPSs estudados.

Para a avaliacdo do crescimento celular, foram retiradas amostras (10 mL) nos
tempos de 0, 24 e 48 h, para determinacdes analiticas no sobrenadante (pH) e sedimento
(biomassa), conforme métodos descritos nos itens 2.3.1 e 2.3.2.

Para determinacdo dos EPSs, os cultivos foram conduzidos por 48 h, sendo que
todo o contetido dos frascos (100 mL) foi centrifugado em centrifuga refrigerada (Cientec CT-
5000R, Brasil), conforme descrito no item 2.3.3. Tal procedimento foi adotado pelo fato da

determinacéo de EPSs exigir uma aliquota maior, ja que 0 método é gravimetrico.



25

Figura 3 - Cultivo em frascos agitados

Tabela 1 - Composicao dos meios de producao de EPSs.

Micro-organismo Composicéo do meio (g.L™)* Referéncia
Xanthomonas 50 fonte de carbono; 2,5 NH4H,POy; 5,0 REIS et al.
campestris K2HPOy; 0,006 H3BO3; 2 (NH4).SO4; 0,0024 (2010)
FeCls; 0,002 CaCl,.2H,0; 0,002 ZnSOy; pH 7,0.

Pseudomonas 25 fonte de carbono; 3,3 (NH4),HPOy; 5,8 FREITAS et al.
oleovorans KoHPOy; 3,7 KH,PO4; 10 mL de solugdo de (2010)

MgSQO, 100 mM; 1 mL de solucdo de
micronutrientes.**; pH 7,0.

Sphingomonas 20 fonte de carbono; 10 Na;HPOy; 1 K;SOy; 1 BAJAJ et al.
capsulata NaCl; 0,15 (NH,4),SOq4; 0,2 MgS0,4.7H,0; 0,01 (2006)
CaCl;,.2H,0; 0,001 FeSO,4.7H,0; 0,5 extrato de
levedura; pH 6,8-7,0.

20 fonte de carbono; 2,5 extrato de levedura; 1

KH>PO4: 1 (NHg),SOs : 0.5 MgS0,.7H,0: pH O VEIRAetal.
7.0. (2007)

* Como fontes de carbono foram usadas sacarose, glicerina residual e a mistura de ambos na

mesma propor¢do massica (1:1), resultando na concentracéo indicada.

**Solugdo de micronutrientes (em g.L™ de HCI 1N): 2,78 FeSO,.7H,0; 1,98 MnCl,.4H,0; 2,81

C0S0,.7H,0; 1,67 CaCl,.2H,0; 0,17 CuCl,.2H,0; 0,29 ZnSO,.7H,0.

Zymomonas
mobilis

Todos os cultivos foram realizados em triplicata. Os resultados foram analisados
por analise de variancia e teste de Tukey (MONTGOMERY, 2004), a fim de verificar a
existéncia de diferencas significativas entre os meios estudados para um mesmo micro-

organismo, a 95% de confianga (p < 0,05).
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2.3 Métodos analiticos
2.3.1 Determinagéo do pH

O pH do sobrenadante foi medido diretamente em medidor de pH (Marte MB-10,
Brasil) previamente calibrado, de acordo com AOAC (2000).

2.3.2 Determinacdo da biomassa

O crescimento celular foi monitorado por medida da absorvancia a 560 nm, em
espectrofotdmetro visivel (Biospectro SP-22, China), baseado no procedimento descrito por
Prieto et al. (2008). A concentracdo de biomassa foi expressa em peso seco (g.L™), obtido a
partir de uma curva de calibracdo previamente determinada para cada micro-organismo.

A partir das curvas de concentracdo celular foi Xms (9.L™) correspondente a

biomassa maxima atingida;
2.3.3 Determinacéo da concentracdo de EPSs e produtividade

A recuperacdo dos EPSs do meio de cultivo foi realizada através da centrifugacédo
(Cientec CT-5000R, Brasil) do meio a 3400 x g por 30 min a 4°C, para remocao de células,
seguido de precipitacdo do EPS pela adicéo de etanol 96,4 °GL (1:4 v/v), repouso por 24 h a
4°C, sendo novamente centrifugado por 30 min, sob refrigeracdo (4°C). A concentracdo dos
EPSs foi determinada por gravimetria, secando em estufa com circulacdo forcada de ar
(Quimis, Q314M242, Brasil) a 50°C até peso constante, relacionando ao volume de amostra
(MESOMO, 2007).

A partir da concentragdo de EPSs foi obtida a produtividade dos mesmos (g.L™%.h"

1, conforme equagdo 2, onde:

Prod = —ETS- (1)

Sendo [EPS] correspondente a concentracdo do EPS no respectivo tempo de

cultivo t.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Coloragédo de Gram

Na figura 4, encontram-se a coloracdo de Gram das seguintes bactérias:
Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230, Pseudomonas oleovorans
NRRL B-14683, Sphingomonas capsulata NRRL B-4261 e Zymomonas mobilis NRRL B-
4286.

Figura 4 - Coloracdo de Gram das bactérias: (a) X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF
1230, (b) P. oleovorans NRRL B-14683, (c) S. capsulata NRRL B-4261 e (d) Z. mobilis
NRRL B-4286

De acordo com a coloracdo de Gram pode-se visualizar que todas as bactérias
apresentam-se como Gram-negativas, pois possuem coloragao rosa.

A bactéria X. campestris possui formato de bastonetes, o0 que esta de acordo com o
descrito por Mesomo et al. (2007) e Garcia-Ochoa et al. (2000). A bactéria P. oleovorans
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mostrou a mesma morfologia, estando de acordo com Lima et al. (2010). Também a mesma
morfologia de bastonete foi observada na bactéria Z. mobilis, estando de acordo com o
descrito por Malvessi (2008) e Weber (2003). Segundo Berwanger (2005), bactérias do
género Sphingomonas apresentam formato de bastonetes ou cocos e, de acordo com o

visualizado na coloracdo, a bactéria S. capsulata apresentou morfologia de bastonetes.

3.2 Avaliacéo dos inéculos

3.2.1 Curvas do crescimento celular

As curvas de crescimento microbiano durante o preparo do inoculo foram
determinadas por medida da DO a 560 nm, a fim de obter informacOes sobre a fase
exponencial das bactérias (figura 5).

A partir das curvas observou-se crescimento acelerado nas primeiras 12 h de
incubacdo para as bactérias X. campestris, P. oleovorans e S. capsulata, podendo-se afirmar
que neste periodo encontram-se na fase exponencial de crescimento, havendo uma
desaceleracdo do crescimento ap6s as 12 h de cultivo. Entretanto, P. oleovorans apresentou
um crescimento mais acentuado, atingindo DO bastante superior as demais bactérias, e com
uma desaceleragdo do crescimento celular menos acentuada. Por outro lado, para a bactéria Z.
mobilis foi observado um crescimento mais lento, atingindo valores de DO mais préximos as
das demais bactérias somente ap06s 24 h de incubacdo. De acordo com esses resultados fixou-
se uma DO de 1,9 a 2,1 a fim de padronizar o in6culo e utilizar células na fase exponencial de
crescimento.

Figura 5 - Crescimento celular das bactérias (e) X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF
1230, (m) P. oleovorans NRRL B-14683, (¢) S. capsulata NRRL B-4261 e (A) Z. mobilis
NRRL B-4286 em func¢do do tempo.

DO (560 nm)

0 12 24 36 48
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3.2.2 Contagem de células viaveis

A contagem das células viaveis foi realizada a fim de verificar as Unidades

Formadoras de Coldnias por mL de meio no inéculo.

Tabela 2 — Contagem de células nos inoculos das diferentes bactérias ao atingir a DOsgonm

recomendada.
Micro-organismo UFC.mL"
X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230 4,60.10°
P. oleovorans NRRL B-14683 1,77.10°
S. capsulata NRRL B-4261 2,50.10°
Z. mobilis NRRL B-4286 2,74.10°

De acordo com a tabela 2, a bactéria Z. mobilis foi a que apresentou uma menor
contagem no indculo, sendo que para as outras bactérias a concentracéo foi na ordem de 10°
UFC.mL™, estando de acordo com Pan, Moreira; Vendruscolo (2000), que ao avaliar o efeito
da concentragdo inicial do indculo da bactéria Xanthomonas campestris pv pruni cepa 6,
concluiram que com uma concentracio de 2,6.10° UFC.mL™ a concentragdo da goma xantana
aumentou em relacdo a concentracdes iniciais de células menores, ndo diferindo
significativamente de concentracbes mais elevadas, além de apresentar uma maior
viscosidade. O namero de células iniciais tem influéncia sobre a producdo e qualidade do
biopolimero, sendo que os cultivos com concentracfes iniciais elevadas apresentam maior

producdo, viscosidade aparente e estabilidade celular.

3.2.3 Producéo de biomassa utilizando diferentes fontes de carbono

As figuras 6 (a), 6 (b), 6 (c) e 6 (d) apresentam o0 acompanhamento da biomassa e
pH observados nos cultivos das bactérias X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230,
P. oleovorans NRRL B-14683, S. capsulata NRRL B-4261 e Z. mobilis NRRL B-4286,
respectivamente, para as diferentes fontes de carbono testadas.
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Figura 6 — Biomassa (linha continua) e pH (linha tracejada) das bactérias X. campestris
IBSBF 1230 (a), P. oleovorans NRRL B-14683 (b), S. capsulata NRRL B-4261 (c), Z.
mobilis NRRL B-4286 (d) em meio contendo (e) sacarose, (m) sacarose e glicerol residual
(proporgéo de 1:1) e (¢) glicerol residual
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Ao analisar a biomassa, verificou-se que para as bactérias S. capsulata e Z.

mobilis a fase estacionaria foi atingida a partir de 24 h de cultivo nos diferentes meios
estudados. Para as bactérias X. campestris e P. oleovorans a fase estacionaria ndo foi tdo
acentuada, havendo ainda um decréscimo na concentracdo de biomassa quando utilizado o
glicerol residual para o cultivo da bactéria X. campestris.

Quando analisado o pH, para a bactéria P. oleovorans pode-se perceber que, em
meio contendo S o comportamento do pH diferiu dos demais meios em estudo, sendo 6,55. Ja
em meio com GR e SGR o pH caiu para 5,51 e 5,56, respectivamente, em 48 h de cultivo,
sendo que a biomassa nestes dois meios foi superior. Para a bactéria Z. mobilis houve uma
queda no pH, em relacdo as demais bactérias, chegando a 4,15 e 4,46 usando S e SGR,
respectivamente, e 5,35 quando utilizado apenas GR, podendo-se observar o mesmo

comportamento da bactéria P. oleovorans, ou seja, acidificagdo do meio acompanhada de

Hd
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aumento da biomassa, sendo a queda do pH provavelmente ocasionada pela producdo de
algum &cido. No entanto, para as demais bactérias a queda no pH foi menos acentuada.
A tabela 3 apresenta os resultados relativos a biomassa maxima para as bactérias

em estudo.

Tabela 3 — Biomassa maxima das bactérias X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF
1230, P. oleovorans NRRL B-14683, S. capsulata NRRL B-4261 e Z. mobilis NRRL B-4286
nos para diferentes fontes de carbono*

Fonte de X. ca}mpest_ris_pv P. oleovorans S. capsulata Z. mobilis
carbono mangiferaeindicae  NRRL B-14683 NRRL B-4261  NRRL B-4286
IBSBF 1230
S 0,124 + 0,007 ° 4,855+0,071° 0,972+0,006% 0,769 + 0,005 ?
SGR 0,141 + 0,008 2 4,896 +0,086° 0,977 +£0,003% 0,689 +0,003°
GR 0,133+0,002%°  5299+0,069% 0,963+0,024% 0,212+0,014°

*Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre as fontes de carbono para um mesmo micro-
organismo (p<0,05).

A bactéria X. campestris apresentou o maior valor de biomassa maxima utilizando
SGR (0,141 g.L™") em 48 h de cultivo, ndo diferindo de quando utilizado o GR (0,133 g.L™)
como fonte de carbono em 24 h de cultivo, o qual ndo diferiu de quando utilizado a S (0,124
g.L™), sendo este valor alcancado em 48 h.

Com a bactéria P. oleovorans obteve-se uma maior biomassa em relacdo as
demais bactérias em estudo, alcancando em 48 h de cultivo uma concentragéo de 5,299 g.L™
em meio contendo GR como Unica fonte de carbono, diferindo significativamente (p<0,05)
quando utilizado a S (4,855 g.L ™) e SGR (4,896 g.L™).

Para a bactéria S. capsulata, a concentracdo de biomassa ndo diferiu
significativamente entre as diferentes fontes de carbono, pois os valores maximos encontrados
foram muito préximos, em torno de 1 g.L™, e alcancados em 24 h de cultivo em S e SGR, e
em 48 h de cultivo com GR.

A bactéria Z. mobilis alcancou uma maxima concentracdo celular com S (cerca de
0,8 g.L %), sequido de SGR (cerca de 0,7 g.L™), em 48 h de cultivo, sendo que utilizando 0 GR
como fonte de carbono a biomassa maxima foi de 0,212 g.L™, em 24 h de cultivo, portanto

diferindo entre si (p<0,05).



32

3.3 Producéo de EPSs utilizando diferentes fontes de carbono

A producéo dos EPSs, bem como a biomassa, foi determinada em 48 h de cultivo,
apos todo o meio ser centrifugado. Cabe salientar que, pelo fato de que a precipitacao foi feita
com adicdo de etanol (conforme descrito no item 2.3.3) para todos 0s ensaios, sem posterior
purificacdo, algum outro material extracelular pode ter precipitado conjuntamente. Portanto,
os valores de EPSs apresentados correspondem ao material extracelular precipitavel por
etanol, conforme descrito por Staudt; Wolfe, Shrout (2012).

A figura 7 (a) apresenta os resultados referentes a producdo de EPSs e 7 (b)

biomassa pela bactéria X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230 em 48 h de cultivo.

Figura 7 — EPSs (a) e biomassa (b) produzidos por X. campestris pv. mangiferaeindicae
IBSBF 1230 em 48 h de cultivo utilizando diferentes fontes de carbono*

6,0 022
5,5 @) 020
50 @b)
' NN NN 018
45| @ ] .
RN, ..r\: ® ‘:‘:‘:‘:‘:‘:‘i 016
40| NNNNNNND P ) NANNNND
It D T Tt G T G Qe Qb O
—35 L A A A e A AL IS -
g g gt N R R T ST T T
- AT I T T T 012
30| sy NN, N
T RN o o o R o g g
P A R, 010
PR o i i T T o N G R R . g g R R R B
20 [ RSN RSN DR,
3, | N NN A 008
92,0 T b g R Rt . g R R T IR e
e A A I A A AT A A A R A A A
; AN AN ANNNDY  RAANNNNNA | Soos
T A A A R A A A A A A A AT
I T T T o o o o o R o o o o o
P A DA A |8
10| EANNANND  WANNAMNND  NANNNNNDY | 2o
' b e e g b e e e e e P P e e g g 2
AT R i
05| MANNNNNT  NNNNNNNT NN 002
L G Rt T T T T R
PR A e A A B e e A A A A e e e e e e 000
S SGR GR
(a)
*Letras diferentes indicam que hé diferenca significativa entre as fontes de carbono para uma mesma resposta
(p<0,05).

De acordo com a figura 7 (a) pode-se observar que foi encontrada uma producao
de EPS de 4,98 g.L!, quando GR foi utilizado como fonte de carbono, ndo diferindo
significativamente do EPS produzido com S (4,55 g.L™). Ainda, o meio contendo somente S
ndo diferiu significativamente do meio contendo SGR (4,07 g.L™). A maior concentracio de
biomassa (7 b) foi encontrada com SGR (0,19 g.L™), diferindo significativamente (p<0,05)
das demais fontes de carbono.

Reis et al. (2010) avaliaram a capacidade das bactérias Xanthomonas sp C1 e C9
de produzirem um biopolimero em meio contendo as mesmas fontes de carbono utilizadas

nesse trabalho (S, SGR e GR), encontrando resultados inferiores ao presente trabalho. Os
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autores observaram que o uso da sacarose e da mistura de sacarose e glicerol residual ndo
representou diferencas significativas, sendo em torno de 0,33 g.L™ para S. J& para 0 meio
composto somente por GR a concentracdo da goma foi de 0,157 e 0,186 g.L™* para C1 e C9,
respectivamente, diferindo das demais fontes de carbono.

Moreira et al. (2001) avaliaram a producdo da goma xantana por 18 cepas da
bactéria X. campestris pv pruni, utilizando a sacarose como fonte de carbono, sendo o0s
cultivos realizados a 28°C e 200 rpm de agitacdo, obtendo-se concentracdes da goma variando
de 2,3 até 8,3 g.L ™" ap6s 72 h de cultivo.

As figuras 8 (a) e 8 (b) apresentam, respectivamente, os resultados referentes a
producdo de EPSs e biomassa pela bactéria P. oleovorans NRRL B-14683, em 48 h de

cultivo.

Figura 8- EPSs (a) e biomassa (b) produzidos por P. oleovorans NRRL B-14683 em 48 h de
cultivo utilizando diferentes fontes de carbono*
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*Letras diferentes indicam que ha diferenga significativa entre as fontes de carbono para uma mesma resposta
(p<0,05).

Através da figura 8 (a) pode-se perceber que foi encontrada uma maior
concentracdo de EPSs com SGR (4,11 gL e GR (3,99 g.L™%), ndo diferindo
significativamente entre si. A concentracdo de EPSs em meio com sacarose foi bastante
inferior, diferindo significativamente das demais. Ja a concentragdo de biomassa (figura 8 b)
foi maior em meio com GR (4,30 g.L ™), diferindo significativamente dos demais meios, mas
a diferenca foi pequena.

Hiliou et al. (2009), utilizando a mesma cepa e utilizando como fonte de carbono
25 g.L™ de glicerol e como fonte de nitrogénio 3,3 g.L™* de (NH.,),HPO, com pH 6,75-6,85 e
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aeracdo de 0,125 vvm, obtiveram 13,3 g.L™ de EPSs em 7 dias de cultivo, utilizando
biorreator de 10 L, onde as condigdes de agitacdo e aeracdo sdo muito mais eficientes.

Freitas et al. (2009) encontraram para a mesma cepa uma concentracao de
biomassa maxima de 7,32 g.L™* em meio contendo glicerol residual em 48 h de cultivo, sendo
utilizado um biorreator alimentado com 200 g.L™ de glicerol e 0,9 g.L™* de NH,".

Freitas et al. (2010), cultivando em biorreator a mesma cepa e glicerol residual
como fonte de carbono, encontraram na temperatura de 25°C uma concentracdo de biomassa
de 4,50 g.L™, sendo a producdo de EPSs de 5,00 g.L™. J4 na temperatura de 30°C a biomassa
e a concentragdo de EPSs aumentaram para 9,55 e 11,92 g.L™, respectivamente.

A figura 9 (a) apresenta os resultados referentes a producéo de EPSs, e a figura 9

(b) a biomassa produzida pela bactéria S. capsulata NRRL B-4261 em 48 h de cultivo.

Figura 9 - EPSs (a) e biomassa (b) produzidos por S. capsulata NRRL B-4261 em 48 h de
cultivo utilizando diferentes fontes de carbono*
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*Letras diferentes indicam que hé diferenca significativa entre as fontes de carbono para uma mesma resposta
(p<0,05).

Ao analisar a figura 9 (a) pode-se perceber que a maior concentra¢do de EPSs foi
encontrada quando utilizada S (3,44 g.L™") e GR (3,51 g.L™") como fonte de carbono, ndo
diferindo entre si, sendo a concentracdo encontrada, quando utilizado o glicerol residual como
fonte de carbono, bastante inferior (1,87 g.L™). As concentracdes de biomassa (figura 8 b)
para as trés fontes de carbono nao diferiram significativamente, ficando em torno de 0,90 g.L"
1

Arockiasamy; Banik (2008) encontraram para a bactéria S. paucimobilis uma
concentracéo de biomassa e EPS de 3,80 e 8,76 g.L™, respectivamente, utilizando como fonte
de carbono 40 g.L™ de sacarose, entretanto utilizando um biorreator com capacidade de 3 L,
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onde os parametros de agitacdo e aeracdo sdo mais eficientes quando comparado ao cultivo
com frascos agitados.

Bajaj et al. (2006) encontraram para a bactéria S. paucimobilis em meio contendo
S como fonte de carbono uma concentracdo de biomassa em torno de 0,25 g.L ™, sendo a
maior concentracdo de biomassa encontrada quando amido soluvel foi utilizado como fonte
de carbono (0,46 g.L™).

A figura 10 (a) apresenta os resultados referentes a producéo de EPSs e a figura
10 (b) os resultados de biomassa obtidos para a bactéria Z. mobilis NRRL B-4286, em 48 h de

cultivo.

Figura 10 - EPSs (a) e biomassa (b) produzidos por Z. mobilis NRRL B-4286 em 48 h de
cultivo utilizando diferentes fontes de carbono*
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*Letras diferentes indicam que ha diferenca signifi(catia/g 5e)ntre as fontes de carbono para uma mesma resposta
p<0,05).

Para a bactéria Z. mobilis pode-se perceber que houve uma maior concentracao de
EPSs (figura 10 a) em meio contendo a mistura SGR (1,42 g.L™), seguido pelo GR (0,77 g.L"
e 5(0,27 g.L™"). A concentracéo de biomassa (10 b) foi maior em meio com S (0,83 g.L™),
seguido por SGR (0,68 g.L ™) e GR (0,22 g.L™).

Oliveira et al. (2007), utilizando 250 g.L™* de sacarose (fonte de carbono), em 24 h
de cultivo, encontraram uma concentracéo de biomassa de 0,85 g.L™, resultado este similar ao
encontrado neste trabalho (0,83 g.L™*) quando S foi usada.

A tabela 4 apresenta os resultados referentes a produtividade de EPSs para as
bactérias X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230, P. oleovorans NRRL B-14683, S.
capsulata NRRL B-4261 e Z. mobilis NRRL B-4286.
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De acordo com a tabela 4, analisando as diferentes bactérias, pode-se perceber que
a maior produtividade foi encontrada para a bactéria X. campestris nos meios contendo GR e
S, sendo que para esta bactéria ndo houve diferenca significativa entre as fontes de carbono

testadas.

Tabela 4 - Produtividade de EPSs para os diferentes micro-organismos cultivados nos meios
contendo S, SGR e GR*

Micro-organismo Produtividade (g.L™".h™)
S SGR GR
X. campestris pv. mangiferaeindicae
IBSBF 1230 0,095 + 0,008 ** 0,085 + 0,003 A 0,104+ 0,007 A
P. oleovorans NRRL B-14683 0,018 + 0,001 ¢ 0,086 + 0,003 ** 0,083 + 0,004 *B
S. capsulata NRRL B-4261 0,072 +0,004%8  0,073+0,003%® 0,039 + 0,004 *°
Z. mobilis NRRL B-4286 0,005 + 0,000 °® 0,029 + 0,003 *¢ 0,016 + 0,002 *P

*Letras minGsculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa entre as fontes de carbono
para um mesmo micro-organismo (p<0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam que ha
diferenca significativa entre os micro-organismos para uma mesma fonte de carbono (p<0,05).

Para a bactéria P. oleovorans foi encontrada uma maior produtividade quando
SGR e GR foram utilizados como fonte de carbono, ndo diferindo significativamente entre si.
Com S. capsulata foi encontrada uma maior produtividade quando SGR e S foram utilizadas
como fonte de carbono, néo diferindo significativamente entre si.

Ja a Z. mobilis foi a bactéria que apresentou uma menor produtividade em relacéo
as demais, sendo sua maior produtividade encontrada quando a mistura SGR foi utilizada
como fonte de carbono, diferindo significativamente das outras fontes de carbono.

Berwanger et al. (2006) avaliaram a capacidade da bactéria Sphingomonas
capsulata ATCC 14666 em produzir um biopolimero, utilizando como fonte de carbono o
melaco bruto e pré-tratado e residuos de proteina texturizada de soja (PTS), testando
diferentes concentracbes (2,66; 4; 6 e 8%), e cujas condi¢des de cultivo foram 28 + 2°C, 208
rpm e 72 h. O melhor valor de produtividade foi encontrado para o melago pré-tratado 8%
(0,290 g.L™.h™), sequido do extrato aquoso de residuo de PTS 6 % (0,240 g.L>.h™) e melaco
bruto 8 % (0,190 g.L™.h™), resultados esses superiores aos encontrados no presente trabalho.

Freitas et al. (2010) avaliaram a produtividade da bactéria P. oleovorans,
utilizando o glicerol residual como fonte de carbono e encontraram na temperatura de 25°C
uma produtividade de 0,0341 g.L ™ .h™ e, na temperatura de 30 °C, uma produtividade de 0,083
g.Lmh?, sendo este Gltimo o mesmo valor encontrado no presente trabalho, com uma

temperatura de 28°C.
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Como a maior produtividade foi encontrada para a bactéria X. campestris pv.
mangiferaeindicae IBSBF 1230 com as diferentes fontes de carbono utilizadas, foi este 0 EPS
escolhido para a caracterizacdo parcial, em termos de viscosidade, propriedades térmicas e

indice de emulsificacéo.

4. CONCLUSOES

Ao comparar as bactérias X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230, P.
oleovorans NRRL B-14683, S. capsulata NRRL B-4261 e Z. mobilis NRRL B-4286, todas
foram capazes de crescer e produzir EPSs em meio contendo somente GR como fonte de
carbono, em 48 h de cultivo, sendo que as bactérias X. campestris e P. oleovorans foram
capazes de produzir iguais ou maiores concentracdes de EPSs quando utilizado somente GR
como fonte de carbono em relacdo as demais fontes de carbono, ndo havendo uma relacéo
definida entre concentracdo de biomassa e producdo de EPSs. Desta forma, foi demonstrado
que o GR pode ser uma boa alternativa de fonte de carbono, em substituicdo a sacarose, no

cultivo de algumas bactérias produtoras de EPSs.
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CARACTERIZAQAO PARCIAL DA GOMA XANTANA PRODUZIDA POR
Xanthomonas campestris pv mangiferaeindicae IBSBF 1230 UTILIZANDO
DIFERENTES FONTES DE CARBONO

RESUMO

Xantana é um biopolimero sintetizado pela bactéria Xanthomonas campestris, possuindo
importantes propriedades reoldgicas e a capacidade de produzir solugdes viscosas em baixas
concentracdes, além da estabilidade em altas temperaturas e importantes propriedades
pseudoplésticas. Todas essas caracteristicas fazem com que a goma xantana seja almejada nas
industrias de alimentos, farmacéuticas e petroliferas. Por outro lado, com a obrigatoriedade da
adicdo de 5% do biodiesel ao diesel, aumenta cada vez mais a quantidade dos coprodutos
gerados na producdo do mesmo, como o glicerol residual. Sendo assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o impacto do uso do glicerol residual (GR) em substituicdo total ou parcial
da sacarose (S) utilizada como fonte de carbono no meio de cultivo convencional, verificando
os efeitos em algumas propriedades reoldgicas, térmicas e de emulsificacdo da goma xantana
produzida por Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230. Os cultivos para
obtencéo da goma foram realizados em triplicata, em frascos agitados a 28°C, 200 rpm por 48
h, utilizando como fontes de carbono S, GR e uma mistura de ambas (SGR) na proporc¢éo de
1:1 m/m. O polimero foi obtida por centrifugacdo do meio, adi¢do de etanol (1:4 v/v) para
precipitacdo, repouso por 24 h, nova centrifugacdo e secagem em estufa a 50°C até massa
constante. A viscosidade aparente, bem como o indice de emulsificagdo (IE4) foram
determinados em suspens@es contendo 5% m/v da xantana produzida com as trés diferentes
fontes de carbono, utilizando para o 1Ey, diferentes 6leos vegetais. O comportamento térmico
foi analisado por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). O comportamento reoldgico
foi similar para as xantanas produzidas nos diferentes meios, entretanto a viscosidade inicial
foi maior com 0 meio S (637 cP), seguido de SGR (279 cP) e GR (60 cP). O IE,,4 foi superior
qguando utilizado o 6leo de milho, atingindo valores de 97, 72 e 64% em S, SGR e GR,
respectivamente. Desta forma, pode-se afirmar que a mudanga na fonte de carbono afetou
estas propriedades.

Palavras-chaves: glicerol residual, goma xantana, Xanthomonas campestris
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1. INTRODUCAO

A bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris é responsavel pela producéo
da goma xantana (LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009). De acordo com Food and Drugs
Administration (FDA), dos Estados Unidos, e com a legislacdo brasileira, através da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999), a goma xantana sintetizada por
Xanthomonas campestris é aprovada para o uso alimentar.

Essa bactéria é excepcional na producdo de significativas quantidades deste
exopolissacarideo (EPS), ndo produzindo outros polimeros, podendo assim alcancar
conversdes muito elevadas de xantana (FREITAS, ALVES; REIS, 2011). E facilmente
cultivada em laboratério, por ser aerdbica e microaerdfila, com temperatura Otima de
crescimento entre 25-30°C. Possui crescimento rapido, produzindo turbidez no meio com 2-3
dias de cultivo (DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007) e um pH étimo entre 6,0 e 8,0 (DONOT et
al., 2012).

Xantana ocupa um lugar de destaque por suas propriedades reoldgicas diferentes
dos outros biopolimeros microbianos, tais como um elevado grau de pseudoplasticidade,
viscosidade elevada mesmo em baixas concentragdes, solubilidade e estabilidade em solucdes
acidas e alcalinas, resisténcia a degradacdo em elevadas temperaturas e em diferentes niveis
de pH (FARIA et al.,, 2011). Sendo assim, sua aplicacdo na industria de alimentos,
farmacéutica e petroquimica é de extrema importancia (MESOMO, 2007).

Por outro lado, de acordo com o0 PNPB (2012), a Lei n® 11.097 de 13 de janeiro de
2005 estabeleceu a obrigatoriedade da mistura do biodiesel ao diesel. O glicerol é o principal
coproduto gerado na producdo do biodiesel, sendo aproveitado em varios setores industriais.
Entretanto, com o crescimento do mercado, o glicerol residual tem sido gerado em propor¢oes
maiores que a demanda. Desta forma, a producdo deste biocombustivel em larga escala pode
se tornar um problema em relagdo a disposicéo dos coprodutos gerados (SILVEIRA, 2007).

Por outro lado, tém sido relatados estudos que visam a utilizacdo de outras fontes
de carbono na producdo de goma xantana, em substituicdo a sacarose em geral utilizada, tais
como soro de leite (MESOMO et al., 2009) e glicerol (REIS et al., 2010). Entretanto, é
necessario verificar se a substituicdo da fonte de carbono pode implicar em mudancas nas
propriedades do EPS produzido.

Neste contexto, este trabalho objetiva avaliar a influéncia do uso de GR em
substituicdo total ou parcial da S utilizada como fonte de carbono no meio de cultivo

convencional, verificando os efeitos em algumas propriedades reoldgicas, térmicas e de
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emulsificacdo da xantana produzida por Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae
IBSBF 1230.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

2.1.1 Micro-organismo

A bactéria Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230 foi
obtida a partir da Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico (IBSBF) —

Campinas — SP, Brasil.
2.1.2 Glicerol residual

O glicerol residual proveniente da obtencdo de biodiesel a partir do 6leo de soja
por via metanolica foi fornecido pela empresa BS Bios Industria e Comércio de Biodiesel Sul
Brasil S/A (Passo Fundo-RS). O glicerol residual continha 81,92% (m/m) de pureza, de
acordo com laudo fornecido pela prépria empresa, sendo que a quantidade adicionada na
elaboracdo dos meios levou em conta sua composicao, a fim de resultar na concentracdo

desejada do substrato.

2.2 Métodos

2.2.1 Re-hidratacdo da bactéria X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF
1230

A cultura acondicionada em ampola de vidro foi rompida em condicGes
assépticas. Foi adicionado, na ampola, 5 gotas do Caldo Nutriente, contendo (g.L™): 5
peptona; 5 NaCl; 1,5 extrato de carne; 1,5 extrato de levedura, sendo ap6s incubada em estufa
(Quimis Q-316 M2, Brasil) a 28°C durante 60 min. Transcorrido esse tempo, a suspensao foi
transferida para placas de Petri contendo meio Agar Nutriente e novamente incubadas a 28°C
por 48 h (IBSBF, 2013).
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2.2.2 Manutencéo da Cultura

A partir da cultura re-hidratada foram realizados repiques sucessivos, sendo
utilizado o meio YM (Yeast Malt), composto por (g.L™): 3 extrato de levedura; 3 extrato de
malte; 5 peptona; 20 glicose; 10 agar; pH 7,2 (MESOMO, 2007). A bactéria foi incubada em
estufa (Quimis Q-316 M2, Brasil) com temperatura controlada (28°C) por 48 h. A cepa foi

mantida refrigerada, sendo realizados repiques mensais.

2.2.3 Preparo do Inoculo

O inbculo foi preparado partindo de um tubo contendo a cultura microbiana
reativada, sendo raspada com 10 mL agua peptonada 0,1 %, a fim de resultar em uma
suspensdo de células. Esta foi transferida para 90 mL de meio apropriado contido em frasco
Erlenmeyer de 500 mL. Os frascos foram mantidos em incubadora refrigerada com agitacéo
orbital (Tecnal TE-424, Brasil) a 28°C e 150 rpm, até atingir a densidade o6tica (DOsgonm)

recomendada (2,0).

2.2.4 Cultivos em frascos agitados

Foram realizados cultivos em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com volume de
in6culo (10 mL), correspondente a 10% do volume total, sendo transferido para 90 mL de
meio de cultivo, a fim de totalizar 100 mL de meio. Os frascos foram mantidos em incubadora
refrigerada com agitacao orbital (Tecnal TE-424, Brasil) na temperatura de 28°C e 200 rpm de
agitacdo durante 48 h.

Nesta etapa, foi utilizado o meio de produgdo composto por (g.L™): 50 fonte de
carbono; 2,5 (NH4)H2PO4; 5,0 K;HPO,; 0,006 H3BOs; 2 (NH4).SO4; 0,0024 FeCls; 0,002
CaCl,.2H,0; 0,002 ZnSQO4; pH 7,0. Como fontes de carbono foram testadas S, GR
(considerando sua composicao a fim de resultar na concentracdo desejada do substrato) e uma
mistura de ambas (na proporgdo de 1:1 m/m, totalizando a concentra¢do indicada), como
sugerido por Reis et al. (2010), j& que a sacarose € a fonte de carbono usual na producéo da

Xantana.
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2.2.5 Recuperacao da xantana

A recuperacdo do EPS do meio de cultivo foi realizada através da centrifugacéo
(Cientec CT-5000R, Brasil) do meio a 3400 x g por 30 min a 4°C, para remocdo de células,
sequido de precipitacdo do EPS pela adicdo de etanol 96,4 °GL (1:4 v/v), repouso por 24 h a
4°C, sendo novamente centrifugado por 30 min, sob refrigeracdo (4°C). A secagem foi
realizada em estufa com circulacdo forcada de ar (Quimis Q314M242, Brasil) a 50°C até

massa constante, relacionando ao volume de amostra (MESOMO, 2007).

2.2.6 Solubilizacédo das amostras

Para o preparo das amostras tanto para determinacdo da viscosidade quanto para
atividade emulsificante, foi realizado o procedimento de acordo com Xuewu et al. (1996),
onde o EPS foi diluido, na concentracdo de 5 % m/v, em agua destilada, agitado por 2 h,

seguido de aquecimento a 60°C por 20 min.
2.2.7 Determinacdo da viscosidade

Para determinagdo da viscosidade da xantana produzida, as amostras foram
solubilizadas de acordo com o item 2.2.6, e mantidas na temperatura ambiente por 24 h. Foi
utilizado um redmetro digital Brookfield (Estados Unidos), acoplado a um banho-maria a
25°C, com adaptador para pequenas amostras, determinando-se as curvas de viscosidade
aparente (cP) em funcdo da taxa de cisalhamento (s). As leituras foram realizadas em
intervalos de 15 s e a taxa de cisalhamento variou de 5 a 100 s™. O spindle escolhido foi
CP51.

2.2.8 Indice de emulsificacio

O indice de emulsificacdo (IE,4) foi determinado para os biopolimeros produzidos
com as diferentes fontes de carbono (S, SGR e GR), usando como referéncia a goma arabica
comercial, baseando-se no metodo de Cooper; Goldemberg (1987). Foram utilizados
diferentes 6leos vegetais: milho, girassol, soja, canola e azeite de oliva. A suspensao de goma

(5% m/v) e cada oOleo foram adicionados na propor¢do de 2:3 v/v, em tubos de ensaio com
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rosca, e logo apos os tubos foram agitados em vortex durante 2 min. Apo6s 24 h de repouso,
foi medida a altura da camada emulsionada e a altura total da camada liquida.

O IE, foi calculado de acordo com a equacéo abaixo:

altura camadae emulsionada
IE,, = 100% 1)

altura total

2.2.9 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Para o estudo das propriedades térmicas, foi realizada a Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC).

As curvas de DSC foram obtidas no equipamento Shimadzu DSC-60 (Japéo), sob
atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL.min™, utilizando uma taxa de
aquecimento de 10°C.min™, com variacdo da temperatura de 40 a 25 °C, com suporte de

aluminio hermético, sendo pesadas de 3-5 mg de amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéo da viscosidade

As propriedades reoldgicas das gomas influenciam diretamente no processamento,
aplicacdo e até mesmo nos projetos de equipamentos (MESOMO, 2007). Para verificar a
qualidade do biopolimero sintetizado quando S, GR e SGR foram utilizados como fonte de
carbono, foi determinada a viscosidade em uma solugéo aquosa a 5 % (m/v).

A figura 1 apresenta a comportamento da viscosidade aparente (cP) em funcgéo da
taxa de cisalhamento (s™) para as gomas produzidas por X. campestris pv. mangiferaeindicae

IBSBF 1230 com as diferentes fontes de carbono utilizadas.
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Figura 1 - Viscosidade da xantana (solucao aquosa 5% m/v) produzida por Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230. (o) S, (m) SGR e (¢) GR.
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De acordo com a figura 1, quando compara-se a viscosidade aparente das gomas
sintetizadas com as diferentes fontes de carbono, pode-se perceber que uma maior viscosidade
inicial foi encontrada para bactéria X. campestris quando utilizada S como fonte de carbono
(637 cP), seguido de SGR (279 cP) e GR (60 cP).

O comportamento pseudoplastico foi demonstrado pela diminuicdo da viscosidade
com o aumento da taxa de cisalhamento (LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009; MESOMO,
2007), mas foi menos evidenciado para GR.

Reis et al. (2010) compararam a viscosidade aparente de biopolimeros produzidos
por Xanthomonas sp C1 e C9 tendo S, GR e SGR como fontes de carbono, utilizando
solucBes aquosas 3 % a 25°C e 0,257 s™. Como resultados, foram encontrados valores para
viscosidade inicial de 941, 143 e 140 cP, respectivamente, para S, SGR e GR, quando
utilizado a Xanthomonas sp C1. No mesmo trabalho, os autores verificaram um
comportamento diferente com a goma produzida por Xanthomonas sp C9, com um maior
valor de viscosidade encontrado ao utilizar SGR (aproximadamente 93 cP) do que S
(aproximadamente 40 cP) nas mesmas condigdes anteriores.

As propriedades reoldgicas dos polissacarideos dependem da concentragdo da
solugéo aquosa, da massa molecular, bem como do processo de producdo do EPS, como meio

de composicao, pH e temperatura (REIS et al., 2010).
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3.2 Indice de Emulsificacio (1E2s)

Na tabela 1 estdo representados os resultados da capacidade emulsificante da
goma xantana em formar e estabilizar emulsfes em 24 h, utilizando o 6leo de soja, canola,

girassol, milho, azeite de oliva, comparando com a goma ardbica comercial na mesma

concentragéo.

Tabela 1 - IE,4 para goma xantana sintetizada com diferentes fontes de carbono e para goma

arabica (comercial)

Goma xantana

Goma arabica

Oleo vegetal S SGR GR (comercial)
Soja 11,1+0,1°° 56+0,1% 83+0,2°F 731+14°%*"
Canola 52,9 0,0 ¢° 61,8+1,1%° 58,0 +1,3 "B 20,8 +2,3F
Girassol 56,4+04%®  530x013°¢  465%0,3° 27,6 +0,5%C
Milho 96,8 +0,2 A 71,6 +1,7° 64,1+1,1°" 24,2 +0,0 %P
Oliva 11,3+0,1°P 6,4+0,2 P 8,5+0,2°P 66,3+ 2,9 2"

*Letras mindsculas diferentes para um mesmo 6leo indicam que h& diferenga significativa entre as fontes de
carbono a 95% de confianca (p<0,05). Letras mailsculas diferentes para uma mesma fonte de carbono indicam
que ha diferenga significativa entre os 6leos a 95% de confian¢a (p<0,05).

De acordo com a tabela 2 pode-se perceber que o IE,4 para o 6leo de milho foi
maior quando a goma com S como fonte de carbono foi utilizada, sendo este 96,8%, seguido
da goma SGR (71,6%) e GR (64,1%), sendo gque para a goma arabica comercial foi de apenas
24,2 %. Um comportamento similar foi observado para o 6leo de girassol, com IE4 de 56,4%
para S, diferindo significativamente quando utilizado SGR e GR como fonte de carbono,
sendo encontrado para goma arabica neste mesmo 6leo apenas 27,6%.

O dleo de canola apresentou um maior 1E,4 quando a mistura SGR foi utilizada
como fonte de carbono (61,8%), seguido por GR (58,0%) e S (52,9%), e por ultimo a goma
arabica comercial (20,8%).

Quando avaliado o azeite de oliva, o comportamento foi bem diferente em relacéo
aos outros oOleos, sendo um maior IE,4 encontrado com a utilizagdo da goma ardbica comercial
(66,3%).
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lyer, Mody; Jha, (2006) investigaram o EPS produzido pela bactéria Enterobacter
cloaceae em oleo de parafina, algoddo, coco, jojoba, amendoim e girassol, com concentracao
de 1 g.L™" e encontraram um IE,, para os 6leos de parafina, coco e algoddo de 60%, para o
0leo de jojoba 65%, girassol 75%, sendo o maior IE,4 encontrado para o 6leo de amendoim
(95%). Avaliaram também o IE;; nas mesmas concentragdes, para as gomas comerciais

xantana e arabica, encontrando 33 e 61%, respectivamente.

3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A figura 2 apresenta a analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) para as

gomas xantana produzidas com S, SGR e GR como fontes de carbono.

Figura 2 — Resultados DSC para xantanas produzidas utilizando (-) S, (-) SGR e (-) GR como
fontes de carbono
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Como pode ser observado na figura 2, as curvas DSC obtidas apresentaram perfis
diferenciados. Para as xantanas produzidas com SGR e GR, picos endotérmicos muito
similares foram observados (180,13°C e 177,13°C, respectivamente), e possivelmente
associados ao ponto de fusdo das amostras. Entretanto, para a goma xantana produzida
com S, observou-se um pequeno pico endotérmico em 176,76°C e um pico maior quando
atingiu-se a temperatura de 216,40°C, indicando uma possivel mudanga na estrutura do
polissacarideo com a mudanca na fonte de carbono. Marques et al. (2012) encontraram

para goma xantana produzida utilizando a sacarose como fonte de carbono uma
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temperatura de fusdo de 162°C, enquanto que Calcagno et al. (2013) observaram, na
andlise térmica de diferentes filmes de EVA-xantana comercial, dois picos endotérmicos
na faixa de 170-178°C e 190-231°C atribuidos a xantana. Almeida (2010), com xantana
produzida com sacarose, verificaram um pico endotérmico duplo ao redor de 200°C que
ndo foi observado para xantanas produzidas com residuos provenientes de camardo e de
ostras.

Ao avaliar a goma produzida com GR pode-se perceber ainda um pico na
temperatura de 54,27°C, que pode ter sido ocasionado por algum contaminante termolabil,

ja que o glicerol utilizado é um coproduto proveniente do biodiesel.

4. CONCLUSAO

As xantanas produzidas por X. campestris pv mangiferaeindicae IBSBF 1230
utilizando diferentes fontes de carbono (S, SGR e GR) apresentaram distintas curvas DSC,
distintas viscosidades aparentes de suspensdes a 5% m/v, bem como quanto a formacéo de
emulsbes com diferentes 6leos vegetais, indicando que a mudanga na fonte de carbono afeta
estas propriedades, fato provavelmente associado a mudangas estruturais dos EPSs
sintetizados. Desta forma, pode-se afirmar que a substitui¢do total ou parcial de S por GR é
possivel, entretanto esta substituicdo deve ser considerada com cautela, pois influi nas

propriedades diretamente ligadas a aplicacéo.
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4, CONCLUSOES GERAIS

Ao comparar as bactérias X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230, P.
oleovorans NRRL B-14683, S. capsulata NRRL B-4261 e Z. mobilis NRRL B-4286, todas
foram capazes de crescer e produzir EPSs em 48 h de cultivo, em meio contendo somente GR
como fonte de carbono. As bactérias X. campestris e P. oleovorans foram capazes de produzir
iguais ou maiores concentracdes de EPSs quando utilizado o GR em relacdo a S e SGR, nédo
havendo uma relacdo definida entre concentracdo de biomassa e producdo de EPSs. Desta
forma, foi demonstrado que o GR pode ser utilizado como fonte de carbono, em substituicdo a
S, no cultivo das bactérias produtoras de EPSs.

As xantanas produzidas por X. campestris pv mangiferaeindicae IBSBF 1230
utilizando diferentes fontes de carbono (S, SGR e GR) apresentaram caracteristicas reologicas
distintas quanto a viscosidade aparente, bem como quanto a formacgdo de emulsdes com
diferentes 6leos vegetais (utilizando suspensfes de 5%) e quanto aos perfis das curvas DSC,
indicando que a mudanca na fonte de carbono afeta as propriedades das gomas, fato
provavelmente associado a mudancas estruturais dos EPSs sintetizados. Desta forma, pode-se
afirmar que a substituicdo total ou parcial de S por GR é possivel, entretanto, influi nas

propriedades diretamente ligadas a aplicacao.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar diferentes técnicas para precipitacdo dos EPSs, a fim de selecionar a melhor
para cada bactéria;

Otimizar o meio de cultivo para cada bactéria, variando a concentracdo dos micro e
macronutrientes;

Avaliar a producédo dos EPSs utilizando outros coprodutos;
Determinar a massa molecular bem como a composic¢ao dos constituintes dos EPSs;

Ampliar a escala em biorreator de bancada, estudando os efeitos da agitacéo, aeracéo,
bem como pH e temperatura.
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Figura 1 - Curva padrdo de biomassa das bactérias (a) Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae 1230; (b) Pseudomonas oleovarans NRRL B-14683; (c) Sphingomonas
capsulata B-4261; (d) Zymomonas mobilis B-4286
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