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RESUMO

A goma xantana € um exopolissacarideo microbiano com varias funcbes nas
Xanthomonas spp. e grande variedade de aplicagGes industriais devido a alta solubilidade em
agua, emulsibilidade, suspensibilidade e espessamento. Apesar da goma Xantana ser um dos
principais polissacarideos de origem microbiana comercializados no mundo, apresenta ampla
heterogeneidade na composicdo e massa molecular, e consequentemente nas propriedades
resultantes. Dessa maneira, nesse estudo foi investigada a composicdo de &cidos graxos
celulares e o efeito de diferentes cepas e tempo de cultivo de Xanthomonas spp. com a finalidade
de identificar marcadores de producgédo, composicdo e qualidade das gomas xantanas obtidas.
As cepas de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290, Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae 645 e Xanthomonas campestris pv. campestris 1155 foram monitoradas
durante 168 h de cultivo. A cada 24 horas, amostras de células e das gomas foram avaliadas por
meio das analises de FTIR, DRX, viscosidade aparente, massa molecular, TGA, agUcares e
acidos, além da determinacdo do crescimento celular e consumo do substrato. As trés cepas de
Xanthomonas spp. apresentaram perfis qualitativos de acidos graxos celulares semelhantes
durante todo o cultivo, sendo os acidos 16: 1n7 e 16: 0 os majoritarios. Para todas as cepas
estudadas, foram obtidas correlacbes significativas entre as razGes desses acidos graxos e as
producdes de goma xantana. Constatou-se também influéncia das caracteristicas intrinsecas das
cepas nas propriedades, producdo e composicdo do polimero. A cepa X. campestris pv.
campestris 1155 apresentou maior produtividade em 24 horas de cultivo (0,149 g L™ h?), mas
com propriedades limitadas para aplicacao industrial, tais como viscosidade e massa molecular.
Por outro lado, a cepa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 apresentou comportamento
inverso, porém, com maior produtividade apenas apds 96h (0,039 g L h). Ndo houve
associacdo direta entre a composicdo de acidos graxos e as propriedades das gomas sintetizadas.
Com base na avaliacdo de alguns parametros cinéticos do cultivo, foi possivel definir a cepa de
Xanthomonas (290) e o tempo de cultivo (48h), associados a qualidade do exopolimero
resultante. Pela primeira vez foi identicada uma relacao direta entre acidos graxos insaturados
/ saturados (1/S) celulares e a producdo da goma xantana, o que permite a identificacdo de um
possivel marcador quimico de produgéo desse biopolimero.

Palavras-chave: Viscosidade; Massa molecular; FAME; Acidos graxos insaturados; X.

campestris; X. axonopodis.



ABSTRACT

Xanthan gum is a microbial exopolysaccharide with various functions in Xanthomonas
spp. and a wide variety of industrial applications due to its high water solubility, emulsifiability,
suspensibility and thickening. Although xanthan gum is one of the main polysaccharides of
microbial origin marketed worldwide, it presents wide heterogeneity in composition and
molecular mass, and consequently in the resulting properties. In this way, this study investigated
the composition of cell fatty acids and the effect of different strains of Xanthomonas spp. and
time culture with the purpose of identifying production markers, composition and quality of
xanthan gums obtained. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290, Xanthomonas campestris
pv. mangiferaeindicae 645 and Xanthomonas campestris pv. campestris 1155 strains were
monitored for 168h of culture. At 24h, cell and gum samples were analyzed by FTIR, XRD,
apparent viscosity, molecular mass, TGA, sugars and acids, as well as determination of cell
growth and substrate consumption. The three Xanthomonas spp. strains presented qualitative
profiles of cellular fatty acids similar throughout the culture, with the acids 16: 1n7 and 16: 0
being the major ones. For all strains studied, significant correlations were obtained between the
ratios of these fatty acids and xanthan gum production. It was also verified the influence of the
intrinsic characteristics of the strains on the properties, production and composition of the
polymer. The strain X. campestris pv. campestris 1155 showed higher productivity in 24 hours
of cultivation (0.149 g L™ h') but with limited properties for industrial application such as
viscosity and molecular mass. On the other hand, the strain Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis 290 presented an inverse behavior, however, with higher productivity only after 96h
(0.039 g L hl). There was not direct association between the composition of fatty acids and
the synthesized gums properties. Based on the evaluation of some Kinetic parameters of the
culture, it was possible to define the Xanthomonas strain (290) and the culture time (48h),
associated with the quality of the resulting exopolymer. For the first time, a direct relationship
between unsaturated / saturated cellular fatty acids (U / S) and the xanthan gum production was
identified, which allows the identification of a possible chemical marker of production of this
biopolymer.

Keywords: Viscosity; Molecular mass; FAME; Unsaturated fatty acids; X. campestris; X.

axonopodis.
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1 INTRODUCAO

A goma xantana é um exopolissacarideo microbiano produzido industrialmente a partir
de fontes de carbono por cultivo aerdbico, usando bactérias do género Xanthomonas. A xantana
apresenta alta massa molecular e é ainda classificada como um hetero-polissacarideo pois
apresenta repetidas unidades pentassacarideas com duas estruturas moleculares de glicose,
manose e uma unidade de &cido glucurénico (SILVA et al, 2009; LI et al., 2016; HABIBI e
KHOSRAVI-DARANI, 2017).

A goma xantana esta envolvida em varias funcdes nas Xanthomonas spp., incluindo
adesdo, interacdes célula-a-célula em relacdes especificas, simbiodticas ou patogénicas; protecdo
contra condi¢cdes ambientais extremas, como niveis de umidade reduzidos; servem de barreira,
impedindo ataque de virus e anticorpos que se ligam a sitios especificos da membrana celular;
neutralizam toxinas carregadas ou ions metélicos toxicos; atuam como fonte de carbono e
energia; alem de converterem o excesso de substrato em uma massa espumosa, que é dificil de
ser metabolizada por outros micro-organismos (KUMAR et al., 2007).

Com relacdo a utilizacdo da xantana a nivel industrial, esta apresenta propriedades
desejaveis, tais como solubilidade em &gua, emulsibilidade, suspensibilidade e espessamento.
As solucdes aquosas de goma xantana s@o altamente viscosas, mesmo com baixa concentracéo
de goma, estavel em sal, temperatura e pH, é biodegradavel e ndo apresenta toxicidade. Com
isso, € amplamente utilizada como aditivo em muitas industrias, como alimentos, recuperacao
de petroleo, produtos farmacéuticos, cosméticos e téxteis (ROSALAM e ENGLAND, 2006;
PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011; WANG et al., 2016; DEMIRCI et al., 2017).

Atualmente, a goma xantana é considerada, comercialmente, como o polissacarideo
microbiano mais importante (DEMIRCI et al., 2017). No mundo todo, o consumo de xantana
em 2014 foi estimado entre 150.000 e 160.000 toneladas (DEMIRCI et al., 2017). Porém, as
principais limitacbes da producdo de xantana estdo relacionadas com a reprodutibilidade dos
rendimentos e de suas propriedades, tais como a composicdo, viscosidade e massa molecular,
que dependem da fonte de carbono, concentracdo inicial de nitrogénio, temperatura, tempo de
cultivo e cepa de Xanthomonas utilizada (GARCIA-OCHOA et al., 2000; PALANIRAJ e
JAYARAMAN, 2011).

Um problema relacionado com a producéo de goma xantana deve-se & instabilidade das
linhagens da bactéria, o que resulta em variagdo de massa molecular do polissacarideo, assim
como no grau de piruvatacdo e acetilagdo e consequentemente na viscosidade da xantana

produzida. Dessa maneira, a caracterizacdo das linhagens utilizadas no cultivo seria necessaria
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para a identificagdo da ocorréncia de mutacGes durante 0s sucessivos repiques ao qual o
microrganismo é submetido (RAMOS, 2011).

Em bactérias Gram-negativas, 0s exopolissacarideos sdo sintetizados de forma
intracelular, onde os acUcares nucleotideos fornecem a célula os monossacarideos, e
posteriormente, as unidades formadoras do polissacarideo sdo entdo excretadas e este é
polimerizado fora da célula. A fluidez da membrana celular das Xanthomonas spp. esta
associada a composicao de acidos graxos celulares, em particular a propor¢édo de acidos graxos
insaturados presentes, devido ao menor enrijecimento da membrana, e aumento da
permeabilidade celular. Essa composicdo pode ser alterada de forma a controlar a fluidez da
membrana e consequentemente, formacao do polissacarideo, em resposta a varias condicoes de
estresse a qual a bactéria foi exposta (KANEDA, 1991).

Com isso, acredita-se que a composicéo de acidos graxos celulares pode estar associada
com a producéo e propriedades da goma xantana e poderia servir como marcador de produgéo
e qualidade do biopolimero, e assim, reduzir as limitacdes de producdo e custos a nivel

industrial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos de diferentes cepas e do tempo de cultivo, associados as alteracGes
na composicdo de &cidos graxos celulares de Xanthomonas, visando identificar marcadores de
producéo, composicdo e qualidade das gomas xantanas resultantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a composicdo de acidos graxos celulares de Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis 290, Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 645 e Xanthomonas
campestris pv. campestris 1155 e sua relacdo com a producdo de goma xantana;

e Investigar a composicao de acidos graxos celulares das trés cepas de Xanthomonas spp.
e sua relacdo com a viscosidade e massa molecular de goma xantana;

e Estudar os efeitos das trés cepas de Xanthomonas spp. e do tempo de cultivo sobre a
producdo, crescimento celular e consumo de substrato durante a producdo de goma
xantana;

e Avaliar parametros cinéticos de producdo de goma xantana por 168 horas de cultivo com
as trés cepas de Xanthomonas spp.;

e Avaliar o efeito das trés cepas de Xanthomonas e do tempo de cultivo nas propriedades
e composicdo das gomas xantana;

e ldentificar uma relacdo direta entre a composicdo de &cidos graxos celulares e a
producdo, viscosidade e massa molecular da xantana, para usar como possivel marcador

quimico de producdo e qualidade desse biopolimero.
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3CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA

3.1 Xanthomonas spp.

Xanthomonas spp. sdo bactérias gram-negativas, aerobias estritas, curtas, geralmente
vistas como colbnias pigmentadas de amarelo em éagar nutriente (Figura 1.1), que em sua
maioria sdo patégenos para cerca de 400 plantas. Xanthomonas é um dos géneros mais
importantes da familia Pseudomonadaceae, composta por 27 espécies, que podem incluir
muitos patovares (VAUTERIN et al., 1991). A classificacdo geral de Xanthomonas quanto as
espécies é baseada na capacidade do organismo em hidrolisar gelatina e amido, produzir nitritos
e amoniaco a partir de nitratos, formar o pigmento amarelo ndo sollvel em agua em &gar
nutriente, e formar pigmento marrom em agar extrato bovino. Outra chave para a classificacao
de Xanthomonas ¢ baseada na planta que sofre os ataques de bactéria (SHARMA et al., 2014).
A Xanthomonas campestris € a espécie que causa 0 maior nimero de doengas em muitas
espécies de plantas (He e Zhang, 2008).

Figura 1.1. Col6nias de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 (A), Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae 645 (B) e Xanthomonas campestris pv. campestris 1155
(C) em placa com &gar nutriente.

—

3.1.1 Caracteristicas bioquimicas

Xanthomonas spp. sdo bactérias quimiorganotroficas e que usam compostos de baixa
massa molecular, sendo que algumas sdo capazes de despolimerizar polissacarideos e proteinas
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naturais. As células realizam metabolismo respiratdrio aerébico. As bactérias desse género sdo
oxidase-negativo (ou fracamente positivas) e reacOes catalase-positivas. Os testes para a
producao de indol a partir do triptofano e producéo de acetoina (Teste de Voges-Proskauer) sdo
negativos (Tabela 1.1). O crescimento em &gar nutriente é inibido por 0,1% de cloreto de
trifeniltetrazolio. A maioria das espécies hidrolisam amido rapidamente e ndo sdo nitrato
redutase. Algumas espécies sao capazes de hidrolisar a celulose e pectina (QIAN et al., 2005).
A temperatura 6tima para o crescimento estd na faixa de 25 a 27 °C, sendo que nenhum
crescimento é observado acima de 40 °C e abaixo de 5 °C. A Tabela 1.1 apresenta caracteristicas
bioquimicas de diferentes espécies de Xanthomonas.

Tabela 1.1. Caracteristicas bioquimicas de diferentes espécies de Xanthomonas (SHAMAR et al., 2014).

Caracteristica X. campestris ~ X. fragariae  X. albilineans  X. axonopodis  X. ampelina
Crescimento a 35 °C + + + + -
Hidrolise esculina + + + + -
Crescimento mucoide + + - - -
Liquefacdo de gelatina + + - - -
Proteolise do leite + - - - -

H.S de peptona + - - + -
Urease - - - - +
Tolerancia a NaCl (%) 2-5 05-1,0 <0,5 1,0 1,0

Producéo de &cido

Arabinose + - - - +
Glicose + + + + -
Manose + + + - -
Celobiose + - - - -

3.1.2 Patogenicidade

Xanthomonas spp. séo responsaveis por doencas pré e pds-colheita em frutas e legumes.
Coletivamente, os membros do género causam doenca em pelo menos 124 espécies de
monocotileddneas e 268 espécies de dicotileddneas, incluindo arvores de frutos e nozes,

solanaceas e brassicaceas, plantas e cereais. Eles causam pragas, manchas e apodrecimento de
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diferentes frutas e vegetais por meio da agdo de véarias enzimas hidroliticas associadas com o
crescimento das Xanthomonas e com a grande quantidade de substrato que esses alimentos
fornecem, o que contribue para o crescimento dessas bactérias. As Xanthomonas spp. sdo
conhecidas por possuirem atividade proteolitica, amilolitica, celulolitica, pectolitica e lipolitica
e também podem causar descoloragdo amarela de alimentos devido ao seu potencial de
producéo de pigmentos (KENNEDY et al., 1982).

Xanthomonas spp. também produzem goma Xxantana, um exopolissacarideo (EPS), que
pode causar alteragdes indesejaveis nas plantas e em certos alimentos e sucos de frutas. Tem
sido sugerido que o EPS é produzido para mascarar o reconhecimento dessas bactérias pelas
plantas e com isso retardar as respostas de defesa da planta. O papel bioldégico do EPS
provavelmente pode ser melhor definido por meio de suas trés propriedades importantes: €
altamente hidratado para que forneca protecdo contra dessecacdo e moléculas hidrofobicas, €
altamente anidnico, o que permite que ele concentre nutrientes e imobilize elementos toxicos,
e tem uma boa qualidade de adesdo permitindo que um organismo seja adsorvido a sua
superficie (SHARMA et al., 2014).

3.1.3 Composicao de acidos graxos da membrana celular

Os acidos graxos sdo considerados um dos blocos de construcdo mais importantes de
materiais celulares. Nas células bacterianas, 0s &cidos graxos ocorrem principalmente nas
membranas celulares como constituintes dos fosfolipidios. Os acidos graxos da membrana
podem ser divididos em duas grandes familias com base em suas relagdes biossintéticas
(KANEDA, 1991). Uma é a familia de acidos graxos de cadeia linear, que inclui palmitico,
estedrico, hexadecendico, octadecenoico, ciclopropanico, e 2- ou 3-hidroxilo acidos graxos.
Esses acidos graxos ocorrem mais comumente em bactérias. A outra é a familia de acidos
graxos de cadeia ramificada, que inclui acidos graxos iso-, anteiso- e w-aliciclicos com ou sem
uma substituicdo (insaturacao e hidroxilacdo). A ocorréncia desses acidos graxos em bactérias
ndo é tdo comum como o da familia de &cidos graxos de cadeia linear, mas é ainda bastante
significativa (LECHEVALIER, 1977; O'LEARY e WILKINSON, 1988).

A clara diferenca entre essas duas familias na membrana celular consiste no mecanismo
que controla a sua fluidez e influencia em diversos processos metabdlicos na célula. Por
exemplo, a fluidez das membranas composta por acidos graxos de cadeia linear pode ser
ajustada para o nivel adequado pela inclusdo de acidos graxos monoinsaturados. Dessa forma,

a fluidez apropriada da membrana celular depende da composicao adequada de acidos graxos
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a uma dada temperatura de crescimento, sendo um pré-requisito para a existéncia de bactérias
(KANEDA, 1991). De acordo com Legendre et al. (1980), a presenca dos &cidos graxos
insaturados na membrana celular aumentam a fluidez da membrana a um nivel aceitavel que
facilita o crescimento microbiano. Na auséncia desses acidos graxos, 0s &cidos graxos saturados
normalmente sintetizados em maiores concentra¢fes, produzem uma membrana com nivel de
fluidez que pode limitar o crescimento.

Além de influenciar diretamente na fluidez da membrana celular, as variagcbes nos
acidos graxos presentes nas células bacterianas sdo utilizadas para classificacdo e identificacdo
bacteriana h4 mais de 30 anos (VAUTERIN et al., 1996). Abel et al. (1963) e Yang et al. (2012)
apresentaram evidéncias que sugerem que a composicao de acidos graxos da membrana celular
de bacterias pode ser utilizada para identificacdo dessas. Atualmente, 0s acidos graxos sao
utilizados como biomarcadores para diferentes grupos de micro-organismos, como fungos e
bactérias. O perfil de &cidos graxos também pode ser utilizado para indicar as fases de
crescimento em bactérias (GUCKERT et al., 1986; PIOTROWSKA-SEGET e MROZIK,
2003). Além disso, os acidos graxos sdo considerados moléculas-chave que podem indicar
condicdes clinicas como resisténcia a drogas em parasitas infecciosos (MOHANTY et al.,
2012).

Desde a introducéo de cromatografia gasosa, a analise de acidos graxos celulares pode
ser usada para a rapida caracterizacao de bacterias pela analise dos ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME) e comparagdo numérica de perfis de acidos graxos por programas de
computador (MILLER, 1982). A analise dos FAME se estabeleceu em muitos laboratérios
envolvidos em taxonomia e diagnosticos. O uso de perfis FAME para estudos taxonémicos do
género Xanthomonas foi descrito por Yang et al. (1993). Esses autores mostraram que membros
do género Xanthomonas contém pelo menos 65 &cidos graxos diferentes em quantidades e que
50 desses acidos graxos estavam presentes em mais de 1% das cepas quando 975 cepas foram
testadas.

A membrana celular das Xanthomonas é caracterizada pela a presenca de acidos graxos
de cadeia linear, iso e cadeia anteiso-ramificada, hidroxila, monoinsaturada e presenca de
ciclopropano (SILVA et al., 2017). A grande diversidade de acidos graxos encontrados neste
género, tornam a analise do FAME uma ferramenta para estudar as relagdes dentro do género
Xanthomonas e, em particular, para identificar rapidamente novas e desconhecidas cepas
(VAUTERIN et al., 1996). De acordo com Yang et al. (1993), a composicao de acidos graxos

distingue as cepas pertencentes a diferentes grupos gendmicos dentro do género Xanthomonas,



24

sendo que alguns &cidos graxos podem ser informativos e servirem como marcadores
taxondmicos, enquanto outros variam de acordo com as condicdes de crescimento das bactérias.
Esses autores fizeram a diferenciacdo de 975 estirpes de Xanthomonas com base na composi¢éo
de &cidos graxos, determinando o perfil médio de &cidos graxos para cada espécie e a variagao
de cada &cido graxo dentro das espécies, verificando a significancia dos valores médios. Os
dados de &cidos graxos foram usados para distinguir espécies em um determinado nivel de
significancia, o que permitiu aos autores identificar espécies novas e outras desconhecidas com
base em seus perfis de acidos graxos.

A composicdo de acidos graxos da membrana celular das bactérias tem sido
extensivamente estudada para correlacionar com as espécies microbianas ou para monitorar
mudancas em populacbes de micro-organismos (GUO et al., 2010; YANG et al., 2012;
AZEVEDO et al., 2014). No entanto, até agora, estudos correlacionando o perfil lipidico com
a producdo e qualidade da goma xantana sintetizada por essas bactérias ainda ndo foram

descritos pela literatura.

3.2 GOMA XANTANA

Goma é o termo comum para geéis hidro-polissacarideos coloidais que tém uma
afinidade pela agua e exibem propriedades de ligagdo com agua e com outros materiais
organicos / inorganicos. Tradicionalmente, as gomas derivam de uma grande variedade de
plantas. Quimicamente, as gomas sdo polimeros de carboidratos ou polissacarideos que
possuem propriedades quimicas e fisicas unicas. Eles servem como material estrutural para o
reino vegetal, como reservas de energia, adesivos e também agentes de transferéncia (HABIBI
e KHOSRAVI-DARANI, 2017; PALANIRAJ et al., 2011).

A goma xantana € um heteropolissacarideo extracelular produzido por bactérias do
género Xanthomonas spp., sendo o primeiro biopolimero natural produzido em escala
industrial. A goma xantana foi descoberta em 1950 no Centro Nacional do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos para a utilizacdo agricola. A primeira producdo industrial de
xantana foi realizada em 1960 seguida pela disponibilidade de produto comercial em 1964
(MARGARITIS e ZAJIC, 1978). A xantana ndo é toxica, ndo sensibiliza e ndo causa irritacdo
nos olhos ou na pele, sendo aprovado seu uso em alimentos desde 1960 (KUMAR et al., 2018),
quando foi aprovado sua aplicagdo como estabilizante, emulsificante e espessante em
alimentos. Estima-se que 40000 toneladas desta goma € produzida por ano, movimentando um

mercado de aproximadamente 408 milhdes de dolares (LI et al., 2016). Os principais produtores
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de xantana nos EUA séo Merck e Pfizer e na Franga sdo Rhone Poulenc, MeroRousselot-Santia
e Sanofi-EIf. Na China, o maior produtor de goma xantana é Saidy Chemical, e na Austria é
Jungbunzlauer (KUMAR et al., 2018).

A estrutura priméria da goma xantana é linear formada por duas unidades de glicose,
duas de manose e uma unidade de &cido glucurénico, na razdo molar 2,8:2,0:2,0 e possui uma
distribuicdo da massa molecular entre 2 e 20 milhdes de Da. Sua cadeia principal consiste de
unidades de B-D-glicose com ligacBes nas posicdes 1 e 4, como na estrutura quimica da
celulose. A cadeia lateral consiste de trissacarideos com uma unidade de &cido D-glucurdnico
entre duas unidades D-manose ligadas na posicdo O-3 de residuos de glicose da cadeia principal
(SHARMA et al., 2014). Aproximadamente 50% dos residuos terminais de manose séo
piruvatados. A unidade D-manose ligada a cadeia principal contém um grupo acetil na posicéo
0-6 (Figura 1.2). A presenca dos acidos acetico e piravico produz um tipo de polissacarideo
anidnico. O conteldo de nitrogénio varia no intervalo de 0,3 - 1,0%, o teor de acetato encontra-

se na faixa de 1,9 a 6,0%, e o contetdo de piruvato fica entre 1,0 e 5,7%.

Figura 1.2. Estrutura priméria da goma xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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A estrutura secundaria da goma xantana depende das condi¢des sob as quais a molécula

é caracterizada, podendo estar na conformacdo ordenada ou desordenada. A conformagédo
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ordenada pode ser nativa ou renaturada; ndo h4 consenso sobre a existéncia de relacdo entre a
atividade da conformacdo e o tipo de estrutura verificada. A forma nativa esta presente em
temperaturas abaixo do ponto de transi¢do conformacional da molécula, que depende da forga
ibnica do meio em que a xantana esta dissolvida. A transicdo conformacional “ordem-
desordem” ¢ direcionada pela ocorréncia de temperaturas acima do ponto de transi¢ao e/ou
reducdo da forca idnica. Ambas as disposi¢cdes das moléculas, nativa ou renaturada dependem
dos mesmos fatores (ASSIS, 2013).

Quando a goma esté seca, a cadeia lateral do trissacarideo fica alinhada com a cadeia
principal e estabiliza a conformacéo geral por interagdes ndo covalentes, principalmente ligagéo
de hidrogénio. Em solucgéo, as cadeias laterais envolvem a cadeia principal protegendo as
ligacGes do ataque, e com isso, tem-se uma grande estabilidade da goma sob condi¢des adversas
(HABIBI e KHOSRAVI-DARANI, 2017). Dessa forma, pode-se dizer que quanto maior o teor
de acido piravico na estrutura da goma xantana, maior serd a sua a viscosidade e estabilidade
térmica. As cadeias do trissacarideo estdo estreitamente alinhadas com a cadeia principal do
polimero. A cadeia rigida resultante pode ser formada com uma, dupla ou tripla hélice (MILAS
e RINAUDO, 1979), que interage com outras moléculas de polimero para formar um complexo.
Os teores de piruvato e acetato nas gomas afetam a interacdo entre moléculas de xantana, e
entre xantana e outras polimeros. A distribuicdo da massa molecular e as caracteristicas da
goma, dependem da associacdo entre cadeias, formando agregados de varias cadeias
individuais. As variacfes das condicbes de cultivo, bem como das cepas de Xanthomonas
utilizadas influenciam na estrutura do polimero e, consequentemente, definem suas
caracteristicas (KUPPUSWAMI, 2014)

3.2.1 Biossintese

A sintese da goma xantana é semelhante a de exopolissacarideo por outras bactérias
gram-negativas. A via biossintética pode ser dividida em trés partes principais: (i) absorcao de
acucares simples e conversdo para derivados nucleotidais, (ii) montagem de subunidades
pentassacaridicas ligadas a um isopentil portador de pirofosfato, e (iii) polimerizacdo de
unidades repetidas de pentassacaridos e sua secrecdo (PALANIRAJ et al., 2011). O esqueleto
de xantana é formado por adi¢Ges sucessivas de D-glicose-1-fosfato e D-glicose a partir de 2
moles de UDP D-glicose. Depois disso, D-manose e acido D-glucurdnico sdo adicionados de
GDP manose e acido UDP-glucrénico, respectivamente. Grupos O-acetil sdo transferidos de

acetil-CoA para o residuo interno de manose, e o piruvato de fosfoenol piruvato é adicionado
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ao terminal da manose. Cada uma dessas etapas requer enzimas e substratos especificos para
concluséo. Se o substrato ou a enzima esta ausente, o passo € bloqueado, e a producéo da goma
é interrompida (SHARMA et al., 2014).

A Figura 1.3 apresenta, de forma geral, as principais rotas bioquimicas para producéo
da goma xantana. Pode-se dizer que a biossintese deste polimero é complexa e se inicia com a
producdo de precursores UDP-glicose, UDP-acido glucurdnico e GDP-manose a partir da
conversdo de agucares simples para precursores derivados de agucares nucleotideos (ASSIS,
2013). As subunidades de pentassacarideos séo fixadas no interior da membrana portadora de
fosfato poliprenol e a adicdo de grupos acetil e piruvato ocorrem durante a polimerizagdo de
unidades repetidoras e secre¢do do polimero. A etapa final da biossintese ocorre quando a goma é
excretada para o meio extracelular (PALANIRAJ et al., 2011).

Figura 1.3. Rotas bioguimicas para sintese de goma xantana (ROSALAM e ENGLAND, 2006
adaptado; ASSIS, 2013).
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A biossintese de xantana, como na maioria das bactérias produtoras de polissacarideos,
utiliza varios doadores de carboidratos para formar o polimero. As melhores fontes de carbono
para biossintese de xantana sdo os acgucares (glicose e sacarose). O nitrogénio, um nutriente
essencial, pode ser fornecido como um composto organico ou como uma molécula inorganica.
Pequenas quantidades de acidos organicos (por exemplo, succinico e citrico) podem ser
adicionados ao meio para aumentar sua producdo (MILAS e RINAUDO, 1979). A concentragdo

da fonte de carbono afeta diretamente na producdo de xantana. A relagdo C/N normalmente
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usada em meios de producdo de xantana € menor do que a utilizado durante o crescimento da
Xanthomona, pois a goma xantana constitui a capsula bacteriana e sua producgéo é associada ao
crescimento. Durante a producdo do in6culo, a concentracdo celular é aumentada, mas a
producdo de xantana é minimizada porque a goma ao redor das células impede o transporte de
nutrientes e prolonga a fase estacionaria do crescimento (KUMAR et al., 2018).

A sintese do biopolimero ndo é um processo simplesmente associado ao crescimento da
célula, mas é interdependente do balanco energético e da formagdo de metabdlitos celulares.
Assim, a conversao da glicose via ciclo tricarboxilico compete com a conversao da glicose para
sintese da goma xantana (ASSIS, 2013). As etapas de polimerizacdo e o estagio final da
secrecdo do polimero a partir da membrana plasmatica, assim como a excrecdo extracelular,
ainda ndo foram completamente elucidados. De acordo com Sutherland (2001), primeiro ocorre
a polimerizacdo no interior da célula e depois, a secrecdo no exterior. Ja Koplin et al. (1992)
acreditam que as unidades pentassacaridicas sdo secretadas no exterior da célula e entdo
polimerizadas.

O conhecimento da composicdo quimica da xantana é fundamental para sua
funcionalidade e aplicacdo, pois interfere diretamente nas propriedades do biopolimero. As
gomas de interesse comercial devem ser capazes de formar estruturas secundarias, terciarias e,
as vezes quaternarias em meio aquoso. Portanto, a estrutura primaria deve ter configuracéo que
favoreca estes arranjos. Além disso, € possivel, através de manipulacdes genéticas, identificar
0 gene, alterar a grau de acetilacdo e aumentar o grau de piruvatacdo para obter melhores
rendimentos de polimero (LIMA et al., 2001).

3.2.2 Cultivo e producéo de goma xantana

A producdo de goma xantana em escala industrial € realizada principalmente em um
sistema de cultivo submerso, monitorando varias varidveis de processo, como a cepa de
Xanthomonas spp., fontes e percentuais de carbono e nitrogénio, processo continuo ou em
batelada, pH, temperatura, quantidade do indculo, taxa de fluxo de ar, agitacdo e tempo de
cultivo (LI et al., 2016; GHASHGHAEI et al., 2016). A Figura 1.4 apresenta um esquema geral
com as etapas béasicas da producdo da goma xantana. Primeiro, ocorre a selecdo e manuten¢édo
da cepa de Xanthomonas spp., que deve ser preservada para possivel armazenamento a longo
prazo (LETISSE et al., 2001).
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Figura 1.4. Etapas gerais de producdo da goma xantana.
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A manutencdo adequada da cultura estoque de Xanthomonas € importante para
consisténcia e reprodutibilidade na producéo de xantana, ja& que existe uma grande variacao
entre as espécies de Xanthomonas. Uma pequena quantidade da cultura da cepa preservada é
expandida por crescimento em superficies solidas ou em meios liquidos para obtencdo do
indculo que deve ser adicionado aos biorreatores (CASAS et al., 2000). Na obtencdo de goma
Xantana, a etapa do indculo visa aumentar a concentracdo de células, limitando a producéao de
goma xantana, pois o polimero liberado no meio envolve as células dificultando a transferéncia
de nutrientes e oxigénio para os micro-organismos (GARCIA-OCHOA et al., 2000; LEELA e
SHARMA, 2000).

Apos a obtencdo do indculo, ocorre 0 preparo do meio que deve conter 0s substratos e
todos os nutrientes necessarios para o crescimento da cepa. Glicose e sacarose sdo as fontes de
carbono mais empregadas na produgdo comercial de goma xantana, com concentracoes de 1 a
5%, pois concentragdes fora desse intervalo inibem o crescimento das bactérias. O nitrogénio é
um nutriente essencial que pode ser fornecido como um composto organico ou como uma

molécula inorgéanica. Fontes de nitrogénio inorganico como sais de aménio ou nitrato sdo muito
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utilizados, e uma grande variedade de fontes complexas de nitrogénio como extrato de levedura
e peptona de soja também podem ser empregados para a produgdo de xantana. A conversao
eficiente da fonte de carbono para a producdo da goma xantana requer uma alta taxa da relacao
carbono/nitrogénio do meio de cultivo (PAPAGIANNI et al., 2001).

No biorreator deve ser controlado o pH, aeracédo, agitacdo, temperatura e tempo de
cultivo (KUMAR et al., 2018). Durante o cultivo, o pH do meio diminui devido a formagéo de
acidos orgéanicos. Se o pH cair abaixo de 5,0, a formacdo de xantana reduz drasticamente.
Assim, € necessario monitorar e controlar o pH do meio de cultivo, mantendo-o préximo a 7,0
usando um tampdo ou adicdo de base durante o processo (GUMUS et al., 2010; KERDSUP et
al., 2009).

A cultura deve ser mantida aerada e a agitacdo deve ser projetada para dispersar o ar
introduzido uniformemente por todo o meio, sendo extremamente importante para aumentar a
taxa de transporte de nutrientes através da membrana da célula, que por sua vez suporta a taxa
de crescimento do micro-organismo. A aeracao e a agitacdo sdo parametros indispensaveis para
garantir condicdes de aerobiose necessaria para o desenvolvimento das Xanthomonas spp.. A
formacdo de goma xantana esta associada ao aumento da viscosidade do meio de cultivo,
gerando assim condi¢des de anaerobiose. Logo, a combinagdo adequada destes parametros,
deve ser analisada para evitar condigdes de estresse hidrodinamico, assim como limitacdo de
oxigénio (PSOMAS et al., 2007). As temperaturas empregadas para a producdo de goma
xantana variam de 25 a 34 °C. A temperatura 6tima para a producdo de xantana depende do
meio de producdo utilizado, sendo que a temperatura de 28 °C é a mais empregada (PSOMAS
et al., 2007; SILVA et al., 2009).

No fim do cultivo, 0 meio contém xantana, células bacterianas e muitos outros produtos
quimicos. Para recuperar a xantana, normalmente, as células sdo removidas por filtracdo ou
centrifugacdo. A alta viscosidade do meio com xantana € um grande problema durante remocéo
das células bacterianas do meio. Nesse caso, pode-se aumentar a temperatura para reduzir a
viscosidade do caldo e facilitar a remocao das células por centrifugacéo ou filtracdo. Entretanto,
a centrifugacdo nem sempre é eficaz em meios com elevada viscosidade, e o tratamento térmico
pode levar a degradacdo da xantana durante a separacdo da goma das células (SURESH e
PRASAD, 2005). Numerosos métodos ja foram desenvolvidos para desativar, lisar ou remover
células do meio, como o tratamento com produtos quimicos (por exemplo, alcali, hipoclorito,
enzimas) e o tratamento por meios mecanicos. Entretanto, o tratamento quimico em pH elevado

pode causar despiruvilagéo da goma e afetar suas propriedades, e quando as enzimas sdo usadas,
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elas devem ser removidas do meio e isso eleva os custos de obtencdo da goma (PALANIRAJ
etal., 2011).

Apbs a remocdo das células, a goma xantana deve ser separada e purificada. A
precipitagdo do polimero é conseguida diminuindo a solubilidade do meio usando métodos
como a adicdo de sais, solventes ndo misciveis em agua e concentracdo por evaporacgao. Os
alcoois (metanol, etanol, isopropanol) e a acetona, que sdo ndo-solventes para o polissacarideo,
podem ser adicionados ao meio ndo s6 para diminuir a solubilidade até a separacdo, mas
também para eliminar impurezas como sais e células. OpcGes de recuperacdo que foram
estudadas incluem precipitagdo com solvente organico como etanol (ZHANG e CHEN, 2010;
NASR et al., 2007), alcool isopropilico (GALINDO e ALBITER, 1996) e misturas de sais e
alcool (TORRESTIANA-SANCHEZ et al., 2007; PSOMAS et al., 2007).

A quantidade necessaria de cada solvente depende de sua natureza. A precipitacao total
da goma soO é possivel quando 3 volumes de alcoois ou acetona (ZHANG e CHEN, 2010;
ROTTAVA et al., 2009; SILVA et al., 2009) sdo adicionados por volume do caldo. A adicéo
de um reagente ndo solvente ao caldo promove a precipitacdo da goma, ndo so diminuindo a
afinidade da agua pelo polimero, mas também aumentando a ligacdo dos cations que estdo
presentes. A adicdo de sais em concentracdo suficiente também causa precipitacdo da goma
devido a ligacdo do ion dos céations dos sais adicionados, aos grupos ionizados da xantana.
Assim, a xantana precipita com quantidades menores de reagentes quando o solvente e o sal
s&0 usados de forma combinada (GARCIA-OCHOA et al., 1993).

Apos a precipitacdo, o produto é purificado, mecanicamente desidratado e triturado,
para obtencdo da goma em pé (FLORES-CANDIA e DECKWER, 1999). O método especifico
de purificacdo a ser utilizado é determinado pelo uso final do polissacarideo (ASSIS, 2013). A
purificacdo dos biopolimeros pode ser feita por sucessivas didlises com agua deionizada, por
reprecipitacdo fracionada com solventes ou com detergentes catiénicos, pelo uso de métodos
cromatograficos ou ainda com agentes quimicos ou enzimas que interagem de forma especifica
com certos grupos (CHI e ZHAO, 2003).

Em escala industrial, a etapa de recuperacdo da goma pode ser iniciada com a
pasteurizacdo do meio visando desativar as enzimas. Em seguida, utiliza-se grande quantidade
de alcool para precipitar a goma xantana. O precipitado € entdo pulverizado em spray-drier.
Para melhor separacgéo das células, a centrifugacéo é facilitada por dilui¢do do caldo. O solvente
residual pode ser reciclado apoOs reconcentracdo e purificagdo em coluna de destilagcdo
(ROSALAM e ENGLAND, 2006).
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3.2.3 Propriedades da goma xantana

A goma xantana é um p6 com cor que varia de branco a creme. E sollvel em 4gua fria
e quente, mas € insollvel na maioria dos solventes organicos. Sua importancia industrial é
baseada nas suas propriedades reoldgicas em solucdo. As solugdes de goma xantana se
comportam como fluidos ndo newtonianos, e sdo caracterizadas por altos niveis de
pseudoplasticidade, isto é, a viscosidade aparente diminui com o aumento da forca de
cisalhnamento, mas é recuperada quase instantaneamente com uma diminuigéo do cisalhamento
(SHARMA et al., 2014). Essa propriedade é atribuida a formacdo de agregados complexos na
goma, envolvendo ligacBes de hidrogénio e entrelagamento do polimero. A alta viscosidade
com baixas forgas de cisalnamento é devido as moléculas imoveis sendo enredado em uma rede
altamente ordenada. A desagregacdo da rede e o alinhamento de moléculas poliméricas
individuais na direcdo de uma forca de cisalnamento leva a perda de viscosidade. Quando a
forca de cisalhamento diminui, os agregados se reformam rapidamente, isso faz com que a
vicosidade mude de forma instantanea. Esta propriedade faz da goma xantana um espessante,
estabilizador e emulsionante extremamente eficaz (MILAS et al., 1985).

A conformacéo rigida helicoidal da goma xantana que resulta em sua viscosidade, €
relativamente insensivel a diferencas na forca idnica e pH do meio, sendo estavel entre o pH 2
e 12. A protecdo da cadeia principal da molécula pelas cadeias laterais resulta na maior
estabilidade da goma xantana, em comparacéo com outros polissacarideos, quando expostos a
acidos, alcalis e enzimas. A concentracdo de sal também influencia na viscosidade da goma
xantana (SOHNA et al., 2001). Quando uma pequena quantidade de sal é adicionada a solucéo
de goma, ocorre reducdo da viscosidade, devido a diminuicdo das forcas eletrostaticas
intermoleculares. Ja quando se adiciona uma grande quantidade de sal, a viscosidade da solucédo
aumenta devido ao aumento da interacdo entre as moléculas de polimero (ZHANG e CHEN,
2010).

A viscosidade das solucdes de goma é somente minimamente afetada por etapas de
tratamento térmico (por exemplo, esterilizacdo). A viscosidade da goma xantana diminui
guando ocorre um aumento da temperatura até 40 °C. Entre 40 e 60 °C, a viscosidade aumenta
com o aumento da temperatura. Enquanto que para temperaturas maiores que 60 °C, a
viscosidade diminui a medida que a temperatura é elevada (PALANIRAJ et al., 2011). Este
comportamento estd associado a alteracfes nas conformacfes da molécula de xantana. A
conformacdo muda de uma ordem (baixa temperatura de dissolugdo) para uma desordem

(temperatura de alta dissolu¢do). Na conformagdo ordenada a cadeia lateral é dobrada em
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associacdo com a cadeia principal, enquanto na desordenada a cadeia lateral ndo esta associada
e sim distante da cadeia principal. A estabilidade térmica da xantana contra a hidrolise é muito
maior do que a estabilidade de outros polissacaridios ou polimeros soliveis em dgua (STOKKE
e CHRISTENSEN, 1996), possivelmente por causa da estrutura helicoidal ordenada da xantana
que protege as moléculas da despolimerizagdo (PSOMAS et al., 2007).

A goma xantana € degradada na presenca de agentes oxidantes fortes, como por
exemplo, os persulfatos, perdxidos e hipocloritos. Agentes redutores geralmente ndo afetam sua
estabilidade. Metanol, etanol, isopropanol, e acetona ndo tém efeito sobre solu¢des aquosas de
goma xantana até uma certa concentracdo, apés a qual ocorre precipitacdo da goma. A xantana
é compativel com produtos ndo-idnicos tensoativos em concentracdes até 20% (NASR et al.,
2007). A maioria das enzimas comerciais, incluindo o-amilase, amiloglucosidase, celulases,
pectinases e proteases, ndo sdo capazes de degradar a goma xantana (ROTTAVA et al., 2009;
SILVA et al., 2009).

Uma propriedade importante das solugdes de xantana sdo as interacbes com plantas
galactomananas, como goma de alfarroba e goma de guar. A adicdo de qualquer um destes
galactomananos a uma solucdo de xantana a temperatura ambiente causa um aumento sinergico
na sua viscosidade, sendo maior que a soma das viscosidades individuais das gomas (SHARMA
et al., 2014). Goma xantana exibe grande compatibilidade com a maioria dos espessantes
comercialmente disponiveis, incluindo derivados de celulose, amido, pectina, gelatina,
dextrina, alginato e carragenina (KUMAR et al., 2018).

Tipicamente as gomas xantana produzidas por diferentes cepas de Xanthomonas contém
glicose, manose e acido glucurénico (GARCIA-OCHOA et al., 2000), sendo que pequenas
concentracdes de raminose, arabinose, ribose e galactose foram relatadas em estudos feitos por
Souza e Vendruscolo (1999) e Silva et al. (2001). A composicdo quimica da goma xantana é
amplamente estudada por se tratar de uma estrutura passivel de mudancas seja por diferentes
condicdes operacionais, seja por influéncia do micro-organismo produtor, que influenciam nas
caracteristicas do biopolimero (ASSIS, 2013). E reconhecido que as concentracdes do piruvato
e aremocao dos grupos acetil da manose interna da cadeia lateral da molécula de xantana causa
mudancas na viscosidade de solucdes de xantana em agua destilada ou solugdes salinas
(LECHNER et al., 1996; TORRES et al., 1993), entretanto ndo existe um consenso sobre o
efeito que esses compostos causam nas propriedades reolégicas da goma xantana (CASAS et
al., 2000; TAKO e NAKAMURA, 1986). Com relagcdo a manose, acredita-se que o aumento

da sua concentragdo na goma, mantém ou aumenta sua viscosidade, o contrario do que ocorre



34

com o aumento da concentracdo de glicose, que é responsavel por reduzir a viscosidade das
solugdes (MOREIRA et al., 2001).

A massa molecular da goma xantana varia de 2x10° a 3,0x10" Da, dependendo da
associacdo das cadeias formadas pela agregacao de varias cadeias individuais, e da variagdo nas
condicdes de cultivo. As condicdes operacionais do cultivo, a composi¢cdo do meio de cultura e do
substrato e as caracteristicas e mutacdes genéticas da bactéria Xanthomonas, influenciam na massa
molecular da goma xantana, sendo biosintetizadas moléculas com massas moleculares médias e
com distribuicdes diferentes (ASSIS, 2013; ROSALAM e ENGLAND, 2006;).

Os teores de acido piravico e acético na goma apresentam relacdo com a sua massa
molecular (CALLET et al., 1987). Variagbes da massa molecular foram observadas ao se
comparar goma xantana livre de piruvato (2,3x10° Da) com a xantana livre de acetil e piruvato
(2,3x10° Da) e a goma xantana nativa (5,2 x 10° Da). A desacetilagio nio afetou o teor de acido
piravico nem a massa molecular da xantana. Embora a influéncia das condi¢Ges operacionais
na relacdo estrutura molecular e massa molecular da xantana estejam descritas, ndo existe
consenso entre os resultados obtidos (ASSIS, 2013; CASAS et al., 2000).

As propriedades fisicas, reologicas, mecanicas, térmicas e 0 comportamento da goma
durante o processamento dependem também do tamanho médio e da distribuicdo de
comprimentos das cadeias do polimero. Se a estrutura quimica da goma é a mesma, diferentes
valores de massa molecular média e de distribuicdo de massa molecular vao resultar em

diferentes comprimentos das cadeias, que podem alterar as suas propriedades (ASSIS, 2013).
3.2.4 Efeito das condicdes de cultivo sobre a qualidade da xantana

3.2.4.1 Efeito da fonte de carbono e de nitrogénio

As cepas de Xanthomonas de diferentes espécies, apresentam comportamentos
diferentes durante a producdo da goma, que pode depender das concentracfes e das fontes de
carbono e nitrogénio empregadas para seu crescimento. Observa-se que a estrutura da cadeia
principal da goma ndo € influenciada pelas fontes de carbono e nitrogénio empregadas,
entretanto, as suas cadeias laterais sdo afetadas por essas variaveis, e consequentemente,
formam xantanas com diferentes rendimentos e massas moleculares, que alteram suas
propriedades (PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011). Glicose e sacarose sdo as fontes de
carbono mais empregadas para producdo de xantana pois apresentam boa produtividade,

regularidade no fornecimento e boa qualidade do produto. Entretanto, muitos estudos vém
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sendo realizados na tentativa de propor novas fontes de carbono, de menor custo, como 0S
residuos industriais (GARCIA-OCHOA et al., 1992; LETISSE et al., 2001). Muitos estudos
foram feitos empregandos-se soro de leite (CHARLES e RADJAI, 1977), soro de queijo
(SILVA et al., 2009), melaco de cana-de-acucar (KALOGIANNIS et al., 2003), residuos de
polpas de frutas (ACHAYUTHAKAN et al., 2006) e glicerina residual do biodiesel (ASSIS et
al., 2014).

De acordo com Souw e Demain (1980), além da fonte de carbono, a sua concentracdo
no meio de cultivo também influencia na producdo de xantana, sendo que concentragcdes muito
elevadas inibem o crescimento das Xanthomonas. Segundo De Vuyst et al. (1987), o valor da
relacdo C/N € o parametro que mais influencia na producdo da goma, sendo que uma relagéo
C/N relativamente alta, favorece a producgéo de xantana.

O nitrogénio € um nutriente essencial para producdo de xantana, e pode ser fornecido
como um composto organico ou como uma molécula inorganica. As fontes de nitrogénio mais
empregadas nos meios de cultura para producdo de xantana séo o nitrato e aménio. De acordo
com Palaniraj e Jayaraman (2011), o aménio € um substrato melhor para aumentar o acimulo
da biomassa e favorecer o crescimento das Xanthomonas, enquanto que o nitrato favorece maior
acumulo de xantana. De acordo com Pinches e Pallent (1986), a fonte e a quantidade de
nitrogénio do meio de cultura também interferem na quantidade e qualidade da goma xantana

produzida, sendo um importante parametro a ser considerado no cultivo.

3.2.4.2 Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura na producdo de goma xantana tem sido amplamente
estudada. A temperatura mais empregada para producdo de xantana € 28 °C (BORGES et al.,
2008). Entretanto, Psomas et al. (2007) observaram que uma maior producao de goma xantana
pode ser obtido com a diminuicdo da temperatura de cultivo de 30 para 25 °C ou aumentando
de 30 para 35 °C. Cadmus et al. (1978) concluiram que uma temperatura mais alta do cultivo
aumenta a producdo de xantana, mas reduz seu contetdo de piruvato e com isso interfere
diretamente na sua qualidade. Shu e Yang (1991) concluiram que a melhor temperatura para a
producdo de xantana depende do meio de producdo empregado.

A viscosidade das solugdes de goma xantana também diminui com um aumento
temperatura devido a alteracfes de conformagdo molecular. Esse comportamento é totalmente
reversivel de 10 a 90 °C (PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011). A goma xantana é a unica
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capaz de manter sua viscosidade durante as mudancgas de temperatura em contraste com outros
espessantes naturais (GARCIA-OCHOA e CASAS, 1994).

3.2.4.3 Efeito do pH

A goma xantana é um polimero carregado, e mudancas no pH levam a mudancas na
densidade de carga da goma xantana, o que afetara a associacbes moleculares entre as préprias
moléculas de xantana e entre a xantana e outros ingredientes alimentares (RINAUDO e
MORONI, 2009). Geralmente, o pH tem pouco efeito sobre a viscosidade das solu¢des de goma
xantana na faixa de pH utilizada nos alimentos. Uma elevada viscosidade da solugéo da xantana
€ mantida na faixa de pH de 1 a 12 (HABIBI e KHOARAVI-DARANI, 2017). De acordo com
Tako e Nakamura (1984), em pH igual a 9 ou superior, a goma xantana é gradualmente
desacetilada, enquanto que, em pH inferior a 3, a goma xantana perde grupos &cido acetil-
piravico. A goma xantana é soluvel em acido acético a 5%, acido sulfurico a 5%, acido nitrico
a 5% e acido fosforico a 25%, e ira hidratar em hidroxido de sodio até 5%. Na presenca da
maioria dos &cidos organicos, a estabilidade das solu¢es de goma xantana é excelente. No
entanto, como todo polissacarideo, a goma é propensa a sofrer hidrélise &cida com o aumento
da temperatura, levando a uma reducdo da sua viscosidade (HABIBI e KHOARAVI-DARANI,
2017).

As pequenas mudancas na viscosidade da goma que podem ocorrer com as mudancas
de pH sdo completamente reversiveis ap0s a neutralizacao. Isso indica que as mudancas estdo
relacionadas a conformacéo molecular, e ndo a degradacao (HABIBI e KHOARAVI-DARANI,
2017). Grupos carboxilicos de solu¢bes de goma xantana sdo progressivamente convertidos da
forma ionizada para a ndo ionizada, reduzindo o pH como resultado da repressdo da repulsao
eletrostatica entre as cadeias laterais da goma xantana que reduzem a viscosidade da solucéo.
A re-ionizacdo dos grupos carboxilicos por neutralizacdo permite que a goma xantana retorne
a sua primeira forma com a recuperacao da sua viscosidade original (AGOUB et al., 2007;
RINAUDO e MORONI, 2009).

3.2.4.4 Efeito dos sais

A presenca de sais nas solugdes de goma xantana influenciam nas propriedades do
biopolimero, principalmente na sua viscosidade. Concentracoes de sal superiores a 1-2% (m/v)

na agua podem diminuir a hidratacdo da goma xantana e, portanto, € necessario hidratar goma
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xantana antes da adig@o de sal. Depois da hidratacdo, a goma hidratada tem boa tolerancia ao
sal e até 20-30% de sal pode ser adicionado sem afetar adversamente a viscosidade (MILAS et
al., 1985). O efeito do sal nas aplica¢des alimentares da goma xantana depende da concentracao
da goma nos alimentos. Sais monovalentes, como o cloreto de sodio, causam uma ligeira
diminuicdo na viscosidade, devido a reducdo das interacbes moleculares resultantes da
diminuicdo das forgas eletrostatica inter-moleculares (SMITH e PACE, 1982). Em maiores
concentragdes de goma, a viscosidade aumenta com o aumento da concentracdo de sal. Este
efeito é provavelmente devido a maior interacdo entre as moléculas do polimero (SMITH e
PACE, 1982; MILAS et al., 1985).

Os sais devem ser adicionados a solugéo de xantana antes do tratamento térmico para
maximizacdo da estabilidade e minimizacdo de quaisquer efeitos do tratamento térmico nas
propriedades reologicas da goma. As mudancas conformacionais da goma xantana estdo
relacionadas com a quantidade de sais presentes. Para garantir uma viscosidade satisfatoria das
solugdes de goma xantana, algum tipo de sal deve estar presente (HIGIRO et al., 2007). Na
grande maioria das aplicacdes alimentares, existem sais suficientes presentes, sob a forma de
sodio, potassio e/ou célcio, para aumentar a temperatura de transicdo da xantana acima das
temperaturas usuais de processamento. Isso significa que a viscosidade das solucdes de goma
Xantana € muito estavel durante o processamento térmico e pode fornecer suspensdo a altas
temperaturas. Além disso, geralmente os sais encontrados naturalmente na dgua sao suficientes
para gerar esses efeitos positivos nas solugdes de goma xantana (MILAS e RINAUDO, 1986;
KANO e PETTIT, 1993).

3.2.4.5 Efeito do tipo de cepa de Xanthomonas e do tempo de cultivo

A triagem de microrganismos produtores de polissacarideos com propriedades
funcionais economicamente interessantes e estudos para otimizar o0s rendimentos e
produtividade nos cultivos, representam um desafio constante (BOZA, 2002).

A cepa de Xanthomonas é determinante na producdo industrial de goma xantana, uma
vez gque a composicdo da goma, assim como as suas propriedades e rendimento variam de
acordo com a cepa utilizada na sua producédo (LI et al., 2016; DEMIRCI et al., 2017).

A influéncia do patovar de Xanthomonas na produ¢do da goma tem sido estudada ao
longo dos anos (KAMAL et al., 2003; ROTTAVA et al., 2009; FARHADI et al., 2012; ASSIS

et al., 2014; SILVA et al., 2018). Os patovares de Xanthomonas campestris sdo normalmente
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mais utilizados para a producdo de goma, porém outras espécies sdo capazes de produzir esse
exopolissacarideo (MIRANDA et al., 2018).

A massa molecular e a concentracdo de &cido pirtvico da goma xantana, caracteristicas
que sdo diretamente associadas a principal propriedade desse polissacarideo, a viscosidade,
dependem da cepa de Xanthomonas utilizada e também das condicGes de cultivo e composicado
do meio (CADMUS et al., 1978; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A producdo e qualidade da goma xantana esta associada com a grau de viruléncia da
cepa, 0 que pode ser confirmado ao comparar o exopolissacarideo produzido por diferentes
cepas de Xanthomonas isoladas de plantas infectadas (RUDOLPH, 1993). Ao colonizar as
plantas, as Xanthomonas penetram nos tecidos vegetais do hospedeiro através de aberturas
naturais como estdmatos, hidatodios e lenticelas ou por ferimentos e produzem o polissacarideo
extracelular nos espacos intercelulares (GOTTWALD e GRAHAM, 1992; GRAHAM et al.,
1992, ROTTAVA, 2005). Dessa maneira, a goma permite a sobrevivéncia dessas bactérias em
ambientes hostis, as protegem contra o dessecamento, concentracdo de minerais e nutrientes,
reduzem o contato com moléculas hidrofobicas ou carregadas e ajudam a sua fixacdo na
superficie do vegetal hospedeiro (BREWIN, 1991; DUNGER et al., 2007; ROTTAVA et al.,
2009; SILVA et al., 2017). Assim, é possivel afirmar que quanto maior o grau de viruléncia da
cepa com seu hospedeiro, maior a probabilidade de producdo de goma xantana com
caracteristicas industriais desejadas.

Com relacdo a influéncia do tempo de cultivo na producdo de goma xantana, sabe-se
que em média, a maior producéo de goma xantana depende da estirpe de Xanthomonas utilizada
e que este pode variar, de forma viavel, de 24h-168h do inicio do processo produtivo (ASSIS
etal., 2014; SILVA et al., 2018; MIRANDA et al., 2018).

3.2.5 Cinética da producéo de goma xantana

O estudo cinético do cultivo permite analisar a concentracdo de um ou mais
componentes do sistema de cultivo em funcdo do tempo de cultivo. Tais componentes,
normalmente estdo associados ao micro-organismos, aos produtos do metabolismo e 0s
substratos que compdem o meio de cultivo (HISS, 2001). No caso da producdo de goma
xantana, normalmente, os estudos descrevem o tempo de crescimento das Xanthomonas, o
consumo da fonte de carbono e producio de xantana (GARCIA; OCHOA et al., 2000;
ROTTAVA, 2005; ASSIS, 2013).
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Os paramentros cinéticos permitem, entdo, o dimensionamento de uma instalagéo
produtiva, ficando evidente que sem este conhecimento, torna-se inviavel a transposi¢do de um
experimento de laboratério para a escala industrial. A cinética possibilita uma comparacao
quantitativa entre as diferentes condic6es de cultivo (pH, temperatura, etc.), por intermédio de
varigveis, como: as velocidades de transformacéo e os fatores de conversdo. Afirmar que uma
determinada cepa de Xanthomonas, por exemplo, € melhor que uma outra, equivale a dizer que
o fator de conversao (substrato em produto, por exemplo) é maior no primeiro que no segundo
caso (HISS, 2001).

E ainda por meio da avaliagio cinética do cultivo que é possivel afirmar que a goma
xantana é produzida como metabolito secundario e através da dissociacdo de duas fases
distintas: a de crescimento, onde a maior concentracdo de nitrogénio do meio é requerida para
o crescimento celular; e a fase de producdo, na qual a concentragdo de carbono do meio é
requerida para acumulo de produto (NITSCHKE et al., 2001).

Entretanto, é importante destacar que os métodos comumente utilizados para a medida
da concentracdo celular (espectrometria, biomassa seca, unidades formadoras de coldnias,
volume do sedimento obtido por centrifugacéo, etc.) representam uma informagdo muito
simples do que ocorre em um fenémeno biolégico, uma vez que o micro-organismo promove a
transformacdo dos componentes do meio em produtos, gracas as atividades de milhares de

enzimas que, por sua vez, sdo sintetizadas pelo proprio micro-organismo (HISS, 2001).

3.2.6 Aplicactes

A goma xantana tém sido amplamente utilizada em diversas aplicacGes (Tabela 1.2),
tais como alimentos e embalagens de alimentos, cosméticos, fabricacao de tintas, tratamentos
de &gua, industria de petrdleo, produtos de higiene pessoal, recuperacédo de petréleo, materiais
de construcdo, medicamentos, entre outras, devido a suas propriedades reologicas superiores
como a capacidade de formar uma solucdo altamente viscosa em baixas forcas de cisalhamento
e alta pseudo-plasticidade (ROSALAM e ENGLAND, 2006). A solucdo de goma xantana é
estavel em uma ampla faixa de temperaturas (até 90 °C), concentrac@es salinas e pH (2-11),
sdo resistentes a degradacdo mecanica, biodegradaveis e um biomaterial favoravel ao meio
ambiente. Essas propriedades superiores da xantana resultaram na sua aplicacdo na area
biomédica e demais aplica¢Oes industriais (FARIA et al., 2011). A Unica limitacdo da goma
xantana € a sua taxa de dissolucdo lenta que pode ser melhorada por alguns meios fisicos
(SANDFORD et al., 1981).
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Tabela 1.2. AplicagGes de goma xantana e respectivas fungoes.

Aplicagdes Quantidade (%) Funcéo Referéncia

Alimentos

Carneos 0,2-0,5 Aumenta a capacidade de retencdo de Rosalam e England (2006)
agua e inibe sinérese

Bebidas 0,05-0,20 Melhora textura dos sucos de fruta Sharma et al. (2006)

Lacteos 0,05-0,20 Inibe a sinérese e estabiliza as emulsbes ~ Rosalam e England (2006)

Alimentos 0,10-0,30 Estabiliza e evita a sinérese Sharma et al. (2006)

prontos

Chocolates 0,30-2,00 Substituticdo de gorduras e aumenta a Syafiq et al. (2014)
viscosidade

Sopas e molhos  0,05-0,50 Da boa estabilidade em temperatura Sharma et al. (2006)

Produtos para higiene pessoal

Creme dental
Cremes e logGes
Shampoos

0,70-1,00
0,20-0,50
0,20-0,50

Produtos farmacéuticos

Suspensdes e
emuls@es

Comprimidos

0,10-0,50

1,00-3,00

Aplicagdes industriais

Adesivos

Industria de
papel

Produtos
quimicos
agricolas
Exploracdo de
petréleo

Ceramica

0,10-0,30
0,10-0,20

0,10-0,30

0,10-0,40

0,30-0,50

elevada; evita a separacdo

Facilita 0 bombeamento e da firmeza
Estabiliza as emulsdes e da consisténcia
Controla a reologia

Fornece estabilidade

Retarda a liberacdo das drogas

Controla a reologia e penetracdo
Auxilia na suspensao e controla a reologia

Suspende ingredientes ativos; gruda na
superficie

Fornece boa estabilidade contra o sal e a
temperatura e atua como agente de
controle de mobilidade

Supende sélidos de forma eficaz

Rosalam e England (2006)
Rosalam e England (2006)
Rosalam e England (2006)

Byong (1996)

Byong (1996)

Flickinger e draw (1999)
Flickinger e draw (1999)

Flickinger e draw (1999)

Katzbauer (1998)

Flickinger e draw (1999)

Na industria de alimentos, a goma xantana é amplamente utilizada como agente

espessante e estabilizante em alimentos. Nos produtos de panificacdo, a goma xantana € usada

para aumentar ligacdo de agua durante o cozimento, armazenamento e contribui para aumentar

a vida de prateleira dos produtos. A goma xantana também pode ser utilizada como substituto

do ovo, em particular da clara, sem afetar a aparéncia e o sabor dos produtos (SHARMA et al.,

2006). Em bebidas e em polpas de frutas, a xantana é utilizada como espessante, contribuindo

para manutencdo da suspensdo, resultando em uma melhor aparéncia e textura. A xantana
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contribui também para melhorar a solubilidade em pH baixo, com excelente suspensdo de
insolGveis e compatibilidade com a maioria dos componentes (PALANIRAJ et al., 2011).

Misturas de goma xantana, carragenina, guar, e galactomananos sdo excelentes
estabilizadores para sorvete, batidos de leite, gelados de &gua, pudins e outros. Estas misturas
econdmicas fornecem viscosidade ideal, estabilidade a longo prazo, maior liberagdo de sabor,
protecdo ao choque térmico e controle na formacao de cristais de gelo (SHARMA et al., 2006;
ROSALAM e ENGLAND, 2006). Baixos niveis de goma xantana proporcionam alta
viscosidade em molhos. A viscosidade também € extremamente estavel a mudanca de
temperatura e é mantida sob uma variedade de condicGes de armazenamento a longo prazo
(PALANIRA] et al., 2011).

Além da industria de alimentos, xantana tem amplas aplica¢fes na industria quimica.
Uma mistura de xantana e goma de alfarroba pode ser usado em géis desodorantes. A
capacidade de xantana para transmitir a dispersao desejada, estabilidade em repouso, e baixa
viscosidade sob aplicacdo € usada para obter uma consisténcia correta nos cremes dentais. Na
industria do petroleo, a goma xantana é utilizada na perfuracdo de petréleo e limpeza de
oleodutos. Devido a sua excelente compatibilidade com sal e resisténcia a degradacéo térmica,
também ¢ util como aditivo em fluidos de perfuracdo (KATZBAUER, 1998). Na industria
agricola, a goma xantana tem sido usado para melhorar a capacidade de fluxo em formulacdes
de fungicidas, herbicidas e inseticidas suspendendo uniformemente o componente sélido, além
de ajudar no controle da pulverizacéo e a aderéncia, que aumentam o tempo de contato entre o
pesticida e a cultura (FLICKINGER e DRAW, 1999).

As propriedades pseudoplasticas da goma xantana fornecem excelente texturizacdo em
revestimentos de tetos e tintas com alto teor de sélidos, garantindo estabilidade, facilidade de
aplicacdo na parede e retencdo do acabamento da textura. A goma xantana também ¢é utilizada
como auxiliar de suspensdo ou estabilizador na fabricacdo de papel e papeldo, especialmente
para contato com alimentos (PALANIRAJ et al., 2011).

Recentemente, a goma xantana atraiu uma grande atencdo como biomaterial para
preparacdo de tecidos (matriz extracelular). E bem conhecido que, para uma regeneragio
adequada dos tecidos danificados, o suporte de tecido baseado em goma xantana deve ter
microambiente 3D proporcionando boa interacdo célula-matriz com superficie quimica,

nanotopologia e rigidez apropriada (MURPHY et al., 2014).
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4 CAPITULO II

INVESTIGACAO DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS DE
Xanthomonas spp. COMO MARCADOR QUIMICO DE PRODUCAO E
QUALIDADE DA GOMA XANTANA

Artigo publicado em 2018
Revista: Carbohydrate Polymers
Doi: https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2018.03.078

4.1 RESUMO

Neste estudo, investigamos os perfis de acidos graxos celulares de diferentes patovares
de Xanthomonas que produzem goma xantana e exploramos a composi¢cdo de acidos graxos
para identificar marcadores quimicos de producdo e qualidade de xantana. Trés patovares de
Xanthomonas foram estudados. O cultivo foi conduzido por 168h. Amostras do meio foram
coletadas para extracdo, quantificacdo e caracterizacdo da xantana. A relacdo de acidos graxos
insaturados / saturados (I/S) nas células de Xanthomonas durante o cultivo foi correlacionada
com a producdo, viscosidade e massa molecular da goma obtida a cada 24h. A cepa
Xanthomonas axonopodis pv manihotis 290 apresentou maior relacéo 1/S para os acidos graxos
celulares majoritarios (C16: 1n7 / C16: 0) em relacéo as outras duas cepas e esta alta propor¢do
estava diretamente associada a producdo de xantana. N&o foi observada correlacdo entre a
composicdo do acido graxo celular e as caracteristicas da xantana sintetizada. Assim, foi
possivel determinar um marcador quimico de producdo de goma xantana em cepas de
Xanthomonas.

Palavras-chave: Viscosidade; FAME; Acidos graxos insaturados; X. campestris; X.

axonopodis.

4.2 INTRODUCAO

A goma xantana é um polissacarideo natural produzido por bactérias do género
Xanthomonas, considerado um importante biopolimero industrial (GARCIA-OCHOA et al.,
2000). E utilizado em alimentos, na industria farmacéutica, em produtos para cuidados pessoais,

produtos agricolas e na industria do petrdleo como agente espessante, estabilizante e
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emulsificante, bem como aditivo em fluidos de perfuracdo (PALANIRAJ e JAYARAMAN,
2011; ROSALAM e ENGLAND, 2006).

A goma xantana est& envolvida em vérias funcfes nas Xanthomonas, incluindo ades&o,
interacbes célula-célula e protecdo contra condi¢bes ambientais extremas (KUMAR et al.,
2007). Xanthomonas é um género da familia Pseudomonaceae e todos 0s organismos deste
género sdo patdgenos de plantas. Células de Xanthomonas sdo bastfes retos simples, méveis,
gram-negativos e possuem um Gnico flagelo polar (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Diferentes patovares de Xanthomonas sao responsaveis pela producdo de varias gomas
xantana, que podem diferir nas propriedades, como viscosidade e estabilidade. Atualmente, o
conhecimento sobre o comportamento das cepas ainda precisa ser determinado. E importante
avaliar se o material polimérico sintetizado apresenta valor agregado e se pode ser usado para
aplicacdes especificas (CAl et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Acidos graxos e triglicérideos celulares podem ser usados como biomarcadores para
varios grupos taxonémicos. Além disso, alguns acidos graxos exibem funcgdes tipicas com
certos grupos funcionais adicionais, que podem ser explorados para o monitoramento de
populacdes microbianas especificas (FERNANDES e CHAER, 2010).

A andlise do perfil de &cidos graxos da membrana celular pode revelar informacdes
relevantes sobre as propriedades celulares dos micro-organismos, uma vez que a composicao
dos acidos graxos das membranas citoplasmaticas de todos os micro-organismos € unica para
cada espécie (CAMPBELL e CRONAN, 2001). Além disso, a membrana celular é importante
para 0S micro-organismos resistirem as condi¢fes ambientais adversas. Quando o ambiente
extracelular sofre alteracGes, varios mecanismos de defesa e respostas metabdlicas adaptativas
acontecem. Um exemplo é o controle da fluidez via alteracdo da composicéo de acidos graxos,
especialmente da proporcéo de acidos graxos insaturados (DENICH et al., 2003; HARTIG et
al., 2005). Algumas bactérias ainda tém a capacidade de modular os lipidios de membrana para
manter a fluidez e as funcdes de transporte em resposta a varias condicdes de estresse, como
durante a producdo e a secrecdo de exopolissacarideos a partir da membrana (KANEDA, 1991).

Para examinar a producdo e as propriedades diferenciadas da goma xantana sob as
mesmas condi¢des de cultivo, estudamos as mudancas no perfil de acidos graxos da membrana
celular de Xanthomonas durante o cultivo. 1sso nos permitira identificar marcadores quimicos
eficientes e, consequentemente, reduzir o tempo e o custo da producdo de xantana (CAl et al.,
2017).
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O objetivo desta pesquisa foi produzir goma xantana de diferentes patovares para
determinar o perfil de &cidos graxos da membrana celular de Xanthomonas e correlaciona-lo
com a producéo e propriedades do biopolimero visando definir possiveis marcadores quimicos
de producéo e qualidade das gomas xantanas.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Micro-organismos e preparacdo do indculo

A seleccéo das cepas foi baseada na escolha de trés patovares distintos que fornecerdo
uma generalizacdo dos dados obtidos para selecionar marcadores quimicos que possam ser
aplicados a qualquer cepa de Xanthomonas. Consequentemente, as cepas Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis 290, Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 645 e
Xanthomonas campestris pv. campestris 1155 foram estudadas para determinar o perfil de
acidos graxos da membrana celular durante o cultivo. As cepas foram obtidas da Cole¢éo de
Culturas de Fitobactérias do Instituto de Biologia, Campinas, SP, Brasil, na forma liofilizada.
As culturas liofilizadas foram cultivadas em caldo de extrato de levedura (YM) (Acumedia®),
contendo gelatina de digestdo enzimatica (5,0 g L™1), extrato de malte (3,0 g L), dextrose (10,0
g L) e extrato de levedura (3,0 g L™1), por 48h a 28 °C, e foram conservadas em glicerol (20,0
% vv?)a-80°C.

Cada experimento foi iniciado reativando primeiro a linhagem congelada em agar YM
(Acumedia®) contendo gelatina de digestdo enzimatica (5,0 g L™1), extrato de malte (3,0 g L™%),
dextrose (10,0 g L), extrato de levedura (3,0 g L) e agar (20,0 g L™Y); a cepa foi incubada
por 48h a 28 °C. O inbculo foi preparado em caldo YM, e cada cepa foi incubada em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de caldo YM. Os frascos inoculados foram incubados
a 28 = 2 °C por 24h em agitador orbital (Tecnal, TE-424) a 180 rpm (ASSIS et al., 2014; LI et
al., 2016).

4.3.2 Concentracao celular e producéo de goma xantana

O cultivo foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 250 mL, cada um contendo 80 mL
de meio. Os frascos foram inoculados com 16 mL de in6culo (20,0 % v v'1) e mantidos em
incubadora orbital a 28 + 2 °C e 250 rpm por até 168h (ASSIS et al., 2014). O meio foi composto

por uréia (0,01 % m v1), K;HPO4 (0,1 % m vY) e glicose (2,0 % m v!). Amostras do meio
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foram coletadas a cada intervalo de 24h para extragdo, quantificacdo e purificacdo da goma
xantana.

A cada periodo de cultivo, o meio foi centrifugado a 12.000 rpm por 30min a 4 °C
(HITACHI, CR-GIII) para precipitacéo celular. As células foram entdo lavadas com solugéo de
NaCl a 0,85 % e re-centrifugadas. Este processo foi repetido duas vezes, apos esse periodo as
células foram secas em estufa (Tecnal, TE 394/2) a 30 + 2 °C durante 24 horas e pesadas. A
concentracdo celular foi medida gravimetricamente e foi expressaem g L™.

Ao sobrenadante foi entdo adicionado etanol (96 °GL) em uma proporgéo de 1: 3 (v v
1) para a precipitacdo de goma xantana. A suspenséo foi agitada e recolhida. A goma xantana
foi seca em estufa (Tecnal TE, 394/2) a 30 = 2 °C por 48h. A producao de xantana por litro de
meio foi medida gravimetricamente e expressa em g L™ (ASSIS et al., 2014; DEMIRCI et al.,
2017).

4.3.3 Purificacdo da goma xantana

SolucBes aquosas de goma xantana foram dialisadas (membranas de 12.000 Da) contra
agua purificada a 100 rpm e 25 °C durante 72h num agitador orbital (Tecnal, TE-424). As
solugdes foram liofilizadas (LIOBRAS L108) por 48h e armazenadas em frascos herméticos
(ASSIS et al., 2014).

4.3.4 Composicao de acidos graxos das cepas de Xanthomonas

Os acidos graxos celulares foram extraidos (30 mg de célula) e transformados em metil
ésteres de acidos graxos (FAMESsS) usando o protocolo Sherlock MIS, com algumas
modificacdes. Resumidamente, foram realizados os seguintes passos: (i) saponificacdo a 100
°C durante 30 min com adicéo de 1 mL de NaOH 3,75 M em 50,0 % de metanol; (ii) metilacdo
dos acidos graxos liberados a 100 °C com 2 mL de BFz a 12,0 % durante 10 min; (iii) extracéo
dos FAMEs em 1,25 mL de isoctano; e (iv) lavagem do extrato organico com 3 mL de NaOH
al2% (mv?) (SILVAetal., 2017; YANG et al., 2012).

Os FAMEs foram separados usando um cromatografo a gas acoplado a um detector de
ionizagdo de chama (Perkin Elmer, Clarus® 680) e um detector de espectrometria de massas
(Perkin Elmer, Clarus 500) usando uma coluna DB-FFAP capilar (30 m x 0,32 mm x 0,25 mm)
a uma temperatura inicial de 150 °C (16 min). A temperatura foi entdo aumentada para 180 °C

a uma taxa de 2 °C min; esta foi mantida por 25 min antes de ser aumentada para 210 °C
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(10min) a uma taxa de 5 °C min?. A retencdo isotérmica final foi a 230 °C (16 min); a
temperatura foi aumentada a uma taxa de 10 °C min™t. Os pardmetros cromatograficos foram
0s seguintes: temperatura do injector, 250 °C; razdo de diviséo de 1:100; vazéo de 1,0 mL min’
! para He, 30 mL min para Hz e 300 mL min de ar para DIC; e volume de injegdo, 1uL. Apds
cada 24h de cultivo, os FAMEs foram identificados comparando os tempos de retencéo (TR)
com o padrdo BAME 47080-U (Supelco) da mistura bacteriana de éster de acido graxo e foram
confirmados por analise CG-EM. Os principais FAMEs foram quantificados pela normalizacéo
das areas cromatograficas, e os resultados foram expressos em porcentagem relativa de area
(SILVA et al., 2017).

A célula seca obtida apos cada 24h de cultivo foi analisada quanto ao perfil de acidos
graxos da membrana celular para determinar a correlagdo entre o perfil de acidos graxos de
cada cepa de Xanthomonas e a producdo e propriedades das respectivas gomas xantana

biossintetizadas.

4.3.5 Viscosidade aparente da goma xantana

A viscosidade aparente das amostras foi determinada com solugdes de goma xantana
(0,5 % m v!) preparadas com agua destilada. As solugGes foram agitadas durante 10 min para
completar a dissolucéo e foi entdo mantida a 10 °C durante 12h antes do ensaio. As viscosidades
aparentes foram medidas em um redmetro de cilindro concéntrico (Haake Rheotest, 2.1) com
uma taxa de cisalhamento de 25-1000 s. Os dados reoldgicos foram ajustados ao modelo de
Ostwald-de Waele (Eq. (1)),

p=Kxy®™m (1)

onde p ¢ a viscosidade aparente, K é o indice de consisténcia, y ¢ a taxa de cisalhamento

e n € o indice de comportamento do fluxo (ASSIS et al., 2014, SILVA et al., 2017).

4.3.6 Massa molecular da goma xantana

A massa molecular da goma xantana foi estimada por cromatografia de exclusao
molecular (sistemas GPC CLAE, PerkinElmer, Series 200) com colunas Shodex OHpak SB
803, 804, 805 e 806 em série; agua purificada foi usada como eluente com uma vazédo de 1mL
min!. Um detector de indice de refracdo (IR) (PerkinElmer, Série 200) foi usado. A coluna foi
calibrada com padrdes de dextrana (102.000; 207.200; 431.800; 655.200; 759.400; 1.360.000;
2.025.000; 2.800.000; 3.450.000; e 5.900.000 Da) (American Polymer Patterns). Aliquotas do
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padrdo de dextrana (40 pL, 0,3 % m v?1) e solugdo aquosa de goma xantana foram injetadas. A
massa molecular da goma xantana foi calculada utilizando a curva de calibragéo relacionando
0 log da massa molecular (massa molecular do padréo de dextrana) versus tempo de retencédo
(TR) (ASSIS et al., 2014).

4.3.7 Analise dos dados

Os coeficientes de correlagio (R?) foram calculados para determinar a correlagéo entre
a proporcdo de &cidos graxos insaturados / saturados (1/S) das células Xanthomonas durante o
cultivo, e a produgéo, viscosidade e massa molecular da goma obtida em cada ponto de tempo.
Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o programa ASSISTAT (2011),
versdo 7.7 beta. A estatistica descritiva, a analise de cluster e a analise de componentes
principais (ACP) foram realizadas utilizando o software estatistico e o pacote de anélise de
dados do STATISTICA 7.0. A diferenca percentual foi usada como a medida de similaridade,

e 0 método de Ward foi usado como a regra de ligagdo (XU et al., 2016).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Composicao de acidos graxos das cepas de Xanthomonas

As cepas 290, 645 e 1155 mostraram perfis qualitativos de acidos graxos celulares
semelhantes durante as 168 horas de cultivo. A porcentagem média de &cidos graxos celulares
em cada cepa é apresentada na Tabela 2.1. Identificamos aproximadamente 16 acidos graxos
celulares com base no padrdo BAME, que variou entre os diferentes patovares (Tabela 2.1). Os
acidos graxos majoritarios da cepa 290 foram i-C15: 0, a-C15: 0, C16: 0, C16: 1n7, C18: 1n9c
e C18: 2n6¢. Os acidos graxos identificados na cepa 290 estavam presentes em maiores
porcentagens também na linhagem 645, com excecdo do C18: 1n9c, que nao foi detectado em
altos percentuais. A cepa 1155 também exibiu 0s mesmos acidos graxos majoritarios que a cepa
645, com excecdo de C18: 2n6c¢, que ndo foi detectado. Esses acidos graxos celulares foram
responsaveis por aproximadamente 70,0% do total de acidos graxos identificados, semelhante
aos resultados anteriormente relatados por Silva et al. (2017) para Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae 2103. Esses resultados de acidos graxos também foram consistentes com os
relatados para Xanthomonas (SILVA et al., 2017; YANG et al., 2012) e observou-se que 0S
acidos graxos de cadeia linear, iso- e anteiso-ramificada, hidroxila, monoinsaturada e

ciclopropano foram os &cidos graxos mais comuns, variando de 14 a 20 carbonos na cadeia.
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Tabela 2.1. Composicdo de metil ésteres de &cidos graxos de células de Xanthomonas durante cultivo.

Acidos graxos

Concentragdo (%)

§ 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
'% C14:0 5,93 + 0,40° 3,12 +£0,20° 10,26 £0,10° 7,62 +0,60% 6,64+ 0,408 8,26 +0,20° 6,83 + 0,30¢
% i-C15:0 16,14 + 0,802 8,05+ 0,90° 12,04 £ 0,31° 4,06 + 0,21¢ 4,61+0,20° 14,72 +0,30f 15,40 £ 0,122
E a-C15:0 1,61 £ 0,302 5,38 £0,70° 4,36 +0,31° 3,24+0,10° 357+053° 12,17+0,72° 13,57 +0,50
S C15:0 2,37 +0,20° 2,19 £0,712° 2,19+0,058 1,63+0,31°¢ 3,23+0,15° 2,18 +0,50%° 1,16 + 0,20¢
._g' i-C16:0 1,18 £0,122 3,99 +0,60°¢4 3,630,220 2,69 £0,70° 2,76 £0,44° 4,43 +0,30¢ 1,31+£0,212
=3 C16:0 27,76 £1,212 17,48 +1,02° 19,81+0,40° 14,72+0,22¢ 27,80+0,73%° 19,04 +0,01¢ 18,84 £ 0,32°
2 C16:1n7 2551 +0,84* 1550+0,63* 32,33+0,30° 55,31+0,51 41,69+0,82° 26,78+0,60° 32,21+0,15°
% i-C17:0 3,51 +£0,412 0,62 +0,01° 0,98 £0,17°¢ 0,73 +0,03¢ 2,32 £0,12° 2,47 £0,15° 2,13+0,31¢
@ 3-OHC12:0 3,37 £ 050° 3,50+ 0,117 3,18 £ 0,40° 2,36+027° 1,32+0,18°  4,51+0,10¢ 3,79 + 0,40°
S C18:0 4,18 +0,512P 4,71+0,30% 3,49 £ 0,60° 2,59 +0,61°¢ 1,99 +0,33° ND 2,26 £ 0,60°
g C18:1n9c 5,41+ 0,722 8,57 £0,21° 6,79 + 0,56° 504+051* 3,38+092¢ 1,69+0,21° 2,50 +0,20¢
g C18:2n6¢ 3,05+ 0,227 26,90 + 0,55° 0,95 +0,04° ND 0,70+£0,12¢ 3,76 +0,44° ND
% S Saturados  66,03+4,43%¢ 4903+453° 5993+2,54° 3965+3,03 54,23+306° 67,77+226¢ 65,29 + 2,943
T Insaturados 33,97 +1,78*F 50,97 +1,39° 40,07 +0,90° 60,35+1,02¢ 4577 +1,86° 32,23+1,25% 34,71 +0,35'
o A Concentragao (%)
g Acidos graxos 24 h 48h 72h 96 h 120 h 144 h 168 h
,g C14:.0 2,570,112 1,69 +0,40° 2,60 £ 0,102 1,97 £0,33° 3,15£0,12° 4,24 +0,40¢ 3,40 +0,62¢
2 i-C15:0 19,68 +0,11* 20,14 +0,55%¢ 15,77 +0,40° 17,30+0,22° 20,08+0,23¢ 5,66 +0,50° 6,31+0,81°
c a-C15:0 17,91 £ 0,202 17,62+0,632 22,10 +0,44° 14,89 +0,20° 19,25+0,24¢ 4,37 +0,73¢ 7,67 + 0,40
E C15:0 3,13+0,43% 3,17 £0,41° 1,88 +£0,10° 3,06+0,63* 506+040° 150+0,31° 6,13 + 0,30¢
2 i-C16:0 1,98 + 0,222 1,70 + 0,212¢ 5,46 + 0,20° 1,83+0,27%¢ 2,82+0,30° 1,23 +0,14%¢ 1,49 +0,22°
g C16:0 20,62 +0,30* 23,33+0,31>F 17,37+0,52° 22,07+0,60° 16,56+0,52> 30,11+0,22¢ 23,04 +0,15f
3 C16:1n7 13,17+0,30° 20,84+0,11° 17,45+0,50° 25,37+0,14% 2529+0,20° 29,18 +0,20° 34,65+ 0,31
@ i-C17:0 ND 1,36 +0,20? 5,95 +0,81° 343+0,16° 0,61+0,10¢ 2,60+0,42° 1,21 +0,40°
£ 3-OH C12:0 0,58 + 0,052 4,32 +0,40° 3,58 +0,61°¢ 3,52+0,20° 0,78+0,13¢ 3,42 +0,82°¢ 1,97 + 0,50°
a C17:0 0,44 + 0,122 0,64 +0,10? 1,96 + 0,22° ND 1,19 +0,10¢ ND ND
% C17:0% ND 0,93 £0,03% ND ND 0,71 +0,30° ND ND
9 C18:0 5,30 £ 0,20° 0,71+0,41° 1,32 +0,10° 2,50+050¢ 090+021° 2,75+0,11¢ 5,41 + 0,30°
5 C18:1n9c 13,49 + 0,20° 0,78 +£0,20° 4,14 +£0,10° 2,40+0,30 1,19+0,40° 3,99 +0,20° 6,93 + 0,20°
g C18:1n9t ND 0,89 £ 0,617 ND 1,68 + 0,40? ND ND ND
% C18:2n6¢c 1,14+0,16* 1,88+0,70%%¢  0,41+0,12° ND 2,42+0,10° 10,97 +0,29¢ 1,79 +0,16°
X Saturados 72,20+ 1,74* 7561+3,65*" 78,00+3,50° 70,56 +3,11* 71,10+2,64%° 5586+3,64° 56,63+ 3,69°
T Insaturados 27,80 0,66  24,39+1,62° 22,00+0,72° 29,45+0,84 28,90+0,70¢ 44,14+0,69° 43,37 +0,67°
- Concentragéo (%)
Acidos graxos
ey 24h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h 168 h
= C13:.0 ND ND ND 0,99+0,04* 0,63+0,20° 0,73+0,12° 1,55 +0,13¢
"é’ C14:.0 2,22 +0,13° 3,94 +£0,30° 3,86 £ 0,220 2,69+0,18% 3,35+0,22%  291+0,26° 2,12 +0,28°
§_ i-C15:0 7,57 £ 0,312 11,46 +0,30° 7,87 £0,61° 7,300,200 2,76+0,11° 9,88+0,33¢ 10,80 + 0,19¢
£ a-C15:0 17,26 £ 0,408 11,05+ 0,20° 8,51 +0,70° 8,61+0,16° 11,47+0,82° 10,28 +0,23¢ 3,94 +0,45¢
: C15:0 2,78+£0,60%°  2,49+0,10** 2,19 + 0,50%" 242+0,128  2,77+£0,21° 2,19+0,323° 1,23 +0,20°
= i-C16:0 3,11+0,25? 3,96 £ 0,412 1,26 +0,13° 3,38+0,40° 2,38+0,22° 2,10+0,41° 2,22 +0,10°
= C16:0 18,75+0,20° 21,70+0,40° 33,74+1,22¢ 2947+0,31¢ 23,03+0,33¢ 27,88+0,40" 36,39 0,319
s C16:1n7 30,20+ 0,400 28,45+0,26" 30,460,772 32,02+0,59° 34,92+0,47¢ 29,87+0,15* 26,75+ 0,66°
£ i-C17:0 2,36 £ 0,222 2,47+0,17° 1,06 +0,11° 2,04+044* 526+052° 2,50+0,19° 1,86 +0,10¢
o 3-OHC120 5,16 + 0,342 6,11 +0,11° 1,53 +0,12¢ 510+0,86*¢ 6,34+0,41Y 5,77 +0,30%¢ 5,98 +£0,13¢
g C17:0 ND 1,98 £0,22 ND ND ND ND ND
£ C18:0 3,13+0,122 2,37 £0,41° 3,68 £0,22¢ 1,056+0,11¢  322+0,10* 1,57 +0,20° 1,86 + 0,310¢
< C18:1n9c 5,23 £ 0,142 2,62 +0,50° 3,87 £0,31° 154+0,10¢ 3,88+0,13°  1,45+0,20¢ 1,41 +0,42¢
3 C18:1n9t 2,24 £0,20° 1,41+0,21° 1,97 +£0,10° 3,37+£0,30° ND 2,87 £0,30¢ 3,88 £0,70°
X T Y Saturados 62,33 +2,56%° 67,52+ 2,61°° 63,70 +3,82°9 63,07 +2,81°9 61,20+3,137 6581 +2,75°0 67,96 % 2,19°°
T Insaturados 37,67 £0,74%¢ 32,48+0,97° 36,30+1,18% 36,93+0,99* 38,80+0,60° 34,19+0,65¢ 32,04 +1,78¢

Médias + desvio padrdo. ND é ndo detectado. Médias seguidas por letras diferentes no canto superior
direito, na mesma linha, indicam diferencas significativas entre as amostras (p<0,05) determinadas pelo
teste de Tukey.
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Piotrowska-Seget e Mrozik (2003) relataram que os &cidos graxos de cadeia ramificada
sdo componentes comuns das bactérias Gram-positivas e freqlientemente estdo ausentes nas
bactérias Gram-negativas. Entretanto, pelo menos 10 géneros de bactérias gram-negativas,
incluindo Xanthomonas, foram relatados como produtores de acidos graxos de cadeia
ramificada (KANEDA, 1991; YANG et al., 2012), como demonstrado neste estudo. Devido a
diferencas discretas na membrana celular bacteriana, a composicdo de &cidos graxos da
membrana celular bacteriana tem sido extensivamente estudada, a fim de correlacioné-la com
espécies microbianas, ou para monitorar mudancas nas populagdes de micro-organismos
(AZEVEDO et al., 2014, SILVA et al., 2017, YANG et al., 2012).

No presente estudo, observou-se que a composicdo dos acidos graxos foi semelhante
entre 0s patovares estudados, com pequenas variacdes na porcentagem de cada acido graxo
identificado. Isso resulta em diferencas discretas nos A&cidos graxos identificados
majoritariamente para cada patovar (Tabela 2.1). Segundo Vauterin et al. (1996), a similaridade
entre as cepas de Xanthomonas esta diretamente associada a composicao de seus principais
acidos graxos. Os acidos graxos minoritarios tém pouco impacto na similaridade das espécies,
no entanto, eles podem ser muito Uteis na diferenciacdo entre espécies de Xanthomonas que
apresentam perfis de &cidos graxos da membrana celular muito semelhantes, ou mesmo entre
diferentes espécies.

Os acidos graxos celulares das trés cepas foram compostos principalmente de estruturas
de cadeia linear, especialmente acidos graxos saturados (Tabela 2.1). Os &cidos graxos celulares
insaturados e saturados mais significativos foram C16: 1n7 e C16: 0 para as trés linhagens, com
média de aproximadamente 28,95% e 23,31%, respectivamente. A mudanca no teor de
insaturacdo ocorre durante o cultivo, o que da origem a porcentagens oscilantes de acidos
graxos saturados e insaturados. Nossos resultados sugerem que mudangas na composicdo da
membrana celular de Xanthomonas ocorrem durante a producdo de goma xantana.

A similaridade na composicdo de acidos graxos da membrana celular entre as cepas de
Xanthomonas foi determinada por analise de dados multivariada. Ensaio de cluster foi realizado
para determinar a percentagem de acidos graxos obtidos durante o cultivo. Os clusters sao
apresentados graficamente por um dendrograma na Figura 2.1A. Observamos que as cepas
foram divididas em dois clusters principais. O primeiro cluster contém apenas a Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis 290, enquanto o segundo agrupamento contém ambas Xanthomonas

campestris pv. mangiferaeindicae 645 e Xanthomonas campestris pv. campestris 1155.
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Figura 2.1. Dendrograma (A) e resultados da analise de agrupamento de cepas de
Xanthomonas (B). As pontuagdes no plano séo definidas pelos dois primeiros componentes
principais PC1 e PC2, utilizando as percentagens de &cidos graxos das células de
Xanthomonas durante a producgéo de goma.
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A distribuicdo baseada nos perfis de acidos graxos celulares obtidos por ACP e o
agrupamento das trés cepas estdo apresentados na Figura 2.1B, onde as cepas estdo
representadas em funcdo dos dois primeiros componentes principais (PC). Os dois primeiros
PC extrairam 80,0% da variacdo total. Como mostrado na Figura 2.1, as cepas Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae 645 e Xanthomonas campestris pv. campestris 1155 foram
agrupados no lado esquerdo do PC1 (50,68%).

A cepa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 foi separada das outras cepas e
ficou do lado direito do PC1. Esses resultados demonstraram que os perfis das linhagens 645 e

1155 foram mais semelhantes entre si do que com a linhagem 290. Esse comportamento foi
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previsto para as espécies de X. campestris, que, apesar de serem classificadas como patovares
distintos, apresentam caracteristicas quimicas semelhantes, quando comparadas a cepa 290, que
é classificada como X. axonopodis. Nosso estudo demonstrou que o reconhecimento da
composicdo de acidos graxos permite a identificacdo de bactérias no nivel da espécie para
estabelecer relagdes taxonémicas e pode ser usado como marcadores quimicos de espécies de
Xanthomonas (BUYER, 2002; VAUTERIN et al., 1996; YANG et al., 2012).

4.4.2 Concentracao celular e producéo da goma xantana

As curvas de crescimento celular e producdo de goma xantana para as trés cepas (290,
645 e 1155) foram estudadas e os resultados sdo mostrados na Figura 2.2. Como mostrado pelas
curvas de crescimento celular, as cepas ndo exibiram a fase lag (adaptacéo ao meio de cultivo).
Isto foi devido a preparacdes anteriores do indculo, que ja introduzem a glicose como fonte de
carbono. A fase exponencial de crescimento, durante a qual ocorreu o crescimento dos isolados
de Xanthomonas, foi iniciada ap6s 24h de cultivo para Xanthomonas 290 e 645, e ocorreu apds
48 horas de cultivo para Xanthomonas 1155.

A producao de goma xantana ocorreu ap0s 24h de cultivo e com um aumento acentuado
na taxa no inicio da fase estacionaria para as cepas 290 e 645. Para a cepa X. campestris pv.
campestris 1155, a maior producdo de xantana ocorreu nas primeiras 24 horas de cultivo. Foi
demonstrado que a fase estacionaria de crescimento para diferentes espécies de Xanthomonas
spp. ocorre entre 48 e 60h. Durante esse tempo, a composicdo de &cidos graxos permanece
estavel e a producdo de xantana atinge um maximo. A producdo de xantana torna-se muito
limitada durante a fase exponencial (HABIBI e KHOSRAVI-DARANI, 2017; YANG et al.,
2012).

Para a cepa 290, a producdo maxima do polimero foi observada com 96h de cultivo
(3,79 g LY. Por outro lado, o patovar 645 demonstrou a maior producdo de goma xantana em
120h (3,69 g L), e a cepa 1155 exibiu 0 maior acimulo de goma xantana em 24h (3,58 g L ).
Ap0s 96h de cultivo, a cepa 290 mostrou um declinio acentuado na produc¢do de xantana, o que
indicou que, neste estagio, o consumo de glicose esta ligado a hidrolise do polimero mediada

por enzimas para restaurar as fontes de carbono (CASAS et al., 2000).



Figura 2.2. Producéo de goma xantana e crescimento celular de cepas de Xanthomonas
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A cepa 1155 mostrou uma produtividade maxima de xantana de 0,15 g L™*h?, um valor
75,0% maior do que os encontrados nas cepas 645 (0,03 g L h') e 290 (0,04 g L™ hY). Ficou
evidente que os patovares de Xanthomonas sdo criticos para a producdo de goma xantana.
Rottava et al. (2009) propuseram que a produtividade de xantana é influenciada pela cepa
microbiana especifica, o tempo de cultivo e a fonte de carbono utilizada. No presente estudo, o
tempo de cultivo e a fonte de carbono foram padronizados para as trés cepas analisadas, o que
indicou que caracteristicas inerentes dos patovares podem levar a variagdes no comportamento

da producéo de biopolimeros.

4.4.3 Viscosidade aparente da goma xantana

A viscosidade da goma xantana € importante pelas suas propriedades espessantes, assim
como seus efeitos reologicos e pseudoplasticos em solucBes aquosas. Essas propriedades sdo
importantes para sua aplicagéo industrial e, portanto, séo os principais indicadores de qualidade
da xantana (LI e FEKE, 2015; SILVA et al., 2017; WANG et al., 2017). A Figura 2.3 mostra a
analise comportamental reoldgica das gomas xantanas produzidas pelas trés cepas de
Xanthomonas avaliadas em diferentes estagios do cultivo.

Os resultados mostraram que quando a tensdo de cisalhamento foi gradualmente
aumentada, a viscosidade foi diminuindo cada vez mais a medida que agregados de moléculas
de xantana limitados por ligacdes de hidrogénio e emaranhamento de polimeros se rompem sob
a pressao de cisalnamento aplicada. No entanto, apos a remocéo do estresse de cisalhamento, a
viscosidade inicial da solucdo foi imediatamente recuperada (DAWKINS e NANNA, 1995;
NIKNEZHAD et al., 2015). Assim, verificou-se que as amostras exibem comportamento
pseudopléastico, no qual a viscosidade aparente diminui com o aumento da taxa de cisalhamento.
Este comportamento € tipico de solu¢des poliméricas contendo polissacarideos microbianos de
alta massa molecular, como a xantana (RAO et al., 2003; ROTTAVA et al., 2009). Quando
comparados os dados da solucdo aquosa de goma xantana das trés cepas estudados, observamos
que a 25 °C com uma taxa de cisalhamento de 25 s*, a X. axonopodis pv manihotis 290
apresenta uma maior viscosidade aparente quando comparados com as de X. campestris pv.
mangiferaeindicae 645 e X. campestris pv campestris 1155, com uma viscosidade aparente
méaxima de 149 mPa.s contra 135 mPa.s e 90 mPa.s, respectivamente (Figura 2.4). Portanto,
enquanto a cepa X. campestris pv campestris 1155 alcangou maior produtividade de xantana, a

goma produzida apresentou menor viscosidade, o que pode limitar seu uso industrial.
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Figura 2.3. Viscosidade aparente de solugdes aquosas de goma xantana a 0,5% derivada da

glicose produzida por cepas de Xanthomonas a 25 °C em fungéo da taxa de cisalhamento.
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Figura 2.4. Viscosidade aparente de solugdo aquosa de goma xantana a 0,5% derivada da
glicose produzida por Xanthomonas a 25 °C / 25 s, expressa em funcio do tempo.
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As propriedades reoldgicas das solucdes de goma xantana mudam com a natureza do
polimero. Em geral, elas sdo dependentes da massa molecular média (TAKO e NAKAMURA,
1984), dos niveis de acido pirtvico na goma (CADMUS et al., 1978), das condigcdes
operacionais (PETERS et al., 1993), e das espécies de Xanthomonas usadas (KENNEDY e
BRADSHAW, 1984). Nossos resultados confirmaram que as gomas xantana sintetizadas pelas
trés cepas estudadas foram distintas quanto a producdo, composi¢cdo e qualidade, apesar das

mesmas condi¢6es de cultivo.

4.4.4 Massa molecular da goma xantana

As massas moleculares médias das gomas xantana sintetizadas pelas trés cepas sao
apresentadas na Tabela 2.2. As gomas xantanas sintetizadas pela cepa Xanthomonas campestris
pv. mangiferaeindicae 645 apresentou maiores massas moleculares médias e variou de
1,03x108 Da com 24h de cultivo a 2,97x108 Da com 48h. A cepa Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis 290 apresentou valores mais baixos, que variaram de 1,44x108 Da (24h) a 2,18x108
Da (48h), enquanto a Xanthomonas campestris pv. campestris 1155 exibiram massas
moleculares médias de 4,58x10’ Da (24h) 4 0,61x10® Da (120h).

Os valores obtidos no presente estudo foram maiores quando comparados com aqueles

relatados por Assis et al. (2014), onde foram analisadas as gomas xantanas sintetizadas com
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glicerina bruta como substrato, onde polimeros com massa molecular maximas de 2,74x10’ Da
foram obtidos. Sabe-se que a composic¢do do meio pode influenciar a massa molecular, portanto,
diferencas nos resultados podem ser oriundas da fonte de carbono usada para produzir o
polissacarideo. E provavel que micro-organismos desenvolvam diferentes rotas metabélicas
dependendo do meio de cultivo, o que pode afetar a massa molecular da xantana. Além disso,
observou-se que maiores resultados de viscosidade aparente estdo positivamente associados
com massas moleculares médias de gomas sintetizadas por Xanthomonas campestris pv.
campestris 1155 (R? = 0,96), Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 645 (R? = 0,92)

e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 (R? = 0,87).

Tabela 2.2. Massa molecular da goma xantana produzida por diferentes cepas de Xanthomonas.

Cepa Periodo de cultivo (h) MM média (Da)
24 1,44x10° £ 0,03
48 2,18x10° +0,04°
- 72 1,99x10° £ 0,04°
ﬁzﬁf&gﬂgr;g% axonopodis pv. 9 L 74%10° £ 0,05°
120 1,84x10° £ 0,04°
144 1,89x108 + 0,065
168 1,91x10° + 0,01
24 1,03x10°® + 0,03
48 2,97x10°% + 0,02
Xanthomonas campestris pv 72 2,39x10° £ 0,10°
mangiferaeindicaep645 P 96 1,75X10: +0,06°
120 2,47x10° £ 0,09°
144 1,37x10° +0,06°
168 2,23x108 + 0,02
24 0,46x10° + 0.07°
48 0,49x10° + 0.04"
Xanthomonas campestris pv. 2 0'54)(10: * 0-022
campestris 1155 96 0,59x10° + 0.03
120 0,61x10° + 0.04°
144 0,60x10° + 0.09°
168 0,50x10° + 0.06"

Médias + desvios padrdo. Médias seguidas por letras diferentes no canto superior direito, na mesma
coluna, indicam diferencas significativas entre as amostras (p<0,05) determinadas pelo teste de Tukey.

Notou-se que maiores massas moleculares das xantanas também foram associadas com

maiores viscosidades aparente. Sabe-se que a massa molecular e a estrutura terciaria da goma
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xantana sdo determinantes na viscosidade do polimero (GALINDO et al., 1994). Além disso,
as propriedades das gomas sdo afetadas pela linhagem especifica que realiza a bioconverséo do
substrato utilizado, a composi¢do do meio de cultivo e as condigdes de operacdo no processo
de cultivo (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Neste estudo, as condi¢des e a composicdo do meio
de cultivo utilizado foram mantidas constantes, 0 que demonstrou que as variagdes na massa
molecular podem ser determinadas por caracteristicas intrinsecas da linhagem, e podem ser

correlacionadas com a composi¢do de acidos graxos celulares.

4.4.5 Correlacao entre a composicéo de acidos graxos das Xanthomonas e a producéo e
gualidade da xantana

Até o momento, nenhum estudo descrito na literatura demonstrou a associacao entre a
producdo / qualidade da goma xantana e o perfil de &cidos graxos celulares das cepas de
Xanthomonas. Neste estudo, a razdo de acidos graxos majoritarios insaturados / saturados (1/S)
em cada intervalo de 24h do processo de cultivo foi quantificada para determinar a associacéo
entre perfis de acidos graxos e producdo, viscosidade e massa molecular de xantanas
sintetizadas a partir de diferentes patovares de Xanthomonas. Outras razdes, como aquelas entre
acidos graxos I/S C16: 0 e C18: 0, também foram calculadas para identificar possiveis
marcadores quimicos de producdo e qualidade da goma xantana.

Como mostrado na Figura 2.5, comparado com as cepas 645 e 1555, a cepa 290 exibiu
uma relacdo 1/S relativamente elevada para os acidos graxos celulares majoritarios (C16: 1n7 /
C16: 0), que esta diretamente associado a produgdo de xantana (R? = 0,72). Apesar disso,
comportamentos semelhantes e diretamente associados também foram observados para os
isolados 645 (R? = 0,65) e 1155 (R? = 0,71). Ao avaliar apenas 0s pontos até o periodo em que
a producdo de goma xantana é maxima e considerando que, apds esse ponto, a producédo de
polimero se torna invidvel, confirmou-se que a relacdo C16: 1n7 / C16: O foi mais
significativamente correlacionada com a producéo de goma pelos altos valores de R? (estirpe
290 = 0,96, estirpe 645 = 0,73 e estirpe 1155 = 0,77). Assim, nosso estudo destaca a relacdo
direta entre a razdo C16: 1n7 / C16: 0 da membrana celular e a producdo de goma xantana,
dentro do nosso dominio experimental.

Para X. axonopodis pv manihotis 290, o aumento da relagdo 1/S foi concomitante ao
aumento da producéo de polimeros de 24h para 96h, seguido por um decaimento em proporcoes
semelhantes até o final do processo de cultivo. Para X. campestris pv mangiferaeindicae 645,

um comportamento semelhante foi observado principalmente das 72h as 168h.
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E para a X. campestris pv campestris 1155, houve um decaimento caracteristico das 24h
as 72h, seguido de um pico as 120h, o que também confirmou a possivel correlagdo entre os
acidos graxos celulares e a producdo de goma xantana.

N&o foi observada correlacdo entre a composicdo dos acidos graxos celulares e as
propriedades (viscosidade aparente e massa molecular) da xantana sintetizada por qualquer um
dos trés patovares estudados. As razbes I/S de acidos graxos totais e C18: 0 ndo foram
associadas a producdo, viscosidade aparente e massa molecular da goma. Isso demonstrou que
a composicdo de acidos graxos celulares de Xanthomonas, apesar de estar diretamente
associada a producéo de goma, ndo tem um efeito direto sobre a qualidade do polimero. Acidos
graxos insaturados presentes na membrana celular reduzem a sua rigidez e permitem maiores
trocas entre 0s meios extra e intracelular, o que leva ao aumento da permeabilidade celular
(DENICH et al., 2003, SILVA et al., 2017).

A via de producdo da goma xantana pode ser dividida em trés partes: (i) absor¢éo de
acucares simples e conversdao em derivados nucleotidicos, (ii) montagem de subunidades de
pentassacarideo ligadas a um transportador de isopentil pirofosfato, e (iii) polimerizacdo de
unidades de repeticdo de pentassacarideos e sua secre¢do (PALANIRAJ e JAYARAMAN,
2011).

Durante a secre¢do do polimero no ambiente extracelular, mudancas na composicao de
acidos graxos celulares ocorrem para facilitar o processo (CAl et al., 2017). Portanto, o
transporte facilitado de nutrientes do meio favorece a sintese da goma xantana. Com o consumo
de fontes de nitrogénio mais rapido, mais favorecido é o crescimento microbiano, ja com o
consumo de fontes de carbono, é favorecida a producdo e a secrecdo de polissacarideos para
fora da célula (PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011). Assim, uma maior razdo /S esta
diretamente associada a producao de polimeros.

Além disso, os acidos graxos sdo responsaveis pela ancoragem de lipopolissacarideos
(LPS) paraa membrana externa de bactérias gram-negativas, como Xanthomonas spp., e o papel
biolégico do LPS envolve a participacdo em mecanismos patogénicos (DI LORENZO et al.,
2017; GONZALEZ e KESHAVAN, 2006). Portanto, 0s 4cidos graxos presentes na membrana
das cepas de Xanthomonas e a producéo de xantana envolvidos na adesdo da bactéria hospedeira
podem mostrar uma correlagdo direta. Esse comportamento permite a identificagdo de um
possivel marcador quimico de producgdo, uma vez que a composi¢do dos principais acidos

graxos celulares e a producéo de biopolimeros podem estar relacionadas.
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4.5 CONCLUSAO

Os perfis de acidos graxos celulares para os todos patovares de Xanthomonas foram
semelhantes e apresentaram maiores propor¢des de C16: 1n7 e C16: 0. N&o houve associagédo
entre a composicdo de &cidos graxos e as propriedades (viscosidade aparente e massa
molecular) das gomas sintetizadas. No entanto, observamos uma possivel relagdo entre a razéo
de &cidos graxos insaturados / saturados e a produgdo de goma xantana, possivelmente devido
a influéncia da composicdo de &cidos graxos na fluidez da membrana celular. Portanto, é
possivel determinar marcador quimico de producéo para esses trés patovares de Xanthomonas.
Essa associacdo € de extrema importancia para a producao industrial de goma xantana, uma vez
que a reprodutibilidade desse polimero € o principal agente limitante de producdo em larga

escala.
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5 CAPITULO Il

INFLUENCIA DO TEMPO DE CULTIVO E DE CEPAS DE Xanthomonas
spp. NA PRODUCAO, COMPOSICAO E PROPRIEDADES DA GOMA
XANTANA

Artigo submetido em: margo / 2019
Revista: Journal Applied Polymer Science

5.1 RESUMO

O objetivo desse estudo foi monitorar a influéncia de cepas de Xanthomonas spp. e do
tempo de cultivo na producdo, propriedades e composic¢do da goma xantana, verificando como
essas variaveis interferem na qualidade do biopolimero. Foram monitoradas trés cepas distintas
durante 168 horas de cultivo. A cada 24 horas foi coletada uma amostra para determinacéo do
crescimento celular, producédo de goma e consumo de substrato, 0 que permitiu a avaliacdo de
parametros cinéticos do processo e a compreensdo da influéncia da cepa e do tempo no cultivo.
Andlises de FTIR, DRX, viscosidade aparente, massa molecular, TGA, agUcares e &cidos foram
realizadas com a finalidade de caracterizar as gomas produzidas e identificar possiveis
diferencas nessas propriedades e composi¢cdo conforme a estirpe utilizada e o tempo de cultivo.
Os resultados apontaram a influéncia das cepas de Xanthomonas spp. e do tempo de cultivo na
produtividade (Press = 0,047g L™ h™, Prago = 0,039 g L™ h%; Pri1ss = 0,149 g L h) e qualidade
das gomas, uma vez que a viscosidade foi maxima nas primeiras 48 h para as cepas 290 (148,71
mPa.s) e 645 (135,28 mPa.s), enquanto que para a cepa 1155, o valor maximo identificado para
essa propriedade foi em 120 h (90,48 mPa.s). Percebeu-se também influéncia das variaveis na
composicdo quimica da xantana, jA& que 0 aumento da concentracdo de piruvato na goma
promoveu também o aumento da viscosidade do polimero, identificando maiores teores de
acido piravico (0,07 %) para a goma sintetizada pela cepa 290. Por outro lado, o maior teor de
glicose (59,04%) permitiu a reducdo dessa propriedade (90,55 mPa.s) para a goma sintetizada
com a cepa 645, confirmando que a composicdo da xantana esta diretamente relacionada a sua
qualidade. Os achados desse estudo apresentam importancia pratica, uma vez que estes
permitem melhorar a producdo e qualidade da xantana e identificar a cepa e o tempo de cultivo

mais eficientes, possibilitando reducdo dos custos na producéo a nivel industrial.
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Palavras-chave: produtividade; massa molecular; consumo de substrato; Xanthomonas

campestris; Xanthomonas axonopodis.

5.2 INTRODUCAO

A goma xantana é um heteropolissacarideo extracelular que é produzido por
Xanthomonas campestris e outras Xanthomonas spp. durante a cultivo aerébico (FARHADI et
al., 2012; NIKNEZHAD et al., 2016; HABIBI e KHOSRAVI-DARANI, 2017). Este
biopolimero é amplamente utilizado como aditivo nas industrias alimenticia, cosmética, de
recuperacdo de petréleo, farmacéutica e agricola devido as suas excelentes propriedades
reologicas, pseudoplasticidade, propriedade espessante e estabilidade ao calor, &cido e alcalis
(ROSALAM e ENGLAND, 2006; LI et al., 2016).

As aplicagdes tecnologicas dos exopolimeros, como a xantana, sao bastante dependentes
de suas propriedades, portanto, a determinacéo e o estudo da composi¢do quimica e de outras
caracteristicas do polimero, como a massa molecular e a viscosidade, sdo extremamente
relevantes para prever suas potenciais aplicacdes (KACI et al., 2005). A massa molecular da
goma xantana, normalmente apresenta-se superior a 2,0x10° Da (PALANIRAJ e
JAYARAMAN, 2011; ASSIS et al., 2014; MIRANDA et al., 2018). Essa propriedade €
fortemente influenciada pelas caracteristicas da cepa produtora e condicdes de cultivo, podendo
ter uma variacdo ainda mais significativa a depender da cepa e processo utilizado para obtencédo
da goma xantana.

A goma xantana €, em geral, composta de glicose, manose e acido glucurénico com
relacdo molar de 2,0:2,0:1,0, respectivamente, porém, essa composi¢do gquimica da xantana
ainda pode variar, dependendo da cepa e composicéo do meio (PETERS et al., 1993; GARCIA-
OCHOA et al., 2000). Outros monossacarideos, como ramnose, arabinose, xilose e galactose,
também podem ser encontrados ha goma xantana, e influenciam diretamente na sua viscosidade
e estabilidade em solucdo (WANG et al., 2017). Alguns estudos ainda identificam varia¢6es no
teor desses compostos, onde auséncia de acido glucurdnico e razdo molar de glicose e manose
de 2:1 foram também percebidas em gomas xantana sintetizadas pela cepa X. campestris pv
campestris 8396 (HEYRAUD et al., 1998). Destaca-se que a xantana pode ainda conter teores
de piruvato variando de quase zero até 8% (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

As espécies de Xanthomonas spp. empregadas na produgdo de xantana, influenciam
diretamente na sua composicéo quimica e nas suas propriedades. As cepas de Xanthomonas de

diferentes espécies, apresentam rotas metabdlicas e comportamentos diferentes durante a
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producdo da goma, que pode ser atribuida a diferencas nas suas caracteristicas intrinsecas, e até
mesmo, das concentragdes e das fontes de carbono e nitrogénio empregadas para seu
crescimento (ASSIS et al., 2014). O estudo cinético do crescimento microbiano e da formagédo
de biopolimeros é importante para estudar essas variaveis e identificar melhores condicoes de
processo para obtengdo de biopolimeros como a xantana (GARCIA-OCHOA et al., 1995).
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi monitorar a influéncia das cepas de
Xanthomonas spp. e do tempo de cultivo na producéo, propriedades e composicdo da goma

xantana, verificando como essas variaveis interferem na qualidade do biopolimero.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Micro-organismos e preparacao do inéculo

Neste estudo foram utilizadas trés cepas de Xanthomonas isolados do Brasil:
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290, Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae
645 e Xanthomonas campestris pv. campestris 1155. As cepas foram obtidas da Colecdo de
Culturas de Fitobactérias do Instituto de Biologia, Campinas, SP, Brasil, na forma liofilizada.
As culturas liofilizadas foram cultivadas em caldo de extrato de levedura (YM) (Acumedia®)
contendo (em g L?): digestdo enziméatica de gelatina 5,0, extrato de malte 3,0, dextrose 10,0 e
extrato de levedura 3,0, durante 48 h a 28 °C, e conservadas em glicerol (20,0 % v v!) a -80 °C.

Cada experimento foi iniciado ativando as cepas congeladas em agar YM (Acumedia®)
com a seguinte composicdo (em g L™): digestdo enzimatica de gelatina 5,0, extrato de malte
3,0, dextrose 10,0, extrato de levedura 3,0 e agar 20,0, por 48 h a 28 °C. O indculo foi preparado
em caldo YM e uma al¢cada (~10pL) de cada cepa ativada foi incubada nos respectivos frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de caldo YM a 28 + 2 °C por 24 h em agitador orbital
(Tecnal, TE-424) a 180 rpm (ASSIS et al., 2014, LI et al., 2016).

5.3.2 Concentracao celular e producdo de goma xantana

O cultivo foi realizado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo cada um 80 mL
de meio de cultivo para permitir aeracdo adequada durante o processo. Os frascos foram
inoculados com 16 mL de indculo (20,0 % v v'') e mantidos em incubadora orbital a 28 + 2 °C,
250 rpm por 168 h (ASSIS et al., 2014). Os meios foram compostos por (% m v1): uréia (0,01),
K2HPO4 (0,1) e glicose (2,0). Para cada tempo de cultivo com uma cepa de Xanthomonas, o

processo foi realizado em triplicata, no qual a cada 24 h, trés frascos contendo o meio cultivado
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(96 mL) foram coletados para extracdo, quantificacdo e purificacdo da goma xantana, bem
como obtencdo e quantificacdo da biomassa e determinacdo do consumo do substrato.

As amostras coletadas foram centrifugadas a 12.000 rpm por 30 min a 4 °C (HITACHI,
CR-GIII) para precipitagdo celular e obtengdo do sobrenadante que seria utilizado para a
extracdo da goma xantana. As células foram lavadas com solucdo de NaCl a 0,85% e novamente
centrifugadas. Este processo foi repetido duas vezes e as células foram secas em estufa (Tecnal,
TE 394/2) a 30 + 2 °C por 24 h e depois pesadas. A concentracdo celular foi determinada
gravimetricamente e expressaem g L™

Ao sobrenadante obtido foi ent&o adicionado etanol (96 °GL) na proporcdo de 1:3 (v
1) para precipitagdo de goma xantana. A suspensao foi agitada e recolhida. A goma xantana foi
seca em estufa (Tecnal TE, 394/2) a 30 £ 2 °C por 48 h. A producéo de xantana foi determinada
gravimetricamente e expressa em g L™ (ASSIS et al., 2014; DEMIRCI et al., 2017).

Para a purificacdo das gomas, as solugdes aquosas de xantana foram dialisadas
(membrana de 12000 Da) contra agua purificada a 100 rpme 25 °C durante 72 h em um agitador
orbital (Tecnal, TE-424). Em seguida, as soluc¢des foram liofilizadas (LIOBRAS L108) por 48

h e depois armazenadas em frascos herméticos (ASSIS et al., 2014).

5.3.3 Parametros cinéticos do cultivo

Para verificar a cinética de producao de biomassa, producédo de polimero e consumo de
substrato para as trés cepas estudadas, os cultivos foram realizados a 28 °C, 250 rpm, por até
168h (Tabela 3.1). As amostras foram coletadas a cada 24h e a concentracéo de biomassa, goma
xantana e glicose consumida foram quantificadas em g L. A biomassa e a producdo de goma
xantana foram determinadas gravimetricamente, seguindo o procedimento descrito
anteriormente para producéo de polimero e concentracdo celular. O consumo de substrato foi
medido pelo teor de glicose no meio isento de células e determinado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (ASSIS et al., 2014).

Durante a produc¢do de goma xantana em cada periodo de cultivo (24h), 5 mL de amostra
foram coletados do sobrenadante imediatamente apds a centrifugacdo para determinar o
consumo de substrato. O consumo de substrato ao longo do cultivo foi determinado pela curva
padrdo construida a partir das areas de picos de glicose versus concentracdo, separada por
CLAE-IR (R?=0,9914).

Os seguintes parametros cinéticos foram calculados para um periodo de cultivo de 168h:

velocidade instantanea (g L™h?) de crescimento celular (rx), formagdo de produto (rp) e
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consumo de substrato (rs), fator de conversdo de substrato-biomassa (Yx/s), produto-biomassa
(Yx/p) e substrato-produto (Yp/s), velocidades especificas (h™t) de crescimento celular (i),
formacéo de produto (Hp) e consumo de substrato (Ws) e produtividade (Pr) (g Lt h?), como
mostrado na Tabela 3.1. As velocidades especificas (p) foram calculadas usando o método

geométrico proposto por Le Duy e Zajic (1973).

Tabela 3.1. Pardmetros cinéticos determinados para o periodo de cultivo de 168h.

Parametros cinéticos Equacéo
Velocidade instantanea de crescimento celular (g L™*h™) rxX = i—f 2
Velocidade instantanea de formagéo de produto (g L™*h™?) ™ = Z—I; 3)
Velocidade instantanea de consumo de substrato (g L*h™) rs = — % (@)
Fator de conversao substrato-biomassa Yy/s = ((};{__;;l)) (5)
Fator de conversdo produto-biomassa = Xr-Xxp
P Yerp (Pf—Pi) (6)
Fator de conversdo substrato-produto Yp/s = % @)
. e . 1 1\ [dx
Velocidade especifica de crescimento celular (h™) ux = (}) (E) (8)
Velocidade especifica de formacéo de produto (h-1) up = (i) (Z—Ft)) 9)
Velocidade especifica de consumo de substrato (h-1) 1 ds
= (3)(-%) @
Produtividade (g L™ h™) pr = /=Pt (11)
t—ti

Xi = concentracdo de biomassa no tempo inicial (&)
Xf= concentracdo de biomassa medida no tempo (¢)
Pi = concentracdo de produto formado no tempo inicial ()
Prf= concentragdo de produto formado medido no tempo (¢)
Si= concentragdo de substrato medido no tempo inicial (¢7)

Sf= concentracdo de substrato medido no tempo (¢)
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5.3.4 Caracterizagdo da goma xantana

5.3.4.1 Viscosidade aparente

A viscosidade aparente das amostras foi determinada utilizando solu¢des de goma
xantana (0,5% m v) em agua destilada. A solugdo foi agitada durante 10 min para completar
a dissolucdo e foi entdo mantida a 10 °C durante 12h antes do ensaio. As viscosidades aparentes
foram medidas em um redmetro de cilindro concéntrico (Haake Rheotest, 2.1) a 25°C, com uma
taxa de cisalhamento de 25-1000 s?. Os dados reoldgicos foram ajustados a0 modelo de
Ostwald-de Waele (ASSIS et al., 2014, MIRANDA et al., 2018).

5.3.4.2 Infra-Vermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Amostras de goma xantana foram analisadas qualitativamente por espectroscopia FTIR
(PerkinElmer Model Spectrum 100) em um intervalo de 4000 e 400 cm™ usando o acessorio de
reflectancia total (ATR) com um cristal de seleneto de zinco (COSTA et al., 2018).

5.3.4.3 Difracao de raio-x (DRX)

Os indices de cristalinidade e os picos cristalinos das amostras de goma xantana foram
medidos por difracdo de raios-X (DRX). Os difratogramas de raios-X das amostras foram
obtidos em um difratdmetro de raio-X SHIMADZU (XRD-6100) operado a 40 kV e 30 mA
com radiagdo CuKa (A = 1,5433 A) na regido de 5 a 50 ° (20) a uma taxa de 2 ° mint. A
determinacdo do indice de cristalinidade (% IC) foi calculada a partir da intensidade difratada
medida por DRX de acordo com o método Vonk (VONK, 1973; RIBEIRO et al., 2015).

5.3.4.4 Massa molecular (MM)

As massas moleculares médias das amostras de goma xantana foram estimadas por
cromatografia de exclusdo molecular (sistemas GPC-CLAE, PerkinElmer, Serie 200) com
colunas Shodex OHpak SB 803, 804, 805 e 806 em série, usando agua purificada como o
eluente a uma taxa de fluxo de 1 mL min™. Um detector de indice de refragdo (IR) (PerkinElmer,
Série 200) foi usado. A coluna foi calibrada com padr@es de dextrana (102000; 207200; 431800;
655200; 759400; 1360000; 2025000; 2800000; 3450000; e 5900000 Da) (American Polymer
Patterns). Aliquotas de 40 pL (0,3% m v') dos padrdes de dextrana e solugio aquosa de goma

xantana foram injetadas. A massa molecular de cada goma xantana foi calculada utilizando uma
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curva padrdo obtida correlacionando as massas moleculares dos padrdes de dextrana com o
tempo de retencdo (TR) observado (log MM = -0,2882 x TR + 14,114, R?> = 0,9904)
(MIRANDA et al., 2018).

5.3.4.5 Composicao quimica

Para a determinacdo da composi¢do quimica das gomas xantana (glicose, manose, acido
glucurdnico e &cido pirtvico), as amostras de xantana obtidas e liofilizada (10,0 mg) de cada
tempo de cultivo foram inicialmente hidratadas com &gua purificada (0,5 mL) durante 12 h,
hidrolisadas com 0,5 mL de acido trifluoroacético 1 M (TFA) durante 10 h a 100 °C, em tubos
selados, e subsequentemente secas com nitrogénio gasoso e liofilizadas para remover
completamente qualquer residuo de TFA. As amostras hidrolisadas foram dissolvidas com 1
mL de agua ultrapura e filtradas com filtros de membranas de 0,45 um (ASSIS et al., 2014).

Para determinar as concentragdes de agucar, as solugdes hidrolisadas foram injetadas no
CLAE-IR (PerkinElmer, série 200) usando uma pré-coluna Polypore Ca (30mm x 10mm x
4.6mm) seguida por uma coluna Polypore Ca (220mm x 4.6mm x 10mm), ambas foram
mantidas em forno a 80 °C. A fase movel utilizada foi a agua ultrapura a um fluxo de 0,1 mL
mint. O volume de injecdo foi de 5 pL. Os agucares foram identificados comparando 0s TR
dos picos obtidos nas amostras hidrolisadas com o TR dos padr@es de glicose € manose
injetados previamente. Os picos foram quantificados usando solugdes aquosas de glicose e
manose como padrdes (0,10 a 3,10 mg mL ™) para obtencdo das curvas padrdo (Tabela 3.2),

relacionando as concentracGes dos padrdes com as areas obtidas.

Tabela 3.2. Curvas padrdes e R? usados para a obtengdo das concentragdes de agicares e &cidos das

amostras de xantana.
Curvas padrao Equacéo R
Glicose (mg mL™) PA = (503629 x Conc) — 50825;  0,9959
Manose (mg mL™) PA = (486085 x Conc) — 430,53; 0,9910
Acido glucurénico (mg L™) PA = (1365,8 x Conc) — 58,61;  0,9997
Acido pirtvico (mg mL™) PA = (17615 x Conc) — 2382,9;  0,9999

PA é a area do pico e Conc é a concentragdo do composto.



78

Para determinar a concentracdo de &cidos, solugdes de amostras hidrolisadas foram
injetadas no CLAE adaptado com um detector ultravioleta (UV) operando em um comprimento
de onda de 195 nm (PerkinElmer, série 200) usando uma pré-coluna Polypore H (4,6 mm x 30
mm x 10 mm) seguido de uma coluna Polypore H (220 mm x 4,6 mm x 10 mm). As colunas
foram colocadas num forno a 50 °C. A fase movel utilizada foi H.SO4 aquoso, pH 1,9, com
vazdo de 0,4 mL mint. O volume de inje¢do foi de 10 pL. As amostras foram identificadas
comparando-se 0 tempo de retencdo entre os picos dos padrdes de &cido glucurénico (2,5 a
100,0 mg L) e acido pirGvico (2,0 a 82,0 mg mL ™) com os picos obtidos nas amostras de
goma xantana hidrolisada (ASSIS et al., 2014). Os picos foram quantificados usando curvas
padrdo geradas por padrfes de solucdo aquosa de &cido glucurénico e acido piravido (Tabela
3.2).

5.3.4.6 Anélises termograviméticas (TGA)

As andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em um analisador
termogravimétrico (Perkin Elmer, Pyris 1 TGA). Nas analises foram utilizadas massas de
aproximadamente 5,0 mg de cada tempo de cultivo, cadinho de aluminio, faixa de temperatura
de 30 a 700 °C, taxa de aquecimento de 10 °C min~! e atmosfera inerte de nitrogénio com vazao
de 20 mL min~t. As curvas TG e suas derivadas (DTG) foram usadas para determinacédo da
temperatura inicial de decomposicao (Tonset), @ Maxima temperatura de decomposigao (Tpico) €

a perda de massa (% massa) das amostras (Costa et al., 2018).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No capitulo anterior, foi demonstrado que os acidos graxos saturados e insaturados estao
diretamente relacionados a producdo de goma xantana, mas nao influenciam nas propriedades
do biopolimero, como a viscosidade e massa molecular. Por esse motivo, variaveis do cultivo
foram monitoradas quanto ao crescimento celular, consumo de substrato, producdo e

propriedades da xantana por até 168h.

5.4.1 Efeito das cepas de Xanthomonas spp. e do tempo de cultivo no crescimento celular,

consumo de substrato e produgéo da xantana

A Figura 3.1 apresenta os comportamentos do crescimento celular, produgéo da goma

Xantana e consumo de substrato das trés cepas de Xanthomonas durante 168 horas de cultivo.
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Figura 3.1. Producéo de goma xantana, crescimento celular e consumo de substrato durante o
cultivo com as trés cepas de Xanthomonas spp. por 168h.
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Constata-se através da curva de crescimento celular que a fase lag foi minima para todos
patovares estudados. Esse fato pode ser justificado pela etapa de preparacdo do indculo
realizado antes do cultivo que ja permite que as células se adaptem ao meio de crescimento. Por
essa razdo, a sintese da goma xantana ocorreu logo que o cultivo foi iniciado, uma vez que
durante a fase inicial de crescimento celular, a acumulacdo de polimeros também se inicia,
porém sO continua apds estabelecido o crescimento microbiano maximo (PALANIRAJ e
JAYARAMAN, 2011).

Durante as 168 horas de cultivo observou-se um crescimento celular acentuado. Nas
primeiras 24 horas, para as cepas Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 645 (0,57 g
L) e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 (1,8 g L?), enquanto que para a cepa
Xanthomonas campestris pv. campestris 1155 o crescimento maximo ocorreu em 48h (0,73 g
L), e entdo a fase estacionaria foi estabelecida (Figura 3.1). Esses dados podem ser
confirmados pelos valores da velocidade especifica de crescimento celular (px) que foi maximo
nas primeiras 24 horas de cultivo para todas as cepas estudadas (Tabela 3.3 e Figura 3.2). A
producédo de xantana por Xanthomonas é muito limitada durante a fase exponencial e ocorre na
fase estacionaria. De uma forma geral, apds 40h de cultivo, o crescimento de Xanthomonas esta
na fase estacionaria, no entanto, o tempo pode variar com base no tipo de estresse e condigdes
de cultivo (UMASHANKAR et al., 1996; HABIBI e KHOSRAVI-DARANI, 2017).

A sintese da goma xantana ocorreu de forma mais significativa na fase estacionaria,
atingindo valores maximos de produtividade de 0,047, 0,039, e 0,149 gL h'a 72, 96,e 24 h
para os patovares 645, 290, e 1155, respectivamente. Até atingir a producdo maxima de goma
xantana, 84, 90, e 65% da glicose total presente no cultivo foram consumidos pelos patovares
645, 290, e 1155, respectivamente, o que demonstra maior dificuldade da cepa 1155 em utilizar
toda a glicose disponivel (Tabela 3.3).

Para a cepa 645, observa-se que nas primeiras 24 horas de cultivo, o consumo de
substrato foi mais direcionado & producéo de goma xantana, visto que o valor de rp (0,042 g L
1 h1) encontrado foi duas vezes maior do que o valor de rx (0,020 g L ht). Os valores de Yx/s
encontrados em todos os processos foram considerados baixos e apresentam reducdo ao longo
do cultivo. Nos tempos maximos de producdo de xantana, os valores de Yx/s foram iguais a
0,037, 0,016 e 0,083 para as produgdes com as linhagens 645, 290 e 1155, respectivamente
(Tabela 3.3). Valores baixos de Yx/s indicam que mais substrato estd disponivel para a
formacéo do produto e, portanto, quanto menor este coeficiente, mais eficiente € o processo de

obtencdo de goma. Ao final de todos os processos, o fator de conversao do substrato no produto
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Yp/s foi muito superior ao fator de converséo do substrato da biomassa (Yx/s), demonstrando

a capacidade das cepas de utilizar o substrato para a sintese da goma xantana (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Parametros cinéticos obtidos ao longo de 168h de cultivo com diferentes cepas de

Xanthomonas spp.

Parametros Tempo
24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
2 Produtividade (g L*h") 0,042 0,030 0047 0,037 0031 0023 0,021
= ﬁ rs(g Lth?) 0394 0229 0154 0119 0098 0,087 0,076
g8 rx(gL*h?) 0,020 0,010 0,006 0,004 0002 0,002 0,001
% g re(gLh) 0,042 0030 0,047 0037 0031 0023 0,021
8 § Yxis 0,050 0,042 0037 0,03 0021 0018 0,018
% § Yxp 0465 0315 0,122 0,108 0068 0,071 0,064
£g Yeis 0,107 0,133 0303 0,308 0314 0259 0,279
2 ps (h™) 0691 0409 0302 00248 0280 0264 0,231
px () 0,034 0,017 0011 0,008 0006 0,005 0,004
pe (W) 0074 0054 0091 0076 008 0068 0,065

§ Parametros Tempo
2 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
% Produtividade (g L*h™") 0,038 0,033 0,027 0039 0023 0019 0,015
g rs(gLh) 0416 0240 0,168 0127 0102 0087 0,077
z rx (gL*h) 0,070 0,025 0,007 0002 0002 0000 0,000
g re(gL*h™) 0,038 0033 0027 0039 0023 0019 0,015
5 Yxis 0,169 0,106 0,043 0,016 0015 0,003 0,003
2 Yxip 1,837 0,777 0,267 0053 0070 0015 0,015
8 Yeis 0,092 0136 0161 0311 0222 0213 0,202
§ ps (h) 0,231 0,180 0,267 0409 0341 058 0511
= kx () 0039 0019 0011 0007 0005 0002 0,002
% pe (h) 0,021 0025 0043 0127 0076 0124 0,103

2 Parametros Tempo
Z 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
g Produtividade (9 L*h") 0,149 0,068 0,038 0025 0027 0012 0,010
§ rs(gLth?) 0,300 0,156 0,105 0,084 0,073 0,066 0,057
- rx (gLh) 0023 0013 0006 0004 0002 0001 0,000
2o re (g L1h) 0149 0,068 0038 0025 0027 0012 0,010
g = Y 0078 0083 005 0054 002 002 0,004
; Yxp 0,156 0,190 0,155 0,178 0,070 0,122 0,024
5 Yeis 0,498 0436 0360 0302 0377 0180 0,174
§ Hs (h) 0447 0213 0,197 0155 0214 0208 0,382
g px () 0,035 0,018 0,011 0008 0006 0005 0,002
8 pe (h™) 0,223 0,093 0071 0047 008L 0037 0,067
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Figura 3.2. Comportamento de velocidades especificas (i) ao longo de 168h de cultivo para

diferentes cepas de Xanthomonas.
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Embora a linhagem 1155 tenha apresentado menor consumo de substrato (65%) e maior
valor do fator de converséo substrato/biomassa, apresentou maior conversédo em produtos, com
conversdo maxima de 43,6% com 48h de cultivo, e producio de 3,26 g L. A cepa 290
apresentou uma conversdo maxima de substrato para goma de 31,1% com 96h de cultivo, e
producdo de 3,79 g L%, enquanto a estirpe 645 mostrou uma conversio maxima de substrato
em goma de 31,4% com 120h de cultivo e uma producéo de 3,69 g L.

Os perfis de velocidades especificas de consumo de substrato (us), producédo de goma
xantana (yp) e formacgdo de biomassa (ux) revelam que no inicio de todos os processos a
velocidade especifica de consumo de substrato esta diretamente relacionada a velocidade de
formacdo de biomassa, com praticamente nenhuma producdo de goma xantana (Figura 3.2).
Apos 24h de cultivo, observa-se uma melhor correlacdo entre os perfis das trés velocidades
especificas. Esses perfis sdo tipicos de cultivos em que a formagcdo de produtos esta
parcialmente associada ao crescimento bacteriano e, sua formacao ndo esta diretamente ligada
a via metabolica produtora de energia (PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011).

5.4.2 Efeito das cepas de Xanthomonas spp. e do tempo de cultivo nas propriedades da

Xantana

5.4.2.1 Viscosidade aparente

As gomas xantana obtidas pelas diferentes linhagens apresentaram comportamento
pseudoplastico tipico de xantana, uma vez que as curvas de viscosidade diminuiram com o
aumento da taxa de cisalhamento, como foi possivel visualizar no capitulo anterior. Esse
comportamento ocorre nos diferentes tempos de cultivo em que a goma foi obtida,
demonstrando que o comportamento pseudoplastico é inerente ao material e ndo se altera com
as variaveis estudadas. Segundo Dario et al. (2011), quando a taxa de cisalnamento € alta, alem
do alinhamento da cadeia, as ligac6es entre estas podem ser desfeitas, levando a ruptura das
ligacGes entre 0s elementos estruturais do material, resultando em baixas viscosidades.

A viscosidade aparente das solu¢bes de goma foi influenciada pelo tempo de cultivo e
pela cepa de Xanthomonas empregada em cada processo (Figura 3.3). A influéncia da cepa
Xanthomonas na viscosidade da goma é bastante evidente. Os maiores valores de viscosidade
aparente, em todos os tempos de cultivo, foram alcangados pelas xantanas produzidas com as

linhagens de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 e Xanthomonas campestris pv.
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mangiferaeindicae 645. Esses resultados sdo consistentes com os dados de massa molecular,
que foram maiores para as xantanas sintetizadas por essas linhagens.

Em relacdo ao tempo de cultivo, observou-se aumento na viscosidade das solugdes de
goma produzidas nas primeiras 48 horas de cultivo para todas as linhagens estudadas. Apos 48
horas de cultivo, hd uma estabilizacdo da viscosidade das solu¢gdes de goma com pequenas
reducdes depois de 72h de cultivo para as cepas 290 e 645. Por outro lado, a cepa 1155 sintetiza
gomas com menor viscosidade, porém com maior estabilidade. Uma propriedade importante
das gomas xantanas é a capacidade de modificar o comportamento reoldgico das solucGes. As
propriedades reoldgicas das gomas xantanas estdo relacionadas principalmente a composicéo
quimica, arranjo e/ou ligacdo molecular, massa molar e cepa usada na bioconverséo (LI et al.,
2016). Na medida da viscosidade, ha interferéncia da estrutura molecular e concentragdo do
polimero, uma vez que a viscosidade da solucdo aquosa de uma goma estd diretamente
relacionada a rigidez da molécula que depende principalmente das estruturas primarias e
secundarias (COSTA et al., 2014).

Figura 3.3. Viscosidade aparente de solugdes de xantana a 0,5% (m v!) obtidas pelas
diferentes cepas a 25 °C / 50 s em funcdo do tempo.
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5422 FTIR

A Figura 3.4 apresenta os espectros de infravermelho da goma xantana sintetizada com
as diferentes cepas de Xanthomonas. Os espectros obtidos foram muito semelhantes,
apresentando variacOes discretas entre as amostras (Figura 3.4). Todas as amostras de goma
xantana apresentaram bandas de absor¢do principais entre 3200-3450 cm, o que representa a
deformacédo axial de -OH; 1530-1650 cm™, devido a deformacgdo axial de C=O dos endis;
1420-1430 cm™, devido a curvatura CH do grupo metila; e 1050-1150 cm™, que podem ser
atribuidos ao estiramento dos grupos C-C e C-O, a banda tipica de polissacarideo C-H, além de
ser atribuida a ligagdo O-acetiléster do &cido urbnico. A ocorréncia de numerosas bandas
menores que 1000 cm™ é devida a presenca de provaveis vinculos entre monossacarideos
(FARIA et al., 2011, AHUJA et al., 2012). Independentemente da cepa de Xanthomona e do
tempo de cultivo, a goma xantana sintetizada apresentou a mesma estrutura molecular. As
variagOes discretas encontradas entre as amostras podem estar relacionadas a variacdes na
composicdo quimica dos polimeros, mostrando influéncia das cepas de Xanthomonas e do

tempo de cultivo na composicao quimica da goma.

Figura 3.4. Espectros FTIR das amostras de xantana obtidas pelas diferentes cepas nos tempos
de cultivo de producdo maxima de goma xantana.
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5.4.2.3 Difragéo de raio-x (DRX) e massa molecular

A Figura 3.5 apresenta os resultados de DRX obtidos para a xantana produzida por
diferentes cepas de Xanthomonas. O perfil de DRX dos exopolimeros exibe picos
predominantemente largos que indicam predominancia da natureza amorfa, como esperado para
as amostras de xantana. No entanto, apesar da semelhanca entre os picos maximos de difracdo
das xantanas, diferentes indices de cristalinidade foram observados entre as amostras, indicando
que houve influéncias significativas da linhagem produtora e do tempo de cultivo nos indices
de cristalinidade obtidos (Tabela 3.4).

Uma relacdo direta foi encontrada entre o indice de cristalinidade das amostras e a
producdo de goma em cada tempo de cultivo para todas as cepas: X. campestris pv.
mangiferaeindicae 645 (R? = 0,86), X. axonopodis pv. manihotis 290 (R? = 0,71) e X. campestris
pv. campestris 1155 (R? = 0,81), demonstrando que nos momentos em que a producdo de
Xantana € maxima, o indice de cristalinidade das xantanas € menor. O IC é uma propriedade
importante da goma xantana, pois interfere diretamente em suas caracteristicas e pode

influenciar sua aplicacéo industrial.

Figura 3.5. Difratogramas de raios-X das amostras de xantana obtidas pelas diferentes cepas
nos tempos de cultivo de producdo maxima de goma xantana.
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Tabela 3.4. indice de cristalinidade (IC) e massa molecular (MM) das amostras de xantana obtidas pelas
diferentes cepas no tempo minimo de cultivo, no tempo de cultivo com producdo maxima de goma
xantana e no tempo maximo de cultivo.

Cepa de Xanthomonas Tempo de cultivo IC (%) MM (Da)
X. campestris pv. 24h 10,61 1,03x108 + 0,03
mangiferaeindicae 645 120h 6,96 2,.47x10% + 0,09
168h 8,21 2,23x10% + 0,02
X. axonopodis pv. 24h 13,36 1,44x108 + 0,03
manihotis 290 96h 9,87 1,74x10° + 0,05
168h 9,30 1,91x10% £ 0,01
X. campestris pv. 24h 9,27 0,46x10° + 0,07
campestris 1155 120h 8,71 0,61x10° + 0,04
168h 10,45 0,50x108 + 0,06

As gomas xantana com 0s maiores valores de massas moleculares foram produzidas
pela cepa Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 645, sendo aproximadamente 42 e
400% maiores do que os obtidos com o Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 e
Xanthomonas campestris pv. campestris 1155, respectivamente (Tabela 3.4). Em relacdo ao
tempo de cultivo, verificou-se que para todos os processos houve variagdes nas massas
moleculares da goma em funcdo do tempo de cultivo, ndo evidenciando qualquer relacédo direta
dos valores obtidos com a producéo de goma encontrada em cada tempo. A massa molecular
estd diretamente associada as propriedades reoldgicas da xantana, pois o tamanho das cadeias
poliméricas e a estrutura terciaria conferem a solucdo aquosa a propriedade de ser viscosa,
sendo importante para sua aplicacdo (MIRANDA et al., 2018).

De acordo com Costa et al. (2014), as diferencas nas massas moleculares das xantanas
podem ser influenciadas por fatores genéticos inerentes a cada cepa de Xanthomonas, como
também a outros fatores, como concentracdo do indculo, agitacdo, temperatura, pH, tempo de
cultivo e contetdo nutricional devido a composicdo do substrato, que podem provocar

mudancas quantitativas e qualitativas nas xantanas sintetizadas.

5.4.2.4 Composicdo quimica

A composicdo quimica das amostras de xantana esta apresentada na Tabela 3.5. Pode-
se observar que todas as xantanas obtidas sdo compostas pelos aglcares glicose e manose, e

pelos acidos glucurdnico e piravico, em porcentagens variadas de acordo com o tempo de
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producdo. Em relacdo as linhagens produtoras, observa-se discreta influéncia na composicdo
quimica da xantana, uma vez que o0s percentuais de glicose apresentaram pequenas variagdes
na comparacdo das amostras obtidas pelas diferentes linhagens. Pequenas variagdes também
foram encontradas em relacdo aos tempos de cultivo, onde as oscilagdes no teor de &cido e
acucar das xantanas foram observadas durante o cultivo. A partir das 48 horas de cultivo é
observada uma reducdo do teor de glicose das xantanas. Este evento pode estar associado a
limitacdo de oxigénio do meio na formacdo da goma, que influencia o contetido de glicose da
cadeia polimérica da xantana. Os resultados mostraram que pequenas mudang¢as na composicao
de carboidratos do polimero sdo frequentemente dependentes do micro-organismo e do tempo
de cultivo, e uma influéncia maior esta relacionada a fonte de carbono usada no processo
(LINDEN e LORIENT, 1996).

Os teores de manose encontrados nas amostras de xantana foram inferiores aos de
glicose, apresentando um comportamento inversamente proporcional, ou seja, observa-se que
a medida que diminui o teor de glicose, aumenta o teor de manose. Uma relacéo
proporcionalmente inversa também foi encontrada entre a massa molecular das xantanas e seu
teor de glicose a cada tempo de cultivo para todas as linhagens: X. campestris pv.
mangiferaeindicae 645 (R? = 0,99), X. axonopodis pv. manihotis 290 (R? = 0,99) e X. campestris
pv. campestris 1155 (R? = 0,99), demonstrando que uma xantana com maior teor de glicose em

sua estrutura pode apresentar menor massa molecular e, consequentemente, menor viscosidade.

Tabela 3.5. Composicao quimica das amostras de xantana obtidas pelas diferentes cepas no tempo
minimo de cultivo, no tempo de cultivo com produgdo maxima de goma xantana e no tempo maximo de

cultivo.
Tempo Aclcares (%) Acidos (%)
Cepa de Xanthomonas de Gli M Piravi
cultivo Icose anos€  syycurédnico Iruvico
X. campestris pv 24h  5904+0,32 40,54+0,32 0,41+0,02 0,01+0,01
mangiferaeindicae 645 120h 55,76 +0,63 43,77 +0,63 0,43+0,02 0,04 +£0,01
168h 5248 +164 47,10+1,64 0,38+0,04 0,03+0,01
X. axonopodis pv 24h  5703+0,94 4239+0,94 0,51+001 0,07+0,01
manihotis 290 96h 56,40+0,36 43,14+0,36 0,41+0,01 0,05+0,01
168h 58,00+0,19 41,52+0,19 0,42+0,01 0,06 +0,01
X. campestris pv 24h  5506+0,46 4455+046 0,36+0,03 0,03+0,01
campestris 1155 120h 57,04 +0,59 42,63+059 0,32+0,02 0,01+0,00
168h 56,47 +0,25 43,19+0,35 0,33+0,02 0,01 +0,00
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As xantanas apresentaram, em geral, baixas concentracdes de &cido glucurénico e
piravico (<0,6%). O grau de piruvatacdo pode ter uma importante influéncia na eficacia de
determinadas aplicagdes. A melhoraria na recuperacéo do petréleo, por exemplo, pode depender
principalmente do grau de piruvatacéo, devido a precipitacdo da goma xantana ou adsor¢do do
solo (BRANDFORD e BAIRD, 1983). As maiores concentragdes de &cido pirtvico (0,07%)
foram encontradas para a xantana obtida da linhagem Xanthomonas axonopodis pv. manihotis
290 com 24h de cultivo. Borges et al. (2008) relatam que a concentragdo de acido piravico pode
variar dependendo das condigdes do processo de cultivo e, principalmente, da cepa de
Xanthomonas utilizada. Segundo Sandford (1979), o teor de &cido pirtvico pode ser usado
como indicador de qualidade reologica, no qual, as gomas xantanas com teores de acido
piravico superiores a 4,0% apresentam maiores viscosidades do que aquelas com até 3,0%.

Uma relagdo diretamente proporcional (R? = 0,99) foi encontrada entre as massas
moleculares das xantanas e o contedo de &cido pirdvico em cada tempo de cultivo para todas
as cepas, o que demonstra que o conteudo de piruvato na estrutura da goma tem um efeito
oposto ao conteudo de glicose, ou seja, apresenta um efeito positivo na massa molecular e
viscosidade da xantana. Esta relacdo pode estar associada a formacdo de macromoléculas
devido ao alto teor de substituintes piruvato, promovendo assim uma maior afinidade entre as
cadeias poliméricas (SMITH et al., 1981). Segundo Tako e Nakamura (1984), a goma xantana
com alto grau de acetilacdo e, principalmente, com alto grau de piruvatacdo, apresentam
solucdes aquosas mais viscosas devido a associagdes intermoleculares favorecidas.

Tait et al. (1986), relatam um aumento da concentracdo do substituinte acetato com o
tempo de cultivo. No entanto, este efeito ndo é suficientemente claro no grau de piruvatacéo.
Alguns autores apontam que a concentracao de substituinte piruvato aumenta com o tempo
(FLORES et al., 1994; HOLZWARTH, 1978), porém, outros relatam que essa concentracao
alcanca um valor constante quando a biomassa atinge a fase estacionaria de crescimento
(CADMUS et al., 1978; CASAS et al., 2000).

5.4.2.5 Analise termogravimétrica

As curvas DTG (Figura 3.6) apresentam o mecanismo de decomposicdo térmica das
xantanas obtidas pelas diferentes cepas e tempos de cultivo. Todas as xantanas exibiram
comportamento de decomposicdo semelhante, com diferencas discretas entre as amostras.
Houve predominio de dois eventos térmicos (Tabela 3.6). O primeiro estagio de perda de massa

comegou em aproximadamente 30 °C, correspondendo a aproximadamente 13% de perda de
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massa devido a desidratacdo da goma xantana. A goma xantana liofilizada absorve facilmente

a 4gua por causa dos grupos hidrofilicos, como o OH (ASSIS et al., 2014).

Figura 3.6. Derivadas termogravimétricas (DTG) das amostras de xantana obtidas pelas
diferentes cepas no tempo minimo de cultivo, no tempo de cultivo com produgdo maxima de
goma xantana e no tempo maximo de cultivo.
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O segundo evento térmico mais prevalente ocorreu a partir de 290 °C com perdas de
massa em torno de 60%, devido a degradacdo da goma xantana. Os dados obtidos sugerem que
as variaveis estudadas ndo influenciam a estabilidade térmica da xantana, uma vez que as

variagdes encontradas entre as amostras foram muito discretas.

Tabela 3.6. Valores de Tonst, Tpico € perda de massa das amostras de xantana obtidas pelas diferentes
cepas no tempo minimo de cultivo, no tempo de cultivo com produgdo maxima de goma Xantana e no
tempo maximo de cultivo.

Cepas de Tempo de Parametros
Xanthomonas cultivo Evento T onset T ico % massa
X. campestris pv. 24h 23,19 59,91 12,70
mangiferaeindicae 120h 1 2528 61,02 14,90
645 168h 29,30 57,63 13,77
24h 290,65 335,12 64,40
120h 2 293,67 338,61 62,88
168h 295,42 341,52 63,03
X. axonopodis pv. 24h 58,26 61,96 14,55
manihotis 290 96h 1 3492 6152 1577
168h 63,03 54,21 14,04
24h 290,50 346,22 61,01
96h 2 289,09 328,08 48,52
168h 293,70 344,04 59,72
X. campe_stris pv. 24h 22,98 55,87 14,89
campestris 1155 120h 1 2870 61,18 14,13
168h 27,60 60,58 14,56
24h 295,83 326,43 60,55
120h 2 292,73 337,64 62,32
168h 293,56 339,76 62,78

5.5 CONCLUSOES

Os resultados apontaram as influéncias das cepas de Xanthomonas spp. e do tempo de
cultivo na producdo, propriedades e composicao da xantana. A cepa Xanthomonas campestris
pv. campestris 1155 apresentou maior produtividade de goma nas primeiras 24 horas de cultivo,
porém a goma produzida apresentou massa molecular e viscosidade menores do que as gomas
produzidas pelas demais linhagens. O tempo de cultivo influenciou diretamente a qualidade da

xantana, incluindo sua composicdo quimica. Além disso, os resultados mostraram que a
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concentracdo de piruvato estd diretamente associada a viscosidade, enquanto o maior teor de
glicose tem o efeito oposto, demonstrando que a composicao quimica da xantana é determinante
para avaliar sua qualidade. Os achados desse estudo apresentam importancia préatica, uma vez
que estes permitem melhorar a producéo e qualidade da xantana e identificar a cepa e 0 tempo
de cultivo mais eficientes, para a sua aplicacdo, além de possibilitar a reducdo dos custos na

producdo a nivel industrial.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As trés cepas de Xanthomonas apresentaram perfis qualitativos de &cidos graxos
celulares semelhantes durante todo o cultivo utilizando a glicose como fonte de carbono,
observando pequenas varia¢des na porcentagem de cada acido graxo identificado. Os acidos
graxos celulares insaturados e saturados mais significativos foram C16: 1n7 e C16: 0 para as
trés linhagens, respectivamente. Além disso, a composicéo de &cidos graxos celulares permitiu
relacionar cepas da mesma espécie, como o caso da X. campestris.

Houve diferengca na quantidade de goma xantana produzida ao comparar as cepas
estudadas, o que confirmou a influéncia das caracteristicas intrinsecas das cepas nas
propriedades e producdo do polimero. A cepa X. campestris pv. campestris 1155 apresentou
maior produtividade da goma xantana com maior producdo em 24 horas de cultivo, porém, foi
percebido que para as propriedades de maior interesse comercial, tais como a viscosidade e
massa molecular, menores valores foram encontrados, o que pode limitar o uso industrial dessa
cepa. Por outro lado, a cepa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 290 apresentou
comportamento inverso, no qual valores mais elevados de viscosidade foram encontrados,
assim como a maior produtividade so foi possivel apds 96h de cultivo.

Uma relacdo direta foi percebida entre a viscosidade e a massa molecular das xantanas
produzidas, comportamento ja esperado, visto que o tamanho das cadeias poliméricas e a
estrutura terciaria conferem a solucéo aquosa a propriedade de ser viscosa. Por outro lado, ndo
houve associacao entre a composicao de acidos graxos e as caracteristicas (viscosidade aparente
e massa molecular) das gomas sintetizadas.

Somente a razdo entre os acidos graxos I/S majoritarios apresentaram relacdes diretas
com a producdo de goma xantana. Outras raz6es também foram testadas, porém ndo foram
associadas a producdo. Essa correlacdo pode ter sido confirmada devido ao efeito da presenca
de &cidos graxos insaturados na membrana celular, que permite maior fluidez da mesma e,
consequentemente, maior transporte de dgua e nutrientes entre 0s meios intra e extracelular e
formacdo do exopolissacarideo.

Assim, pode-se afirmar que com base na composicao de acidos graxos celulares nédo é
possivel definir marcadores quimicos de qualidade, porém é possivel determinar marcadores
quimicos de producéao para esses trés patovares de Xanthomonas.

Foi possivel confirmar ainda que as cepas de Xanthomonas spp. e o tempo de cultivo
influenciam na producdo, propriedades e composicdo da xantana. Uma relacdo direta também

foi percebida ao analisar a concentracdo de &cido pirtvico e a viscosidade da goma xantana.
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Percebeu-se que durante a determinagdo da composi¢do quimica da xantana, as amostras com
maior teor de piruvato produziam solugdes aquosas do polimero com maior viscosidade. E uma
relacdo inversa, a0 comparar a concentracdo de glicose na composicdo das gomas foi ainda
percebida.

Os parametros cinéticos analisados permitiram uma compreensdo mais detalhada de
como o substrato foi consumido para producdo da goma xantana ou crescimento celular das
cepas de Xanthomonas. Esse entendimento é primordial para definicdo da cepa de Xanthomonas
e tempo de cultivo mais eficientes na producdo de goma xantana.

Assim, é importante ressaltar que mais estudos que envolvam a composi¢do de acidos
graxos da membrana celular devem ser realizados nos proximos anos. Deve-se analisar outras
cepas de Xanthomonas, comparar a producdo de goma xantana com o perfil de &cidos graxos
dessas novas cepas e investigar outras propriedades das xantanas produzidas que possam
apresentar uma relacdo com a composicao de acidos graxos celulares. Dessa maneira, pode ser
possivel confirmar o uso de marcadores quimicos de producdo e qualidade da goma xantana

para qualquer cepa produtora, o que facilitaria a producéao industrial desse biopolimero.



