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Pigatto, G. Irradiagdo UV em Xanthomonas campestris pv. campestris visando a producdo de
goma xantana. 2008. 77f. [dissertacdo]. S&o José do Rio Preto: Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas, UNESP — Universidade Estadual Paulista; 2008.

RESUMO

Xanthomonas campestris € uma bactéria fitopatogénica que causa a podriddo negra no
sistema vascular das plantas da familia das cruciferaceaes. Produz um exopolissacarideo
denominado goma Xxantana, que possui propriedades reoldgicas Unicas sendo utilizada
amplamente como agente de suspensio, espessante, emulsionante e estabilizante. E aplicados
em induUstrias petroliferas, alimenticias, farmacéuticas, mineracdo, téxtil, termoquimicas,
tintas, cosméticos e produtos agropecuérios. O Brasil é um grande produtor mundial de cana
de agucar e alcool etilico. Produtos estes utilizados para a producdo de xantana; o primeiro
como substrato da fermentagdo e o segundo para a separacdo da goma. Apesar de todo esse
potencial, o Brasil importa grande quantidade de goma xantana que poder ser produzida com
grande competitividade internacional. Portanto, este trabalho objetivou a utilizagdo da técnica
de irradiacdo ultravioleta, em uma linhagem especifica de Xanthomonas campestris, para a
obtencdo de mutantes estaveis que possam melhorar o rendimento e/ou qualidade de goma
obtida. A quantificagdo foi realizada através da determinagdo da biomassa, viscosidade,
célculos do rendimento da biomassa e goma. A irradiagdo UV por 600 segundos causou uma
reducdo de 92,2% na populagdo irradiada e as linhagens sobreviventes foram isoladas e
analisadas nos testes de producéo e viscosidade da goma xantana. As linhagens 16, 17, 19 e 110
apresentaram um aumento de 102% na producdo de goma comparando com a linhagem néo
irradiada. Em relacdo a viscosidade do caldo, as linhagens irradiadas obtiveram um aumento
de 48% comparadas com as néo irradiadas de 20 e 30 rpm. A viscosidade da solu¢éo de goma
xantana 1%, também foram superiores quando comparadas com a ndo irradiada. O aumento
de viscosidade foi de 17% para a velocidade rotacional de 20 rpm e de 16% para 30 rpm. A
linhagem irradiada 19 que foi submetida a uma nova irradiacéo utilizando as mesmas técnicas,
foram sensiveis a irradiacdo UV, com 100% de morte celular. Estes resultados demonstram a
importancia da técnica de irradiagdo e contribuem para um avanco tecnoldgico deste
biopolimero.

PALAVRAS-CHAVE: goma xantana, biopolimero, Xanthomonas campestris pv. campestris,
irradiacdo UV, rendimento e viscosidade.



Pigatto, G. Irradiation UV in Xanthomonas campestris pv. campestris to production of
xanthan gum. 2008. 77f. [dissertation]. S&o José do Rio Preto: Institute of de Biosciences,
Letters and Exact Sciences, UNESP - Séo Paulo State University; 2008.

ABSTRACT

Xanthomonas campestris is fitopatogenic bacterium that causes the black rotten in the
vascular system of the plants of the family of the cruciferaceaes. It produces an
exopolysaccharides that forms the xanthan gum, which is used in ample variety as agent of
suspension, thicker, emulsifier and stabilizing, and singular rheological properties. It is
applied in petroliferous, nourishing, pharmaceutical industries, of mining, textile, thermo
chemistries, inks, cosmetics and farming products. Brazil is the worldwide producing greater
of sugar cane of sugar and ethyl alcohol. Products theses used for the xanthan production;
the first one as substratum of the fermentation, and the second as for the separation of the
gum. Despite all this potential, the Brazil imports lot of xanthan gum that could be produced
with great international competitiveness. This aimming work the used of the ultraviolet
technique of irradiation in a specific strain of Xanthomonas campestris to obtain the mutants
that can improve the income and/or quality of produced gum, through the determination of
the biomass, viscosity, calculations of the income of the biomass and gum. The UV irradiation
during 60 seconds caused a reduce of the 92.2% in the irradiated strains and the survived
strains were isolated and analysed in the tests of production and viscosity of xanthan gum.
The strains 16, 17, 19 e 110 showed increased in the xanthan production of 102% comparing
with the non-irradiated strain. In relation the viscosity of the broth the irradiated strains the
increase of 48% in shear rate of 20 and 30 rpm compared with the no irrdiated. The viscosity
of the xanthan solution 1% irradiated were higher also whwn compared with no irradiated in
both shear rate (20 and 30 rpm. The increase of viscosity was of 17% to rotational speed of
20 rpm and 16% to 30 rpm. The strain irradiated 19 was the submeted the new irradiation
and it was sensible UV irradiation causing 100% cells death. This results showed the
importance of the irradiation technical, maid and contribution to advance in the technology
of this biopolymer.

KEYWORDS: xanthan gum, biopolymer, Xanthomonas campestris pv. campestris, UV
irradiation, yield and viscosity.
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1 INTRODUCAO.

Os biopolimeros sdo aqueles produzidos por microrganismos e podem
possuir propriedades geleificantes, estabilizantes e espessantes. Possuem algumas
vantagens em relagdo aos polimeros convencionais (obtidos de origem vegetal e
algas marinhas), tais como: produgdo independente de condi¢gbes climéticas,
possibilidade de utilizacdo de matérias-primas regionais, maior rapidez na obtencéo
do produto acabado e necessidade de espaco relativamente pequeno (MAUGERI
FILHO, 2001).

Xanthomonas campestris é uma bactéria fitopatogénica que produz o
biopolimero goma xantana. A xantana possui a capacidade de formar solugbes e
géis em meio aquoso, mesmo em baixas concentra¢gdes, numa ampla faixa de pH e
temperatura, garantindo assim vantagens comerciais (ZHANG et at., 2002).

A producdo deste biopolimero é extremamente importante devido a vasta
aplicagdo nos setores industriais como: alimenticios, farmacéuticos, quimico e
petroquimico. Nestes setores, h& uma substituicAo dos polissacarideos
convencionais por produtos de origem microbiana, devido, dentre outros fatores, as
possibilidades de modificagcdo de suas caracteristicas reoldgicas por meio de
controle de parametros de fermentagdo (SEVIOUR; GIBBS, 1992). Nos EUA, a
indastria de petréleo utiliza esse biopolimero de forma limitada, devido ao seu custo
elevado de produgéo (PADILHA, 2003).

O Brasil possui um grande potencial para a producdo do biopolimero, ja que
dispbe de matéria-prima basica para a producdo: acUcar, extrato de levedura e
alcool do setor sucroalcooleiro. O aglcar é utilizado como substrato, tanto para o
crescimento celular quanto para a producdo da goma, e o alcool para a separacao
da xantana durante a fermentacao (PADILHA, 2003).

A irradiacdo de DNA ou células sob luz ultravioleta (UV) induz a formagéo de
vérios tipos de DNA lesionados mutagénicos (ROCHETTE et at., 2003). A partir
dessa técnica foi realizada neste trabalho a indugdo de mutantes em linhagem de
Xanthomonas campestris pv. campestris, visando uma melhoria na tecnologia de

produgé&o da goma xantana.
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2 REVISAO DE LITERATURA.

2.1 Biopolimeros — Considerac¢fes Gerais.

Rottava (2005) apud com Pasquel (1999) e Garcia-Cruz (2001) relatam que
as gomas sdo compostos de natureza polissacaridica com propriedades
geleificantes e que podem ser obtidas a partir de:

1. Algas marinhas — séo extratos de algas vermelhas e marrons e que séo
também conhecidas como seaweeds. Exemplos: alginatos, goma agar
e goma carragenana.

2. Sementes de plantas terrestres - um segundo grupo importante de
gomas séo as galactomanas obtidas das sementes de certas plantas.
Exemplos: goma locusta e goma guatr.

3. Exudatos de plantas terrestres — um terceiro grupo importante de
gomas usadas na indastria de alimentos é o grupo das gomas
exudadas por arvores. Exemplos: goma arabica, goma ghatti, goma
karaya e goma tragacante.

4. Modificagbes quimicas de produtos vegetais como, por exemplo, a
modificacdo quimica da celulose e da pectina, conducentes a obtengéo
de hidrocoléides com propriedades geleificantes. Exemplos: gomas
celul6sicas (carboximetilcelulose, metilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose) e pectinas.

5. Bioprocessos de origem microbiana ou biopolimeros — é importante
destacar as gomas produzidas por algumas espécies de Xanthomonas
e Pseudomonas, que apresentam propriedades incomuns no que diz

I’ESDEitO a textura como a goma xantana e a gelana.

Os biopolimeros sdo produzidos e secretados por microrganismos. Eles
podem ser de dois tipos: os homopolissacarideos, compostos apenas por um tipo de
monossacarideo (exemplo dextrana, pululana), e os heteropolissacarideos,
compostos por dois ou mais monossacarideos com ou sem ramificacdes (exemplo:
gelana e xantana) (LAWS; GU; MARSHALL, 2001; MONSAN et al., 2001).
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Os biopolimeros séo considerados constituintes normais de todas as células
microbianas. Eles se dividem em trés grupos de acordo com sua localizagdo
morfolégica sendo: intracelular, quando aparece localizado no interior da célula ou
como parte da membrana citoplasmética e armazenam diferentes formas de
carbono; da parede celular, formado como parte estrutural das células
(peptideoglicanos e acido teicdico); e extracelulares (exopolissacarideos ou EPS), os
quais formam capsulas e estdo associados a superficie celular ou séo
posteriormente secretados para o meio extracelular (SUTHERLAND, 1982). Estes
exopolissacarideos podem ser capsulares ou livres. Os extracelulares livres séo
considerados os de maior importancia devido & sua facilidade de obtencdo e
economia para industria.

Os EPS de Xanthomonas campestris pv. campestris parecem ser sintetizados
pelos mesmos genes encontrados em X. axonopodis pv. manihotis, X. fastidiosa, X.
axonopodis pv. citri e X. oryzae pv. oryzae (DA SILVA et at., 2002; DA SILVA et at.,
2001; DHARMAPURI; SONTI, 1999; KATZEN et at., 1998).

Os polimeros biossintetizados podem ser classificados de acordo com a
composicdo e local da secrecdo. Quanto ao local, a xantana €& um
exopolissacarideo, sendo secretada no meio de cultura (SUTHERLAND, 1982). A
sintese de xantana em laboratério pode ser por fermentagdo continua ou
intermitente. A maior parte, se ndo a totalidade da producdo comercial, é feita em
batelada (TAIT; CLARKE-STURMAN, 1986; SUTHERLAND, 1993).

Dentre as caracteristicas de alguns tipos de biopolimeros e vantagens sob as
demais gomas estdo suas propriedades fisico-quimicas, destacando-se sua elevada
viscosidade em baixas concentracdes (0,05 a 1%), sua estrutura ramificada, seu alto
peso molecular, bem como estabilidade em ampla faixa de temperatura e pH
(VENDRUSCOLO, 1995; GARCIA-OCHOA; CASA; GOMEZ, 2000). Além disso, nao
depende de fatores fisicos e quimicos do meio ambiente para a producdo e
possiveis instabilidades politicas das regides produtoras o que provocaria escassez
e alta de pregos néo séo consideradas (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

O polimero obtido por Xanthomonas campestris pv. campestris € sintetizado
principalmente ao cessar o crescimento microbiano. Geralmente, a concentragcéo
final atinge 20 a 30 g L™, com rendimento de 50 a 60 % e produtividade tipica de
0,59 L*h™ (LIMA et al., 2001; PORTILHO, 2002). Quando a fermentac&o termina, o

caldo é esterilizado e a goma xantana é recuperada por precipitacdo com alcool
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isopropilico (KATZBAUER, 1998; MAUGERI FILHO, 2001; PAPAGIANNI et al.,
2001).

Um grande ndmero de bactérias conhecidas produz quantidades abundantes
de exopolissacarideos, particularmente os microrganismos fitopatogénicos como
Xanthomonas, Erwinia e bactérias fixadoras de nitrogénio Rhizobium, Beijerinkia e
Azotobacter (VERMANI, KELKAL, KAMAT, 1995). Destas, os exopolissacarideos de
Xanthomonas campestris (xantana), Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas
elodea (gelana), Acetobacter xylinum (celulose) e Rhizobium sp. (succinoglucana)
estdo sendo comercializados (SUTHERLAND, 2001).

Os exopolissacarideos possuem a funcdo de proteger a célula bacteriana
contra dessecacéo e ataque de bacteriéfagos, bem como de antibiéticos, compostos
toxicos e protozoarios. Outra possivel fungdo do exopolissacarideo inclui sequestrar
cations essenciais e envolvimento na aderéncia em superficies solidas e formacao
de biofilme (DE VUYST; DEGEEST, 1999; LOOIJESTEIJN et al., 2001).

As propriedades fisicas de um exopolissacarideo microbiano dependem de
suas estruturas primaria, secundaria e terciaria. A goma xantana produzida por
bactérias selvagens e mutantes, tem fornecido alguma indicacdo da relacdo entre a
estrutura do carboidrato, o grau de acilagdo e suas propriedades fisicas
(SHATWELL; SUTHERLAND; ROSS-MURPHY, 1990). Os grupos acetila e outros
substituintes ndo acucares podem alterar grandemente as propriedades fisicas,
assim como conferir carga ao exopolissacarideo. Na auséncia de tais cargas, as
macromoléculas podem ser insollveis. Contudo, dependem das liga¢des estruturais.
Os contetdos de piruvato e o acetato influenciam, respectivamente, na transigcéo e
estabilizagdo ou desestabilizacdo da conformacdo ordenada. Grupos acetila
geralmente impedem a associagdo sinergistica e sua remogado produz polimeros

geleificantes em baixas concentragbes (SUTHERLAND, 1997).

2.2 Fitopatogenicidade de Xanthomonas.

X. campestris pv. campestris pertence a familia Pseudomonaceae, sendo
uma bactéria gram-negativa, estritamente aerobica, fitopatogénica e resistente a

estreptomicina. O crescimento destas bactérias em meio YM apresenta grandes
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colénias com aspecto mucéide, apresentando ou ndo pigmentacdes (BRADBURY,
1984). E apresentada em forma de bastonetes, 0.4-0.7 um de largura e 0.7-1.8 pm
de comprimento, moveis por flagelo Gnico (1,7-3 um de comprimento). Muitas
espécies ndo sdo mdveis ou somente apresentam sua mobilidade sob algumas
condigdes. No caso de X. campestris pv. campestris ela pode ser mével ou produzir
o EPS, mas nunca ambos. Essa mobilidade da bactéria esta relacionada com a
reducgédo da viruléncia presente na mesma (KAMOUN; KADO, 1990).

X. campestris infectam mais de 240 géneros de plantas monocotiledbéneas e
dicotiledoneas que incluem alguns de interesse para a agricultura como, por
exemplo, repolhos, feijdes e alfafas (CIVEROLO; HATTINGH, 1993), exceto a
Xanthomonas maltophilia, a qual é a Unica espécie nao fitopatogénica (HAYWARD,
1993; SWINGS; CIVEROLO, 1993; GARCIA-OCHOA; CASA; GOMEZ, 2000). A
diferenciagdo das espécies desse género ocorre pela descricdo de até 120
patovares. Esta classificagdo estd relacionada com a especificidade da planta
hospedeira, Xanthomonas campestris pv campestris, pv citrus, pv vesicatoria, pv
cassave e pv manihotis, as quais infectam cruciferas, citrus, solanaceas e mandioca,
respectivamente (BRADBURY, 1984).

A viruléncia de X. campestris depende de alguns fatores, incluindo a sintese
de enzimas extracelulares e a sintese do polissacarideo extracelular (EPS). O
agrupamento de genes rpf (para regulagcdo de fatores de patogenia) controla
positivamente ambos 0s processos e a viruléncia da planta. A mutagéo nos genes
rpf leva a uma baixa regulacdo da sintese de numerosas enzimas extracelulares
como endoglucanase, protease e liase poligacturonate e também do EPS xantana
(BARBER et at., 1997).

Em 1960 foi descoberto um biopolimero pela Northen Utilization Research
Development dos EUA anunciado como polissacarideo B-1459, este sendo um
produto de fermentacdo da bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris pv.
campestris, um importante biopolimero industrial e considerado também um
polissacarideo natural. Este polissacarideo microbiano foi identificado como sendo
de alto peso molecular, hidrossolivel e um heteropolissacarideo extracelular, e
ainda possuia caracteristicas singulares que o diferenciaram de outras gomas. Apés
pesquisas, 0 termo goma xantana comecgou a ser utilizado genericamente para este
polissacarideo (GODET, 1973).
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Na década de 40, VERS isolou a bactéria denominada X. campestris. Esta
tem a propriedade de formar solugbes mais viscosas. A viscosidade se inicia quando
ocorre secrecdo de um determinado heteropolissacarideo aniénico, denominado
goma xantana, produzido em larga escala por fermentacdo aerdbia pelo
microrganismo X. campestris (MAURY; ROQUE, 1986). Esta goma foi aprovada
pelo FDA em 1969 e no Brasil sua adicdo na industria alimenticia se iniciou em 1965
(ABIA, 1992).

Xanthomonas causam diversas doengas a diferentes partes das folhas, ramos
ou frutos de muitas plantas. Os sintomas aparecem incluindo necrose, gomose e/ou
doencas vasculares ou parenquimatosas (HAYWARD, 1993). Em geral né&o
apresentam crescimento epifito, isto €, superficial, consideravel especialmente nas
folhas. A &gua livre, luz solar, especialmente os raios UV e temperaturas extremas
(~50°C) sao destacados como fatores limitantes para o crescimento (RUDOLPH,
1993).

A viruléncia da linhagem Xanthomonas pode estar mais relacionada com a
viscosidade produzida pelo exopolissacarideo do que com a quantidade de goma
produzida pelo microrganismo durante a infestagdo. Existem diversos fatores que
ajudam na propagacao da doenga conhecida como podriddo negra que ataca as
plantas da familia cruciferacea, e um desses fatores € devido a infestacdo das
sementes das plantas pelos microrganismos patogénicos e a persisténcia das
bactérias no solo (FUKUI; ARIAS; ALVAREZ, 1994). Esta bactéria infecta também
outras culturas de importancia econémica como algodéo, citrus, arroz, feijao, soja,
tomates, pimenta, morango e cana-de-acgucar, entre outros (ROITMAN; SCHRAG
1985; CIVEROLO; HATTINGH, 1993; VAUTERIN; SWINGS, 1997).

Os biopolimeros parecem influir no processo de adesdo das bactérias a
certas estruturas, colonizando a superficie dos vegetais. Depois de invadirem o0s
espacos intercelulares, desenvolvem microcolonias rodeadas de material fibrilar,
provavelmente o exopolissacarideo xantana. Apds 24 horas, encontram-se
abundantemente rodeadas por estes exopolissacarideos microbianos, que
preenchem os espacos entre as células (SWINGS; CIVEROLO, 1993).

Os espagos tornam-se congestionados (processo chamado water soaking),
pois 0 muco secretado pela bactéria apresenta alta capacidade de retencdo de
adgua. Este é considerado o primeiro sintoma da infeccdo e pré-requisito para a

efetiva colonizag&o bacteriana (RUDOLPH, 1993). Os danos se tornam mais criticos,
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jA que a congestdo é progressiva. A permeabilidade da membrana celular é
aumentada devido a fotossintese ser reduzida, apressando assim o murchamento
da planta.

O tecido necrosado € utilizado pela bactéria como substrato. A celulose e a
pectina (polissacarideos estruturais) sdo degradadas por diversas enzimas
secretadas pela bactéria (SUTHERLAND, 1993). A eficiéncia da capacidade de
formacdo do water soaking esta relacionada a viruléncia da cepa que é
correlacionada com a quantidade e qualidade do EPS produzido in vitro quando
diferentes cepas séo comparadas (RUDOLPH, 1993).

Muitas fungdes tém sido sugeridas para a xantana durante a invasao da
bactéria nas plantas: protege a bactéria contra dessecag&o, concentra minerais e
nutrientes, reduz o contato com componentes toxicos (de plantas e outros
microrganismos) pelo efeito de seus anions naturais (DENNY, 1995). Além disso, a
xantana pode estar envolvida na produgcéo de biofilme (DHARMAPURI; SONTI,
1999). Vérias Xanthomonas com mutantes deficientes de xantana freqientemente
tem reducg&o na viruléncia quando comparada com a bactéria selvagem (DANIELS et
at., 1984; DHARMAPURI; SONTI, 1999; KATZEN et at., 1998). EPS também pode
estar relacionado com a sobrevivéncia epifita de Xanthomonas campestris pv.
campestris (POPLAWSKY; CHUN, 1998).

O agrupamento do gene gum em X. campestris pv. campestris parece ser
expressado tardiamente durante a infecgcdo do nabo, indicando que o EPS pode ser
critico para estagios tardios de infeccdo, mas ndo um fator essencial para o inicio da
doenca na planta. Isto pode ocorrer pelo fato do EPS nédo ser requerido para o
crescimento na folha de mandioca, mas é pré-requisito para a infec¢do de outras
culturas (VOJNOV et at., 2001).

2.3 Aplicacbes da goma xantana.

O mercado anual para as gomas utilizadas em alimentos foi estimado em 405
milhdes de ddlares. Somente para a goma xantana, este valor foi avaliado em
aproximadamente 60 milhdes de dolares (BAIRD; PETTITT, 1991). O biopolimero
goma xantana é o polissacarideo mais importante do ponto de vista comercial.

Atualmente, a xantana tem um mercado de cerca de US$ 270 milhdes e uma
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producédo de 40.000 t/ano, com taxa de crescimento acima de 5% ao ano, indicando
para 2015 um mercado estimado em US$ 400 milhdes e 80.000 t/ano (PRADELLA,
2006).

As empresas Merck e Pfizer, nos Estados Unidos da América, Rhdne Poulenc
e Sanofi-Elf, na Franca, e Jungbunzlauer, na Austria s&o consideradas as maiores
produtoras de xantana atualmente. Estas produzem a goma tanto para uso em
alimentos como para outros usos industriais (GARCIA-OCHOA; CASA; GOMEZ,
2000).

Mesmo com resultados t&o significativos este biopolimero ndo predomina no
mercado devido a seu alto custo de produgdo, saindo em media US$ 6,8/Kg. Este
valor ainda n&o inclui gastos com despachantes, transporte e imposto (ABIA, 2004).

No Brasil, a adicdo da goma xantana como estabilizante e espessante em
alimentos, foi permitida desde 1965 pelo decreto Lei n° 55.871, da Legislacéo
Brasileira de Alimentos (LIMA et al., 2001). Com excec¢do dos amilaceos, o mercado
brasileiro € um tradicional importador de biopolimeros para uso industrial, seguindo a
tendéncia mundial na qual o total de importa¢des dos biopolimeros vém progredindo
cada vez mais (CRUZ, 1983; ABIA, 1989/1993).

ApoOs vérios estudos observou-se que os biopolimeros vém substituindo
progressivamente os polissacarideos obtidos de fontes convencionais. Isso ocorre
devido ao visivel interesse por suas propriedades reoldgicas, que em grande parte
dos casos superam as caracteristicas funcionais dos convencionais (SANDERSON,;
CLARK, 1983; RINAUDO, 1993).

A partir de inUmeros estudos com a goma xantana, foi comprovado que este
polissacarideo é atoxico. Estes estudos foram realizados em ratos e em cées
incluindo andlises reprodutivas e nutricionais a curto e a longo prazo, concluindo que
a goma xantana néo inibia o crescimento, ndo causava nenhum tipo de alergia,
irritacdo nos olhos e nem na pele, ndo promovia incidéncia de tumores, nao
provocava alteracdes no peso dos 6rgdos ou na constituicdo sanguinea destes
animais (GARCIA-OCHOA; CASA; GOMEZ, 2000). A conclusdo dos testes
nutricionais foi que o biopolimero n&do era degradado no sistema digestivo, passando
pelo estdbmago e intestino com a minima modificagéo, considerando esta passagem
quase imperceptivel (BETZ, 1979; PETTITT, 1982).

A goma xantana é aplicada nos setores industriais em geral preferencialmente

o de alimentos. A xantana é empregada para controlar viscosidade, textura, retencéo
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de aromas e estabilizacdo de emulsdes e suspensdo de sdlidos. A xantana é
encontrada adicionada em molhos prontos, alimentos congelados, sucos de frutas e
coquetéis, sobremesas instantaneas, produtos carneos etc (MAUGERI FILHO,
2001). A compatibilidade deste polissacarideo com a maioria dos col6ides utilizados
em alimentos, incluindo o amido, torna a goma xantana ideal para a preparagéo de
paes e outros produtos para a panificagédo (CHRISTIANSON et at., 1974).

Na induUstria de alimentos a xantana é considerada multifuncional, atuando
como estabilizantes, espessantes, geleificantes e crioprotetores, sendo muitas vezes
0s principais responséaveis pela textura (corpo, viscosidade e consisténcia) dos
alimentos processados (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005).

A goma xantana também esta presente na indastria farmacéutica e
cosmética, como agente de suspensdo e espessante (KATZBAUER, 1998).
Representa 90% do volume total de vendas dos polimeros bacterianos.

Quando aplicada na agropecuaria, esta goma é utilizada como agente de
suspensdo de vitaminas e minerais na alimentagdo dos animais em forma de
suplementos liquidos e, especificamente, para suspender proteinas nos substituintes
de leite para bezerros (BETZ, 1979). Apresenta a capacidade de disperséo das
suspensdes de fungicidas, herbicidas e inseticidas, possuindo a capacidade de
aderéncia a vegetacdo (COTTRELL; KANG, 1978). Tais propriedades se devem a
sua composi¢do quimica, agrupamentos e ligac6es moleculares, peso molecular
médio e distribuicdo (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004; BERWANGER, 2005).

A xantana é o polissacarideo mais utilizado na recuperagéo terciaria de
petroleo (EOR), ndo tendo até o momento nenhum outro em escala comercial que
supera suas qualidades. Este biopolimero tém sido usado junto com hidréxido de
sédio e surfactantes na técnica conhecida como APS (&lcali-polimero-surfactante)
(NAVARRETE; SHAH, 2001).

2.4 Estrutura e biossintese da goma xantana.

Existem poucas informacdes sobre o processo da biossintese dos diferentes
tipos de exopolissacarideos. Um bom entendimento do processo bioquimico é
importante, pois estas informagdes podem ser usadas para controle e otimizagéo da
producdo e também para ter conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos

EPS. Com o conhecimento do processo biossintético, pode-se melhorar os
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processos tecnolégicos com o objetivo de diminuir os custos (DE VUYST;
DEGEEST, 1999; LOOIJESTEIJN et al., 2001).

A goma xantana apresenta uma unidade bésica repetitiva considerada um
polimero constituido por unidades de glicose, duas de manose, uma de &cido
glicurdnico, na propor¢cdo molar de 2,8: 2,0: 2,0 e grupos piruvato e acetil. O peso
molecular da xantana é considerado alto, de 2 a 12 x 10° Da (Daltons), mas pode
variar dependendo do processo fermentativo e da linhagem utilizada. Sua cadeia
principal consiste em unidades de B-D-glucose com ligacdes nas posicoes 1 e 4. O
trissacarideo de cadeia lateral confere solubilidade em meio aquoso.
Especificamente os &cidos glicurdnico, pirdvico e acético conferem ionicidade a
xantana e estdo relacionados a conformacdo molecular (MISAKI, 1993). A unidade
de acido D-glicurénico fica entre duas unidades de D-manose ligadas na posicdo
0O-3 de residuos de glucose da cadeia principal. A rigidez da cadeia principal, aliada
a solubilidade induzida pelas cadeias laterais, e demais caracteristicas Unicas a
xantana que a tornaram tao importante para a industria de alimentos dentre outras.
Aproximadamente metade dos residuos D-manose terminais contém um acido
pirivico ligado, com distribuicdo indeterminada. A unidade D-manose ligada na
cadeia principal contém um grupo acetil na posicdo O-6 (SUTHERLAND, 1992;
GARCIA-OCHOA; CASA; GOMEZ, 2000; PORTILHO, 2002). Cerca de 30% das

ramificagbes possuem um grupo piruvato carregado.
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FIGURA 1 Estrutura da goma xantana (GARCIA-OCHOA et at., 2000).
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O genoma de X. campestris codifica 21 proteinas com propriedade Unica
GGDEF, 5 com EAL, 8 GGDEF e EAL, e 3 HD-GYP. Na maioria dessas proteinas,
os dominios GGDEF, EAL e HD-GYP estdo associados com outros dominios que
possuem fungdes estabelecidas em sinalizacdo, tal como os dominios PAS, GAF e
REC. Uma hipbtese é que estes reguladores sdo componentes de sistemas de
transducéo de sinal que respondem a diferentes respostas ambientais para modular
o nivel GMP ciclico na célula com consequentes efeitos para a regulacdo de funcdes
associadas a superficie (CROSSMAN; DOW, 2004).

A conformacdo da molécula da xantana apresenta-se de duas formas sendo
hélice e espiral aleatdria, dependendo da temperatura de dissolu¢cdo (MORRIS,
1976; GALINDO, 1994; CHALLEN, 1993). Devido a presenca dos acidos D-
Glicurbnico, piravico e agrupamentos acetila em sua estrutura molecular possui
cardter anibnico marcante. Nos produtos comerciais, estas fungbes acidas
encontram-se neutralizadas por eletrdlitos (LEE, 1980; OHLWEILER, 1982,
RUSSEL, 1994; ATKINS, 2001). Na xantana so utilizados os cétions Na*, K" e Ca™
(MORRIS, 1992).

A biossintese da goma xantana é bem complexa e se inicia com a produgéo
de precursores UDP-glicose, UDP-acido glicurbnico e GDP-manose a partir da
conversdo de acuUcares simples para precursores derivados de agucares
nucleotideos. As subunidades de pentassacarideos sdo fixadas no interior da
membrana portadora de fosfato poliprenol e a adicdo de grupos acetil e piruvato
ocorre durante a polimerizagcdo de unidades repetidas de pentassacarideos e
secrecdo do polimero (HARDING; CLEARY; IELPI, 1995; IELPI; COUSO;
DANKERT, 1993 e 1983).

O local preciso do processo de polimerizacao e o estagio final da secre¢éo do
EPS a partir da membrana citoplasmética, envolvendo a passagem pelo periplasma,
membrana exterior e a excregdo para o ambiente extracelular, ainda sdo pouco
elucidados (HARDING et at., 1994; SUTHERLAND, 1997 e SUTHERLAND, 2001).
Os autores ainda ndo entraram em um consenso, pois alguns citam que primeiro
ocorre a polimerizagcdo das unidades pentassacaridicas no interior da célula para
posteriormente a secrecao do biopolimero (COPLIN; COOK, 1990; HARDING et at.,
1993; KATSEN et at., 1998; SUTHERLAND, 2001). J4 de acordo com Koplin et al
(1992), as unidades pentassacaridicas sdo secretadas e polimerizadas no ambiente

extracelular ocasionando a formag&o do biopolimero.
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Alguns genes de X. campestris pv. campestris relacionados com a biossintese
da goma xantana e patogenia estdo sendo clonados (BARRERE; BARBER,;
DANIELS, 1986; THORNE; TANSEY; POLLOCK, 1987), mas somente alguns tém
suas fungdes estabelecidas (HARDING et at.,, 1987; HOTTE et at., 1990). O
isolamento de mutantes defeituosos é uma importante etapa de identificagdo de
genes relacionados a patogenia e produgédo da goma.

A regido cromossomica xpslll, xpslV e xpsVI e o agrupamento do gene 35.3kb
sdo essenciais para a primeira etapa da biossintese da xantana (HARDING et al.,
1993; KOPLIN et al, 1992). Estas regides compreendem fungbes de genes
envolvidos na biossintese dos precursores de aguUcares nucleotideos. Proteinas
relacionadas para o estagio subseqiente da biossintese da xantana tém sido
propostas para serem codificadas pela regido gum ou xpsl (CAPAGE et at., 1987,
HARDING et at., 1987; VANDERSLICE et at., 1988).

Na biossintese da xantana estdo envolvidos 12 genes (HARDING et at.,
1987). Estes sdo nomeados de gumB — gumM, na ordem em que eles aparecem no
genoma de X. campestris pv. campestris (KATZEN et at., 1998). O numero de genes
homdlogos da goma tém sido detectados na seqiiéncia gendmica de Xilela fastidiosa
(DA SILVA et al., 2001) e Xanthomonas axonopodis pv. citri (DA SILVA et al., 2002).
A proteina da GumbD catalisa a primeira etapa da producdo de xantana sendo
responsavel pela a adicdo da primeira molécula de glicose para a molécula aceptora
de isoprendide (KATZEN et al., 1998). Os mutantes de X. campestris pv. campestris
sem gumD n&o produzem xantana e o fator de viruléncia € reduzido (CHOU et al.,
1997; KATZEN et al., 1998). A mutacéo de qualquer outro gene biossintético de gum
pode induzir a producdo de exopolissacarideos modificados (que pode ainda
funcionar na planta), ou sintetizar intermediarios toxicos (KATZEN et al., 1998).

A biossintese da xantana pode ser bloqueada em diferentes etapas
(HARDING; CLEARY; IELPI, 1995). A inativacdo das enzimas envolvidas na sintese
de aguUcar nucleotideo aboliu a producdo da xantana e teve efeitos pleiotrépicos,
desde que estas enzimas estdo também envolvidas na biossintese da glicana ciclica
e lipopolissacarideos (KOPLIN et at.,, 1992). Em contraste, a ruptura do gene na
regido gum é provavelmente ocasionada, visando a inativagdo da enzima restrita a
biossintese do biopolimero.

No exterior da célula microbiana os exopolissacarideos podem permanecer

soltos (como muco viscoso) ou podem estar ligados covalentemente (a um
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fosfodiéster ou a um lipidio) na superficie da célula. Neste ultimo caso, o material
pode formar uma cépsula, que pode ser reconhecida microscopicamente e que pode
estar aderida firmemente a superficie celular (SILVA et al., 2001; WHITFIELD;
ROBERTS, 1999).

Um problema que pode ocorrer na sintese de exopolissacarideos é a
presenca de polissacarases especificas ou polissacarideo-liases que degradam o
exopolissacarideo produzido pela bactéria. No periplasma existem produtos
intracelulares, nos quais 0s genes estruturais estdo estreitamente associados com
aqueles para a biossintese de polissacarideos. Caso ocorra lise da célula durante o
cultivo, as enzimas podem ser liberadas para o meio extracelular podendo ocorrer &
degradagdo dos produtos poliméricos e a reducdo drastica da massa. Tais
problemas sdo especialmente pertinentes durante a produgéo de alginato bacteriano
e também na producdo comercial de acido hialurénico. A producé@o de gelana por
Sphingomonas paucimobilis também envolve uma gelana-liase enquanto
Xanthomonas campestris produz uma celulase (CONTI et al., 1994; SUTHERLAND;
KENNEDY, 1996).

Estima-se que sao utlizados onze ATP para cada cinco hexoses
polimerizadas para a sintese da goma xantana. Toda energia excedente do
metabolismo de X. campestris é direcionada para a biossintese da goma xantana,
resultando em aumento da sua producdo (ROSEIRO et al., 1993; JARMAN; PACE,
1984; RYE; LINTON, 1988).

2.5 Fatores que interferem no crescimento de Xanthomonas e na

producéo da xantana.

A producdo tecnoldgica da xantana € realizada em duas etapas sendo a
primeira relacionada com a produgéo do inoculo (crescimento celular) e a segunda
com a producgdo do biopolimero. Um dos fatores que inibem uma maior producéo
deste polissacarideo € seu meio de fermentacéo, onde participam substratos caros.
Por este motivo, estudos vém sendo realizados progressivamente em busca de
meios mais baratos para esta produgdo (PAPOUTSOPOULOS; EKATERINIADOU;
KYRIAKIDIS, 1994; BILANOVIC; SHELET; GREEN, 1994; SILVA, 2004).

Para que a producédo do biopolimero ocorra de maneira correta, é necessario

considerar como primeiro fator o microrganismo em estudo. Alguns parametros de
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fermentacé@o sdo também essenciais para obtencdo de resultados adequados como:
1) Aeracao e agitacdo (160 rpm para crescimento e producdo): necessarios para
producdo industrial da xantana, que é realizada convencionalmente em batelada
(aproximadamente 80 horas de duragéo). 2) Composicdo do meio de cultivo: uma
fonte de carbono (glicose ou sacarose), uma fonte de nitrogénio (extrato de
levedura, peptona, nitrato de aménia ou uréia) e sais. 3) O pH do meio proximo ao
da neutralidade e 4) Temperatura: mantida em torno de 28°C. Cada cepa apresenta
um tipo de necessidade alimentar, como suas fontes de carbono, e também
apresentam diferentes respostas diante de uma mudang¢a no ambiente, podendo ser
favoravel ou ndo (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

Varias pesquisas indicam que a composicdo do meio interfere diretamente na
qualidade, ou seja, viscosidade do polimero, e foi comprovado que quando os
biopolimeros s&o sintetizados nos meios convencionais estes apresentam maior
viscosidade que aqueles que utilizam meios de cultura alternativos como: soro de
leite (ANTUNES, 2000). No entanto, Foresti (2003) analisou o meio de cultura
alternativo com a presenca de arroz infuso e obteve solugdes de xantana com
viscosidade superior a apresentada pela mesma cepa em meio convencional
(LANEUVILLE; PAQUIN; TURGEON, 2000).

A enzima (-galactosidase pertencente a linhagem X. campestris possui baixa
afinidade com a lactose presente em alguns meios dificultando a sintese do
biopolimero (FRANK; SOMKUTI, 1979). No entanto, alguns autores utilizaram o soro
de leite como substrato para producdo de xantana, mas com duas alternativas:
isolando cepas com maior capacidade de hidrolise da lactose ou realizando
modificacdo genética no microrganismo para facilitar a sintese do biopolimero
(SCHWARTZ; BODIE, 1985; FU e TSENG, 1990; FU; CHANG; TSENG, 1992;
KONICEK; KONICKOVA-RADOCHOVA, 1992; PAPOUTSOULOU; KATERINIADOU;
KYRIAKIDIS, 1994; DRAHOVSKA e TURNA, 1995). Os mesmos autores relataram,
no entanto, que as caracteristicas acrescidas ao microrganismo ndo se mantiveram
estaveis.

Estdo descritos varios meios de producdo na literatura. Entretanto a
composicao qualitativa € a mesma e cada suplemento apresenta uma determinada
funcdo na produgdo de polissacarideo. Os meios para a producdo dos
polissacarideos apresentam basicamente uma fonte de fosforo (fosfato de potassio)

e nitrogénio (sulfato de amoénio) em concentragdes adequadas para 0 crescimento
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do microrganismo, uma fonte de carbono (glicose, sacarose, manose, frutose e
outras) como reserva energética e ainda oligoelementos como Na**, K**, Ca?*, Mg?
e Fe?*, os quais tém um papel importante como cofatores enzimaticos nas vias de
producéo do polissacarideo (MARTINS; BRITO; SA-CORREIA, 1990; WONG, 1993;
MADI; MCNEIL; HARVEY, 1997).

Em geral o tipo e a concentragdo da fonte de nitrogénio tem uma influéncia
média no fluxo de carbono, na formacao de produtos ou na formacdo de biomassa.
Isto ja foi relatado no caso da producdo de xantana, alginato e gelana, onde uma
alta propor¢cédo C:N favorece um acumulo de exopolissacarideo (NAMPOOTHIRI et
al., 2003).

Um dos fatores que interferem na qualidade da producdo da goma xantana €
a variagdo do seu peso molecular quando utlizam diferentes substratos
(SUTHERLAND, 1993). De acordo com Garcia-Ochoa, Casa e Gomez (1992) vérios
nutrientes influenciam na produgdo da goma e crescimento de X. campestris: 0
nitrogénio, fésforo e magnésio para o crescimento, e nitrogénio, fésforo e enxofre
para a producdo do biopolimero. Quando utilizados em uma alta concentracdo, o
nitrogénio e o fosforo causam um efeito contrario inibindo o crescimento celular e a
produgédo da goma xantana. De acordo com SILMAN e ROGOVIN (1970), o
nitrogénio é considerado um componente limitante para o crescimento celular da
linhagem NRRL-B-1459 de X. campestris.

Alguns pesquisadores descrevem como meios de formagdo da goma xantana
por X. campestris pv. campestris NRRL-B-1459: 2% de glicose, 0,02% de nitrogénio
e 0,2% de fosfato de potassio (ROGOVIN; ANDERSON; CADMUS, 1961). O meio
de cultura consiste geralmente de 2 a 4% de glicose ou sacarose como fonte de
carbono, 0,05 a 0,1 % de nitrogénio (extrato de levedura, peptona, extrato de amonio
ou uréia), fésforo e tragos de outros minerais. O pH deve ser mantido proximo ao da
neutralidade (SILMAN e ROGOVIN, 1970).

Alguns pesquisadores observaram que somente 3% a 5% da glicose
poderiam ser utilizadas no meio da fermentagcdo para obter maior rendimento e
eficiéncia, devido a alta viscosidade presente no meio de cultura (SMILEY, 1966;
MORAINE e ROGOVIN, 1966). Foi visto que o crescimento microbiano cessava
qguando a viscosidade do meio alcangava cerca de 2000 cP (Brookfield LVT, 28°C e

30 rpm), na maioria das fermentagfes. A concentracdo baixa de agucar (até 2%)
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também interfere na produtividade da goma se o nivel de nitrogénio for acima de
0,06%.

LINDBLOM e PATTON (1967) afirmam que quando a linhagem de
Xanthomonas NRRL-B-1459 é colocada num processo de multiestagios, na qual as
células crescem num meio pobre em carboidrato (0,2%), ocorrem duas observacdes:
no primeiro momento ha crescimento celular do microrganismo, mas ndo héa
producdo do biopolimero: j& no segundo momento, 0os autores citam que se pode
obter um incremento na produgdo do polissacarideo quando ha um aumento de
concentracao de carboidrato.

Na industria utilizam-se substratos de custo baixo como os melagos residuais
da industria agucareira, agua de maceracdo de milho, agicar mascavo, bagacos de
frutas, sacarose, amido, amido hidrolisado, soro de leite, xarope de milho e de
glicose, entre outros. Ja os substratos purificados da produgdo de xantana sao
utilizados apenas para experimentos, sendo assim em escala laboratorial, devido ao
preco alto que eles possuem (SUTHERLAND, 1993; DE VUYST e VERMEIRE,
1994; GREEN; SHELEF; BILANOVIC, 1994; DRAHOVSKA; TURNA, 1995;
RAJESWARI; PRAKASH; GHOSH, 1995).

O pH neutro € considerado 6timo pelos pesquisadores para o crescimento de
X. campestris, mas quando inicia-se a fermentacdo do polissacarideo microbiano, o
mesmo decresce para 5,0. Isto ocorre devido a presenca dos grupos acidos nos
polimeros. Estudos comprovaram que se ocorre o controle do pH, o crescimento
microbiano alteraria, fornecendo resultados excelentes, mas ndo haveria nenhuma
interferéncia na producdo (GARCIA-OCHOA; CASA; GOMEZ, 2000).

A temperatura € um fator importante para o crescimento celular e para a
producdo do biopolimero. Quando esté igual ou menor que 24°C, a formacgdo da
goma xantana apresenta um atraso significativo. Entretanto, quando essa
temperatura aumenta para 27°C, a biossintese da xantana segue o crescimento,
celular a partir do inicio da fase exponencial e continua na fase estacionaria. No
entanto, a 35°C o crescimento torna-se lento e a temperatura elevada ocasiona altas
taxas de morte celular (SHU e YANG, 1990).

A partir da década de 70, estudos sobre a cinética da producdo de goma
xantana foram intensificados, realizados principalmente por Moraine e Rogovin
(1971 a, b; 1973), Silman e Rogovin (1972) e Jeanes et al (1976). O crescimento

celular foi analisado nestes estudos separadamente da formagéo do produto, sendo
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caracterizado por uma fase log onde o crescimento celular era quase ausente, com
rapido declinio da taxa de crescimento ja no primeiro dia de fermentacéo. Este baixo
crescimento de X. campestris € entendido pela exaustdo de algum nutriente
limitante, provavelmente o nitrogénio. A formagdo do polimero foi altamente
dependente da temperatura, da concentragdo de acucar, do pH, da concentragéo de

oxigénio dissolvido e possivelmente da viscosidade do meio.

2.6 Recuperacgao dos biopolimeros.

Para a separacdo do polissacarideo microbiano, podem ser utilizados alguns
tratamentos com a finalidade de obter algumas caracteristicas no produto final.
Quando o biopolimero é tratado com dialdeidos o objetivo é aumentar sua
dispersibilidade, reagindo com formaldeido é para aumentar a viscosidade do
biopolimero, e com utilizacdo de celulases consegue-se torné-la compativel com
outros polissacarideos como a CMC (carboxil metil celulose) (LIMA et at., 2001).

De acordo com Garcia-Ochoa, Casas e Gémez (2000), as etapas para a
separacdo do biopolimero sdo: desativacdo ou lise das células por meio de
processos quimicos, mecanicos ou térmicos; remocao da célula por filtracdo (se
preciso, fazer a diluicdo antes da filtragdo); recuperacdo do polimero por
precipitagdo com solventes organicos (etanol, &lcool isopropilico, misturas de sais e
alcool); separagéo do precipitado/solvente, sendo o precipitado lavado varias vezes
com o solvente que é evaporado posteriormente; secagem do biopolimero em
secadores continuos ou em batelada, a vacuo ou com circulagdo forcada de géas
inerte.

Para a recuperacdo da xantana existe um método tradicional que apés a
fermentacéo utiliza-se o etanol. No entanto, o estudo realizado por Medeiros et al
(2000) mostrou que a adi¢cdo de NaCl a 1%, além de reduzir a quantidade de etanol
necessdria para a precipitacdo da goma, resulta também em um biopolimero com
um valor de viscosidade aparente superior ao recuperado somente com etanol.

A literatura cita também outros métodos alternativos de recuperacao primaria
do biopolimero como, por exemplo, a precipitagdo seletiva com a utilizacdo de

detergentes catidnicos e ainda uma producéo insolivel de polimero por adicdo de
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certos sais e ajuste de pH (PACE, 1991, GARCIA-OCHOA, CASAS; GOMEZ, 2000;
DRUZIAN, 2000).

2.7 Reologia dos biopolimeros.

As caracteristicas reolégicas de um biopolimero dependem diretamente da
bactéria utilizada, do processo de fermentagdo e recuperagdo, e das condi¢des de
utilizacdo da goma. A reologia pode ser definida como o estudo da deformacéao da
matéria, ou 0 estudo da mobilidade dos fluidos e esta ligada com a importancia da
tecnologia dos alimentos. O estudo da deformabilidade no alimento esté relacionado
com a quantidade e tipo de agua presente no alimento. A reologia dos fluidos é
estudada por meio de medidas de viscosidade ou fluidez (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

Rottava (2005) apud com Pasquel (1999) classificaram o comportamento
reoldgico em dois extremos: solidos perfeitos (hookeanos) e fluidos perfeitos
(newtonianos). Os sodlidos ideais se deformam elasticamente e a energia de
deformagéo é completamente recuperada quando cessa o estado de tens&o. Ja os
fluidos ideais escoam, ou seja, se deformam de forma irreversivel e a energia de
deformagéo é dissipada na forma de calor. Alguns exemplos: bebidas destiladas,
refrigerantes artificiais, leite, solucbes de sacarose e de varios sais, Oleos etc
(BOBBIO, 2001).

N&o-newtonianos sdo considerados os fluidos reais, ou seja, quando ha
interacdo entre os componentes de um fluido e essas interagbes dependem e
afetam a velocidade de deformag&o causada por for¢cas externas. A maioria dos
coléides hidrofilicos apresenta este tipo de comportamento como: as pastas de
amido e seus derivados, as solugdes de gomas e de derivados da celulose, sopas
cremosas e maionese etc (BOBBIO, 2001).

De acordo com Krevelen (1990), a viscoplasticidade é um fenbmeno que
depende e ocorre apenas em sistemas poliméricos. Os fluidos poliméricos
apresentam comportamento ndo-newtoniano em solu¢des diluidas, sendo possivel
verificar que em repouso as moléculas do polimero podem assumir uma posi¢cédo
equilibrada de formas (conformacao) e aleatéria de orientagdes (configuracdes). Sob
cisalhamento, estas moléculas mudam de forma e se afastam da posicdo de

equilibrio. As varias moléculas se alinham com as suas vizinhas, reduzindo a
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aleatoriedade do sistema molecular, tomando uma orientagdo global tipica de
soélidos, originando o comportamento viscoelastico (YOUNG, 1981; NAVARRO,
1997).

A medida da viscosidade aparente de solu¢gbes aquosas € considerada um
dos indicativos mais importantes que o biopolimero possui propriedade sendo esta
de interesse comercial como agente estruturante, espessante ou geleificante
(SZCZESNIAK, 1985). O tipo de estrutura molecular e a concentragdo do polimero
sdo alguns fatores que interferem em sua viscosidade. Quando a concentragdo do
polimero aumenta a viscosidade também aumenta. Este comportamento pode ser
atribuido as interagBes intermoleculares e entrelacamentos, devido ao acréscimo
efetivo nas dimensfes da macromolécula e no peso molecular (GARCIA-OCHOA;
CASAS; GOMEZ, 2000).

A cadeia linear apresenta um grau de enrolamento que é reduzido com a
ramificagdo. O polimero ramificado apresenta diferenciagdo em termos de
viscosidade quando comparado com o polimero linear, mesmo apresentando a
mesma composi¢do quimica e peso molecular. A queda da viscosidade com o
aumento da ramificagéo, sempre ocorre quando os ramos ndo excedem a um dado
comprimento, estando relacionado com a alteragdo no movimento cooperativo dos
segmentos da cadeia (DIAZ; VENDRUSCOLO, 2004). Entretanto, alguns
pesquisadores relatam que quando as ramificagbes sdo longas e enrolam-se entre
as cadeias com comprimento maior que o critico da cadeia, este comportamento
aumenta a viscosidade (NAVARRO, 1997; RAO, 1999).

A solubilizagdo do biopolimero é um item importante na viscosidade e que
deve ser considerado quando ocorre a adicdo de xantana em um produto. Diaz
(2002) estudou varios métodos de solubilizagdo de xantana utilizando agua destilada
e incluindo métodos oficiais de solubilizacdo. Apesar de varias pesquisas literarias
recomendadas, o autor conclui que o método proposto por Zhang Xuewu et al
(1996), o qual descreve o efeito da concentracdo na viscosidade da goma xantana
em temperaturas variaveis foi o que apresentou maior viscosidade aparente da
solucéo de xantana produzida por Xanthomonas campestris pv pruni cepa 24.

As solucdes dos biopolimeros podem apresentar dois tipos de comportamento
reoldgico: tixotropico e pseudoplastico. O comportamento tixotrépico é observado
em produtos cosméticos como: lo¢cdes e xampus, tintas, catchup etc. A retirada do

produto da embalagem torna-se mais facil, ndo ocorrendo escoamento exagerado e
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obtendo uma utilizacdo correta (MOREIRA, 2002). Na goma xantana é observado a
tixotropia, relacionada com o conteddo de piruvato presente na molécula sendo um
indicativo de qualidade de goma (SANDFORD et al., 1979). Pseudopléstico é a
aplicacdo de uma forca em um sistema aumentando a fluidez e, consequentemente,
diminuindo a viscosidade (BOBBIO, 2001). A goma xantana permite também que o
produto alimenticio no qual foi utilizada, seja menos viscoso ao paladar e o sabor
seja mais acentuado (CHALLEN, 1993).

A viscosidade pode fornecer importantes informagbes a respeito das
mudancas fundamentais na estrutura do fluido durante um determinado processo,
como polimerizacé@o, emulsificagdo e homogeneizacdo. Os testes reologicos a baixa
tensdo de cisalhamento sdo importantes para avaliar as caracteristicas de uma
solug&o, ou mesmo realizar o controle de qualidade de um produto alimenticio. E o
parametro mais indicado para simular as condigbes de utilizagdo do produto
(SCAMPARINI, 1991) e a viscosidade aparente (RAO, 1999).

A maioria das solugdes das gomas apresenta uma diminui¢cdo da viscosidade
de acordo com o aumento da temperatura. Neste sentido destaca-se a goma
xantana ndo apresentando reducéo da viscosidade quando presente na faixa de
temperatura entre 0°C e 100°C (PASQUEL, 1999).

A adicdo de eletrdlito em solucdo de goma xantana faz com que ocorra
reducdo do valor do moduo elastico. Os polieletrdlitos sdo 0s responsaveis por este
comportamento tipico e que resulta na mudanca da conformacdo, causando
decréscimo no volume hidrodindmico, decrescendo assim os valores dos parametros
reoldgicos. A adicdo de eletrolito acima da concentracdo critica pode induzir a um
aumento nos valores dos parametros reoldgicos por associa¢cbes intermoleculares,
facilitadas pela reducdo das repulsGes eletrostticas e ordenacdo das cadeias,
conduzindo a uma rede tridimensional (PELLETIER et al., 2001).

A viscosidade das solucBes de xantana é dependente da concentracdo dos
sais quando este ultrapassa 0,1mol L (KANG; PETTITT, 1993). Diaz (2002)
estudou a adicao de cloreto de potassio e de sddio em solugcdes de xantana
produzida por Xanthomonas campestris pv pruni cepa 24, verificando que a maior
viscosidade aparente apresentada pela solugcdo foi com a adicdo de cloreto de
potdssio na concentracdo de 0,1mol L™. Moreira (2002) também apresenta
resultados semelhantes, citando que a presenca de cloreto de sodio ajuda a

aumentar a viscosidade de solugdes de xantana. Entretanto, para os autores Garcia-
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Ochoa, Casas e Go6mez (2000), quando pequenas quantidades de sais sé&o
adicionadas a solucgédo, a viscosidade diminui nas baixas concentracfes de xantana.
Este efeito tem sido atribuido a reducao das dimensdes moleculares resultando da

diminuicdo das forcas eletrostaticas entre as moléculas.

2.8 Efeito da irradiacdo por luz ultravioleta no DNA e selegcdo de

mutantes para a produc¢ao de xantana.

A radiacao ultravioleta cobre uma regido do espectro eletromagnético que fica
entre 100nm e 400nm (nandmetros). Esta regido € particularmente indicada para
inativagcdo de microrganismos. A energia a ela associada, quando atinge importantes
agrupamentos bioquimicos, pode provocar lesdes irreversiveis e organismos nao
hébeis & sobrevivéncia. Em 260 nm, seu efeito germicida alcanga eficiéncia maxima,
atuando principalmente na dimerizagdo de bases nitrogenadas nos acidos
desoxirribonucléico (DNA) e ribonucléico (RNA) (SKOOG; WEST; HOLLER, 1994).

De acordo com o Comité Internacional de Illuminagdo ("Commission
Internacional de I'Eclairage"), existe uma classificacdo para cada tipo de irradiacdo
por luz ultravioleta. UV-A (400-320nm), UV-B (320-280nm) e UV-C (280-200nm),
(GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004). De acordo com Diffey
(2002) a irradiag@o ultravioleta esta restrita a uma pequena parte de espectro
eletromagnético, que também inclui ondas de radio, microondas, radiacao
infravermelho, luz visivel, raios-X e radiacdo gama(y).

A luz ultravioleta reage altamente com radicais hidroxilas e induz a formagé&o
de elétrons na superficie dos fotocatalisadores. Os radicais e elétrons podem
decompor uma vasta razdo de contaminagdo como quimica ou biolégica em
produtos finais inofensivos tal como CO, e H,O (ZHAO; YANG, 2003).

Nucleotideos e seus constituintes, como purinas e pirimidinas, sofrem reacdes
envolvendo a alteragdo espontanea da sua estrutura covalente. Essas reagdes
apresentam velocidade geralmente lenta, porém séo fisiologicamente significantes,
por serem pouco tolerantes para alteracdes na informagéo genética. Quando ocorre
alteracdo na estrutura do DNA, podem levar a alteragcbes permanentes na
informacé@o genética codificada, podendo ser transmitidas & prole seguinte. Estas
alteracdes sdo chamadas de mutagdes (NELSON; COX, 2002).
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Algumas reacbes s&o desenvolvidas pela radiagdo de luz ultravioleta
ocasionando uma condensagdo de dois grupos etilenos para formar um anel
ciclobutano. Na célula a mesma reagdo ocorre entre as bases pirimidinicas
adjacentes nos &cidos nucléicos, formando dimeros ciclobutano de pirimidinas
(figura 2). No entanto, bactéria e outros organismos possuem enzimas de reparo a
essa lesdo denominadas de fotoliases. Elas utilizam a energia da luz visivel para
separar o dimero novamente nas duas timinas originais. As enzimas clivam as
timinas distorcidas com ligagdo cruzada abrindo um amplo intervalo. Elas
preenchem esse intervalo com o DNA recém-sintetizado complementar a fita oposta
ndo-lesada. Assim a sequéncia original de pares de bases €& armazenada
novamente. A Ultima etapa envolve a enzima ligase, que ocasiona a selagem
covalente do esqueleto de DNA. Ocasionalmente esse reparo gera um erro, e a

sequéncia original de bases ndo é corretamente rearmazenada, processo
denominado de mutacédo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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Luz uliravicleta

A exposicdo a luz UV leva as timinas
adjacentes a fazerem ligagcdes cruzadas,
formando um dimero de timina e interrompendo
0 pareamento normal das bases.

Uma enzima corta e remove o DNA
danificado.

A DNA polimerase preenche a lacuna
sintetizando um novo DNA, utilizando a fita
intacta como molde.

I a A DNA ligase sela a lacuna restante, unindo o
] DNA velho e novo.

Figura 2. A criagéo e o reparo de um dimero de timina causado pela luz ultravioleta
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2005).
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Quando as bases sdo mutadas a formacdo de ligagdes de hidrogénio no
filamento oposto é prejudicado. A transcricdo do DNA e a replicagdo sdo, portanto,
blogueadas, comprometendo assim a funcéo celular e, eventualmente, conduzindo a
morte celular. Esta reacdo ocorre no acido nucléico e o sistema de desinfeccao por
UV frequentemente acarreta a inativagdo do microrganismo (BLATCHLEY; PEEL,
2001). Entretanto a UV aumenta a transcricdo de genes especificos, tal como uvrA e
uvrB em E. coli (SANCAR et at., 1982).

A luz ultravioleta é utilizada amplamente como agente antimicrobiano,
incluindo desinfeccdo de &gua, de ar e desinfeccdo de superficies de preparo
alimenticios. A inativagdo de microrganismos como resultado da irradiagdo UV é
quase que totalmente atribuida para reagfes fotobioquimicas que s&o induzidas no
interior dos microrganismos. As propriedades germicidas da irradiagdo UV ocorrem
devido o DNA absorver a luz ultravioleta causando ligagbes cruzadas entre as bases
de nucleosideos de pirimidinas vizinhas (timina e citosina) no mesmo filamento de
DNA (MILLER; ELASRI, 1999).

Microrganismos suspensos no ar sdo mais sensiveis a irradiacdo UV-C do
que microrganismos suspensos ha agua (BINTSIS; LITOPOULOU-ZANETAKI;
ROBINSON, 2000). A profundidade de penetracdo de UV-C na superficie liquida é
considerada curta, com a excecao de aguas limpidas (SHAMA, 1999). A penetracéo
da luz UV em sucos é aproximadamente 1mm obtendo assim uma absor¢éo de 90%
de luz (SIZER; BALASUBRAMANIAN, 1999). O efeito da penetragéo da irradiagcéo
UV-C depende do tipo de liquido que é utilizado, da sua absor¢cdo de UV-C, dos
sélidos sollveis e das substancias suspensas em liquidos (GUERRERO-BELTRAN,;
BARBOSA-CANOVAS, 2005).

A selegcdo de microrganismos pode ser realizada por mutagdes espontaneas
em meios de cultura seletivos ou podem ser ocasionadas por mutagénese, tal como
a luz ultravioleta ou mutagénese quimica. As muta¢cdes mais comumente utilizadas
sdo raios-X, radiagao ultravioleta com comprimento de onda de 260nm, agentes
quimicos: N-metil-N"nitro-N-nitrosoguanidina, &cido etilmetanosulfénico e metila,
nitrato de sddio, bisulfito de sodio, hidroxilamina, &cidos nucléicos de bases
analogos, tais como: 2-aminopurina e 5-bromouracila, e o corante cridina tal como a
proflavina. Outros pontos importantes sédo as inser¢cbes de mutagdo tal como a
insercéo de sequéncias, fago Mu-1, ou transposons tal como: Tn5. As linhagens de

Xanthomonas campestris podem ser expostas para um ou mais destes mutantes
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descritos anteriormente, ou simultaneamente com o crescimento da linhagem no
meio de selegédo (POLLOCK, 1994).

ModificagBes genéticas especificas sdo capazes de aumentar a producdo da
xantana por meio de mutantes, causando uma resisténcia a rifampicina e
bacitracina. Além disso, a presenca de informagdes genéticas exdgenas controlando
a sintese de xantana introduzida no interior da linhagem de X. campestris
(POLLOCK, 1994).

Combinacdes de informagdes genéticas via mutacdo com técnicas de biologia
molecular pode selecionar uma linhagem com alta produgéo de xantana e utilizar a
insercédo desses genes modificados em outras linhagens. Essas linhagens poderéo
possuir como marcadores 0s genes da resisténcia a antibiéticos como bacitracina e
rifampicina (POLLOCK, 1994).

A bactéria X. campestris pv. campestris sintetiza uma proteina multifuncional
denominada de RecA, sendo envolvida em numerosos processos celulares incluindo
recombinacdo de homologos, reparo de DNA e coordenagdo de divisdo celular. O
gene rec-A de X. campestris (Xc17) foi clonado pela técnica de PCR que amplificou
um segmento interno da proteina em Xcl7, utilizando oligonucleotideos. O PCR
revelou a presenca de 513 oligonucleotideos. A mutagdo em Xcl17 ocorreu devido a
substituicdo de um gene por um fragmento denominado de Nsil-Stul (VIEIRA,;
MESSING, 1982). A partir dessa substituicdo génica, dois mutantes foram formados:
L1 e NT3 sendo sensiveis a irradiacdo UV, 302nm (LEE; LIN; TSENG, 1996).
Quando a dosagem de UV foi superior a 30 Jm? nenhum mutante L1 sobreviveu,
enquanto que o Xc17 permaneceu em 55% (LEE; LIN; TSENG, 1996).

Aguilar e Rodriguez (1996) observaram o efeito da irradiagdo provocado por
luz ultravioleta durante 60 segundos no microrganismo X. campestris pv. campestris.
Os resultados obtidos apresentaram uma queda drastica no niumero de coldnias. De
14.000 colbénias sobreviveram apenas 42 ap0s a irradiacdo, indicando uma morte
celular de 99,7%. Os mutantes sobreviventes apresentaram diferencas benéficas em
relacdo ao microrganismo néo irradiado. Quatro deles produziram maior viscosidade
quando comparados com 0 microrganismo de origem, dois produziram maior
concentracdo de goma. A alteragdo genética no mutante denominado M-11 fez com
gue afetasse 0 seu metabolismo diminuindo drasticamente seu crescimento celular,
no entanto sua produgdo de goma se destacou, sendo 46% superior a linhagem néao

irradiada.
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A inativacdo induzida pela luz com a¢do mutagénica em E. coli é atribuida aos
danos causados no DNA, o qual pode ser modulado pelo processo de reparo ou
tolerancia (FRIEDBERG; WALKER; SIEDE, 1995). Esses processos sao iniciados
quando outros processos normais no interior das células encontram certas
dificuldades como: dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD), (o fotoproduto mais
comum induzido pela irradiacdo UV) em DNA durante a replicagdo do genoma.
(SOMMER; BAILONE; DEVORET, 1993; WOODGATE, 2001). O processo de reparo
e tolerancia presumivelmente beneficia a sobrevivéncia pela estabilizagdo do
genoma livre dos danos da UV para replicagédo (RUPP, 1968; KUZMINOV, 1999).

Yang et at., Wang et al (2005) pesquisaram o efeito fotocatalitico no DNA do
plasmideo localizado em uma bactéria ap6s uma irradiacdo provocada por luz
ultravioleta em diferentes tempos, e concluiram neste estudo que o tempo da
irradiacdo UV no DNA do plasmideo tem um significativo efeito, provocando danos
maiores de acordo com o aumento do tempo de irradiagéo fazendo com que o efeito
fotocatalitico também seja aumentado.

Os autores Destefano e Rosato (1991) realizaram uma conjugacdo entre um
mutante de X. campestris pv. campestris e uma linhagem de Escherichia coli
contendo o transposon Tn5 de facil utilizacdo e eficiéncia (GUINEY, 1982) em X.
campestris. A partir dessa mutagdo foram isolados 581 mutantes resistentes aos
antibiéticos estreptomicina e kanamicina (TURNER; BAEBER; DANIELS, 1984). 90
mutantes foram destacados em relagédo a viscosidade e tamanho das colGnias.
Independente da fermentagéo, esse mutantes foram avaliados de acordo com sua
viscosidade, e o teste de Tukey apresentou 29 mutantes com viscosidade

significativamente maior em relacéo a linhagem original.



40

3 OBJETIVO GERAL.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da irradiagéo por luz ultravioleta
em Xanthomonas campestris pv. campestris visando maior producdo de goma

xantana e viscosidade.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Submeter a linhagem Xanthomonas campestris pv. campestris a irradia¢éo por
luz ultravioleta em diferentes tempos de exposi¢céo e avaliar a porcentagem de morte
celular.

2. Isolar as linhagens resistentes a UV.

3. Comparar as linhagens selecionadas com aquela nao irradiada em relagdo a

viscosidade e rendimento da goma e biomassa obtida.



41

4 MATERIAL E METODOS.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia Industrial
da Faculdade de Ciéncias e Letras — Campus de Assis da Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

4.1 Materiais.

4.1.1 Microrganismos utilizados.

Para os experimentos de irradiacdo foi utilizada a bactéria Xanthomonas
campestris pv campestris FCLA-B-26 da cole¢do de culturas do Laboratério de
Biotecnologia Industrial da UNESP — Campus de Assis (SP), obtida por isolamento
(OLIVEIRA, 2002).

4.1.2 Reagentes.

Sacarose (P.A. Labsynth), glicose (P.A. Labsynth), peptonas (Oxoid), Agar-
agar (DIFCO), acido cloridrico, fosfato de potassio, sulfato de magnésio, sulfato de
amonia, acido citrico, acido bdrico, 6xido de zinco, cloreto férrico, carbonato de
calcio (todos provenientes da Labsynth), extrato de malte (Oxoid), extrato de
levedura (Oxoid), HCI (Labsynth), NaOH e etanol comercial 99° GL.

4.1.3 Equipamentos.

Incubadora orbital com controle de temperatura (TECNAL, Modelo TE-421),
centrifuga refrigerada (FANEM-Modelo 215), balanga analitica (TECNAL-Modelo TP
2000), estufa de cultura (FANEM-Modelo 002CB), estufa de secagem e esterilizagcédo
(FANEM-modelo 315SE), autoclave vertical (FABBE-PRIMAR, Modelo 103),
espectrofotdmetro (PHARMACIA-LKB - Ultrospec Ill), viscosimetro BROOKFIELD
(modelo LVDV lI+), Camara asséptica (Tecnal, Modelo TE - 100) contendo Lampada
Ultravioleta (UV-C, 253,7nm, PHILIPS, Tuv 15W/ G15 T8, Long Life, Made in

Holland), bico de bunsen e vidrarias em geral.



4.2 Métodos.

4.2.1 Etapas da metodologia utilizada.

O fluxograma apresenta as etapas desenvolvias no presente trabalho.

Cultivo de Xanthomonas campestris pv. campestris

l

Irradiacdo das linhagens

l

Plagueamento

l

Isolamento e sele¢&o das linhagens irradiadas

l

Testes de produgdo com linhagens irradiadas

l

Andlise de goma, biomassa e viscosidade

l

Céalculo do rendimento e andlise estatistica

42

Figura 3: Fluxograma das etapas para obtengdo de Xanthomonas campestris

irradiadas.
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4.2.2 Producédo de goma xantana.
4.2.3 Cultivo de Xanthomonas campestris para testes de irradiagao.

Para o crescimento da bactéria, utilizou-se uma cultura estoque, devidamente
descongelada sendo posteriormente inoculada em condicdes assépticas em placas
contendo o meio 4 descrito por Silva (2004) sendo: 0,30% de extrato de levedura,
2,50% de sacarose, 0,01% de MgSO4 7H20, 0,15% de K:HPO4, 0,25% de (NHa)2
HPO, e Agar (meio sélido a 2,0%) e pH ajustado a 6.0. A cultura foi incubada em

estufa de cultura a 27°C por um periodo de 24 a 48 horas.

4.2.4 Preparo da suspensédo de Xanthomonas campestris pv. campestris

e irradiagdo UV.

Apos sucessivos repiques (conforme 4.2.3), foi obtida uma cultura de X.
campestris a qual foi quantificada por diluicbes sucessivas em agua peptonada e
contadas em Camara de Newbauer. A cultura correspondente a 107 cel/mL, foi
pipetada de maneira asséptica numa placa de petri contendo 5mL de solu¢cdo NaCl a
0.9%. Esta placa foi posicionada a uma altura de 10 cm da lampada UV (253,7nm) e
submetida a irradiac&o nos tempos de 0, 120, 240 480 e 600 segundos.

4.2.5 Plagueamento das suspensfes de Xanthomonas campestris pv.

campestris submetidas a irradiacdo UV.

Foram coletadas, assepticamente, amostras de 1mL das placas de petri
contendo solucdes fisioldgicas de Xanthomonas campestris irradiadas. Em seguida,
estas foram diluidas em tubos estéreis contendo 9mL de agua peptonada a 0.1% e
submetida a diluices sucessivas de 10" a 10°.

Para o plagueamento foram utilizadas placas contendo 20 mL do meio 4
citado no item 4.2.3, e os tubos com as diluicdes de 107, 103, 10° e 10°®. Os testes

foram realizados em duplicata.
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As placas foram incubadas na estufa durante 120 horas e temperatura de
27°C. A contagem das col6nias foi feita preferencialmente em placas possuindo

entre 30 e 300 colbnias.

4.2.6 Selecao de linhagens de Xanthomonas campestris irradiadas para

a producao de goma xantana.

As linhagens presentes nas placas contendo entre 10 e 100 colonias foram
selecionadas e estocadas. O isolamento foi feito através de inoculagdo asséptica
destas culturas em placas contendo o meio 4 (SILVA, 2004), nas condi¢des
descritas no item 4.2.3 Ap0s o crescimento das linhagens em placas e verificagédo de
presenca de um padréo Unico de colbnias, realizou-se a conservacdo das mesmas
em Nitrogénio Liquido. Esse procedimento foi realizado através da precipitagdo do
indculo, sendo retirado o sobrenadante e adicionado uma quantia de 10% de glicerol
estéril sobre o precipitado. Este foi transferido para ependorfs e armazenados em

nitrogénio liquido a temperatura de - 280 °C.

4.2.7 Producgdo do in6culo de Xanthomonas campestris pv. campestris

para aprodugdo da goma xantana.

Para o crescimento da bactéria foi utilizado o inéculo estoque devidamente
descongelado e inoculado em condi¢bes assépticas em placas contendo meio 4
descrito por SILVA (2004) descrito na pagina 43. A cultura foi inoculada em estufa
de cultura a 27°C por um periodo de 24 a 48 horas.

Apenas as linhagens submetidas a irradiagédo por luz ultravioleta (UV-C) no
tempo de 600 segundos e a linhagem n&o irradiada foram utilizadas para testes de
producéo de biomassa, goma formada, viscosidades do caldo e da solugédo de goma
1%.
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4.2.8 Producdo da goma xantana.

Para a produgcdo da goma xantana utilizou-se o meio descrito por Souw;
Demain (1979) cuja composicdo em g/L é apresentada como: Sacarose 40,0;
K;HPO, 5,0; MgSO,4 7H,0 0,2; (NH4).SO4 2,0; Acido citrico 2,0; HsBO3 0,006; ZnO
0,006; FeCl; 6H,O 0,0024; CaCO3; 0,02. O pH do meio foi ajustado a 7,0 com
solugéo de hidroxido de s6dio 1 mol/L antes da esterilizacdo em autoclave 121°C por
15 minutos. Apds a inoculacéo, o meio foi incubado a 29°C em agitador orbital com
velocidade de 160 rpm e controle de temperatura, iniciando assim o processo de

fermentagdo com duracao de 72 horas.

4.3 Anélises fisicas e quimicas.

4.3.1 Determinagao da biomassa.

Ao término do processo fermentativo, foi retirado 50 mL do caldo de
fermentagcdo no tempo inicial e ap6és 72 horas de produgcdo da linhagem néo
irradiada (controle) e das 11 colbnias irradiadas de Xanthomonas campestris pv.
campestris. O fermentado foi centrifugado a 4000rpm durante 30 minutos e
temperatura de 6°C. ApGs o descarte do sobrenadante, a massa celular obtida foi
transferida para uma placa de petri e seca em estufa a 105°C até peso constante.

Os resultados foram obtidos em g/L.

4.3.2 Tratamento do caldo da fermentagcdo centrifugado para obtencéo

de goma.

Para a obtencéo da goma, foi retirada 50 mL do sobrenadante do fermentado
centrifugado e a este foi adicionado etanol 99°GL (1:4, v/v) para a precipitacdo da
goma. Apds, a goma xantana foi retirada com um bastéo de vidro e seca em estufa a
45°C durante trés dias.

ApoOs a secagem da goma, a mesma foi triturada e reidratada com agua

destilada a 1% (m/v) para posterior medi¢cdo de viscosidade. Este procedimento foi
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realizado para o caldo de fermentacéo retirado no tempo inicial e apds as 72 horas

de fermentacéo.

4.3.3 Determinagao da viscosidade aparente.

A viscosidade aparente do caldo de fermentacdo no tempo inicial e apds 72
horas de fermentacéo da solugéo 1% de goma xantana, foi determinada utilizando o
viscosimetro rotacional Brookfield LVDVII+, com dispositivo para pequenas
amostras, velocidades rotacionais de 20 e 30 rpm e spindles 18 no tempo Oh de
fermentagdo e 31 no tempo de 72 horas de fermentagdo. A temperatura da amostra

foi mantida constante a 25°C.

4.3.4 Analise de Acucares Redutores Residuais Totais

Para a determinacdo de AcuUcares Redutores Residuais Totais (ARRT) foi
empregado o método de Somogy (1945), Nelson (1944). As amostras foram
inicialmente hidrolisadas com HCI 2 mo/L, neutralizadas com NaCl 2 mol/lL e
resfriadas. Apos a adicdo do reativo de Somogy, as solu¢Bes foram mantidas em
banho-Maria durante 10 minutos e resfriadas novamente. Posteriormente, foi
utilizado o reativo de Nelson com a complementacéo de agua destilada para a leitura

em spectrofotdmeto. Todo experimento foi realizado em triplicata.

4.3.5 Célculo do rendimento.

O rendimento da goma xantana (Yp/s) foi calculado pela diferenca entre a
massa da goma produzida e a presente no inicio da fermentacéo, dividido pela
massa de acucar total presente no inicio subtraido do agucar residual no final da
fermentagéo.

O rendimento celular (Yx/s) foi determinado pela divisdo entre a biomassa

produzida durante a fase de crescimento e o agucar consumido nesta fase.
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4.3.6 Andlise estatistica.

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio do programa
GRAPHAD INSTAT (Rutgers University). Foram utilizados os testes de analise de
variancia ANOVA (One Way Analysis of Variance) e o teste de comparacao multipla

de Tukey-Krammer. O nivel de significancia adotado pelo programa é de 5%.

4.4 Teste de irradiagdo com Xanthomonas campestris pv. campestris

irradiada.

Apés analises citadas entre os itens 4.2.3 a 4.3.6, e verificagcdo que a
linhagem de Xanthomonas campestris pv. campestris irradiada (ly) se destacou em
termos de producdo de goma apds 72 horas de fermentagéo, esta foi submetida a
uma nova irradiagéo, com o objetivo de selecionar linhagens mais resistentes a UV e

com melhor producéo e qualidade de goma.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito de mutagdes em Xanthomonas campestris pv. campestris.

A Tabela 1 apresenta a porcentagem de reducdo de UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) de Xanthomonas campestris pv. campestris irradiadas por
luz ultravioleta (253,7 nm) nos tempos 0, 120, 240, 480 e 600 segundos. A partir
desta Tabela, pode-se verificar que houve um grande aumento de morte celular de
acordo com o aumento do tempo de irradiagdo. O que mais se destacou foi no
tempo de 600 segundos de irradiagcéo, onde a taxa de UFC diminuiu drasticamente
em 99,2%.

TABELA 1. Efeito de irradiacdo UV no namero de coldnias viaveis de Xanthomonas

campestris pv. campestris.

Tempo de irradiagao (s) N° UFC* % de Reducao de UFC
0 1200

120 110 90.8%

240 40 96.7%

480 15 98.9%

600 11 99.2%

UFC* Unidade formadora de col6nia

De acordo com Woolsey et al. (2005), a inativagdo dos microrganismos
ocasionada por luz UV, ocorreu em funcdo das reacdes fotobioquimicas levando a
mutacdo. A formacdo de dimeros de timina causa o bloqueio da transcricdo e
replicagdo do DNA, comprometendo a fungéo celular e conduz principalmente para a
morte das células. E.coli foi inativada quando exposta a irradiagdo UV, com doses
de 30 a 62 J/m? fazendo com que o nimero de células de E.coli diminuissem
drasticamente (WOLFE, 1990). Keyser et al (2007) sugere que a contaminacdo no
suco de frutas pode ser eliminada com a utilizagcao da lampada UV, a qual ocasiona
uma reducdo do nimero de microrganismos presente no mesmo.

Os autores Aguilar e Rodriguez (1996) induziram uma irradiacdo UV em

14.000 coldnias de Xanthomonas campestris pv. campestris. Entretanto, 42 colbnias
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permaneceram sobreviventes tornando-se mutantes. Isto demonstra que houve uma
reducao de 300% em relagdo a linhagem original (ndo irradiada).

Os autores Vieira e Messing (1982) induziram uma mutagcdo na proteina
multifuncional recA de X. campestris pv. campestris (Xc17) pela substituicdo de um
gene por um fragmento denominado de Nsil-Stul. Dois mutantes foram formados
devido a substituicdo génica: L1 e NT3. Ambos os mutantes foram sensiveis a
irradagéo UV (302 nm). Com o aumento da dosagem de UV, a taxa de sobrevivéncia
diminuiu drasticamente. Em doses superiores a 30 Jm? ndo houve sobrevivéncia do
mutante L1, enquanto que Xcl7 obteve aproximadamente 55% de sobrevivéncia
(LEE; LIN; TSENG, 1996). Estes testes apresentaram semelhanga com o0s
resultados obtidos neste trabalho, comprovando que a irradiagdo UV diminui

drasticamente o nimero de colbnias bacterianas.

5.2 Irradiagdo UV na producéo de biomassa de Xanthomonas campestris

pv. campestris.

De acordo com Aguilar e Rodriguez (1996) um mutante denominado M-11 da
linhagem de X. campestris irradiada por 60 segundos mostrou um baixo crescimento
celular, comparado com a linhagem controle (Xanthomonas campestris né&o
irradiada). A concentragdo de biomassa na linhagem né&o irradiada (3,37 g/L) foi
superior (129%) em relagdo a média das linhagens irradiadas (16, 17, 19 e 110)
destacadas na producdo de goma. Isto demonstra que a irradiagdo diminui o
metabolismo para a produgdo de biomassa, porém estimula a producdo do

biopolimero (Tabela 2, 3 e 4).

5.3 Irradiagdo UV na producéao de goma de Xanthomonas campestris pv.

campestris.

De acordo com as Tabelas 2, 3 e 4 verifica-se que houve um expressivo
aumento na produgédo de goma com utilizacdo do meio Souw e Demain (1979) em
algumas linhagens irradiadas (16, 17, 19 e 110) em relagdo ao controle néo irradiado.
Enquanto o controle apresenta 3,15 g/L de goma xantana, a média das linhagens
destacadas foi de 6,41 g/L, ou seja, um aumento de 102%. Oliveira (2002) encontrou

resultados semelhantes em linhagens de Xanthomonas isoladas, porém n&o
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irradiadas. As linhagens que mais produziram biomassa eram as que menos
produziam xantana. Aguilar e Rodriguez (1996), observaram que houve uma alta
produgcéo de goma nas linhagens irradiadas sendo esta superior em 33% quando
comparadas com a linhagem selvagem. Estes resultados provam que o acgucar foi
convenientemente desviado para a producédo de goma em detrimento de biomassa,

sendo coerentes com os resultados obtidos neste trabalho.

TABELA 2. Producdo da biomassa nas linhagens de Xanthomonas campestris pv.

campestris antes e apos irradiagédo UV.

Xanthomonas Biomassa g/L
campestris Oh 72h
X + DP X + DP
NI 0,83 + 065 4,2 + 0,82
11 1,03 + 023 407 + 0,36
12 2,05 + 063 343 £ 0,59
13 1,71 + 036 3,11  + 0,97
14 2,01 + 038 439 + 1,48
15 1,83 + 036 265 £ 0,48
16 1,37 + 047 214 % 0,39
17 1,14 + 045 3,11 + 0,05
18 1,61 + 025 377 0,31
19 1,79 + 062 371 + 0,14
110 2,9 + 063 394 £ 0,66
111 2,99 + 025 407 0,67

NI: Linhagem néo irradiada; I1 Linhagem irradiada; X: Média e DP: Desvio
Padréao.
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TABELA 3. Producéo de goma obtida pela linhagem de X. campestris antes e ap6s

irradiagéo UV.

Xanthomonas Gomag/L
campestris Oh 72h
X DP X + DP
NI 1,38 0,37 454 + 0,37
11 0,91 + 0,40 6,03 + 0,63
12 1,33 £ 0,21 6,27 0,57
13 1,00 + 0,53 6,19 =+ 0,29
14 1,70 + 0,23 576 + 1,01
15 0,49 + 0,41 595 + 0,55
16 0,18 + 0,06 6,71 + 0,05
17 0,38 0,04 701 0,19
18 231 +* 0,43 6,41 + 0,22
19 0 + 0 6,28 0,07
110 0,11 + 0,01 6,23 + 0,34
111 1,30 + 0,37 6,12 =+ 0,66
NI: Linhagem néo irradiada; 11 Linhagem irradiada; X: Média e DP:

Desvio Padrao.
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A Tabela 4 e Figura 4 apresentam em g/L a produgéo de biomassa e de goma
produzida pelas linhagens néo irradiadas e irradiada por luz UV de X. campestris. A
linhagem mutante foi benéfica em termos de producdo de goma em relagdo a
linhagem néo irradiada. As andlises estatisticas (Teste de Tukey) comprovaram que

a producgéo de biomassa e goma foram significativas.

TABELA 4. Média de biomassa e goma produzida em g/L.

Xanthomonas Biomassa g/L Goma (g/L)
campestris X DP Tukey* 'y DP Tukey*

NI 3,37 0,20 a 3,15 0,69 a
11 3,04 0,35 a 5,13 0,34 a
12 1,38 0,60 a 4,94 0,25 a
13 1,40 1,0 a 5,19 0,73 a
14 2,38 1,64 a 41 1,10 a
15 0,79 0,50 b 5,47 0,45 b
16 1,23 0,81 a 6,59 0,14 b
17 1,97 0,42 a 6,63 0,22 b
18 2,16 0,20 a 3,37 1,27 a
19 1,62 0,07 a 6,28 0,07 b
110 1,04 1,18 a 6,15 0,38 b
111 1,08 0,87 a 5.25 1,13 b

NI: Linhagem néo irradiada; |11 Linhagem irradiada; X: Média e DP: Desvio Padrao;
Producdo de goma (ANOVA, F= 8.361, P= < 0.0001); Producdo de biomassa
(ANOVA, F=3.157, P= 0.0090); * Médias das linhagens de X. campestris com letras
iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey p<0.05).
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FIGURA 4 Concentragdo de biomassa e goma xantana com desvio padréo das 11
linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris irradiadas por luz UV e a
linhagem da mesma nd&o irradiada, produzida durante a fermentacdo apos 72h e a
29 °C.

5.4 Viscosidade aparente do caldo de fermentagdo das linhagens de

Xanthomonas campestris pv. campestris irradiadas e néo irradiada.

A Tabela 5 e Figura 5 apresentam a comparagdo entre a viscosidade
aparente do caldo de fermentagdo obtido utilizando linhagens irradiadas de X.
campestris pv. campestris e linhagem néo irradiada, nas velocidades rotacionais de
20 e 30 rpm.

A linhagem que apresentou maior viscosidade aparente foi a irradiada 14
independente da velocidade rotacional. Na rotagédo de 20rpm a linhagem 14 obteve
um aumento de 97% na viscosidade em relagdo a NI, enquanto que na rotacao de
30 rpm o aumento foi na ordem de 90%. A média do total das linhagens irradiadas
apresentou a viscosidade 48% superior a NI em ambas taxas de cisalhamento.
Estes resultados demonstraram que a técnica de irradiagdo UV foi eficiente no
aumento da viscosidade aparente. No entanto, os autores Destefano e Rosato
(1991) concluiram em suas pesquisas que a mutagdo ocasionada pelo plasmideo
Tn5 de E. coli WR 6060 em Xanthomonas campestris ocasionou uma viscosidade

com uma taxa de 173% superior quando comparada com a linhagem mutante por
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UV apresentada neste trabalho. Tais resultados irdo contribuir para o
aperfeicoamento da tecnologia de produ¢éo da goma xantana, ja que viscosidade é
um atributo que reflete na qualidade da goma. Os resultados estdo coerentes com
as pesquisas realizadas por Aguilar e Rodriguez (1996), que verificaram também um
aumento de 15,4% na viscosidade do caldo fermentado utilizando mutantes (por luz
UV durante 60 segundos) da linhagem X. campestris pv. campestris. De acordo com
andlises de ANOVA e Tukey, a viscosidade aparente do caldo de mutantes e

selvagens nédo apresentaram diferencas significativas.

TABELA 5. Viscosidade aparente do caldo apds fermentagdo de X. campestris pv.

campestris antes e apos irradiagdo por luz UV.

Xanthomonas Viscosidade aparente do Caldo (cP)
campestris 20 rpm 30 rpm
j( + DP Tukey* j( + DP Tukey*
NI 181 + 106 a 163 + 86 a
11 248 * 29 a 226 * 24 a
12 277 + 46 a 249 + 35 a
13 254 * 12 a 230 * 10 a
14 356 + 251 a 309 + 208 a
15 344 + 105 a 304 + 82 a
16 296 * 59 a 296 * 52 a
17 277 + 146 a 247 + 118 a
18 202 * 48 a 185 * 41 a
19 243 * 7?2 a 221 * 58 a
110 201 * 44 a 185 * 41 a
111 248 + 32 a 223 + 27 a

NI: Linhagem né&o irradiada; 11 Linhagem irradiada; X: Média e DP: Desvio Padrio; *
Médias das linhagens de X. campestris com letras iguais ndo diferem estatisticamente
(Tukey p < 0.05).
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FIGURA 5 Viscosidade aparente do caldo em 20 e 30 rpm apds fermentacdo de 72h
a 29°C, de 11 linhagens de Xanthomonas campestris pv. campestris submetidas a

irradiacdo por luz UV e linhagem néo irradiada com média e desvio padrao.

5.5 Viscosidade aparente da solugdo de xantana 1% das linhagens de

Xanthomonas campestris pv. campestris irradiadas e néo irradiada.

A Tabela 6 e Figura 6 mostram a viscosidade da solugdo de goma 1%
utilizando NI e linhagens irradiadas de X. campestris. A 19 foi superior a NI na ordem
de 17% e 16% respectivamente nas rotagdes de 20rpm e 30rpm. De acordo com 0s
autores Aguilar e Rodriguez (1996), Xanthomonas campestris pv. campestris
mutantes apresentaram um exopolissacarideo sendo 40% mais viscoso quando
comparado com a mesma NI. Portanto, ha concordancia entre os resultados desses
autores com os do presente trabalho, porém o tempo de irradiacdo descrito pelos
autores foi de 60 segundos.

De acordo com os autores Destefano e Rosato (1991), a conjugacéao entre um
mutante de Xanthomonas campestris pv. campestris e uma linhagem de Escherichia
coli, contendo o transposon Tn5, apresentou uma linhagem com viscosidade da
solucdo de xantana 1% superior a 78% analisadas em 20 rpm em relagdo a
linhagem irradiada por luz UV obtida neste trabalho. Isso comprova que a mutagao
realizada por conjugacao foi mais eficaz em relagéo a viscosidade do que a mutacao
por UV.
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TABELA 6 Viscosidade aparente da solugdo de xantana 1% apés fermentacao de X.

campestris pv. campestris antes e apds irradiag@o por luz UV.

Xanthomonas Viscosidade aparente da solugdo de xantana 1% (cP)
campestris 20 rpm 30 rpm
j( + DP Tukey* j( + DP Tukey*

NI 495 * 112 a 423 + 94
11 391 + 150 a 341 + 127 a
12 299 + 127 a 271 + 104 a
13 288 + 141 a 264 + 115 a
14 449 + 111 a 381 * 89 a
15 461 + 105 a 401 + 86 a
16 247 + 50 a 235 * 43 a
17 257 + 62 a 240 + 51 a
I8 385 * 57 a 337 + 41 a
19 577 + 241 a 489 + 171 a
110 282 * 92 a 263 + 69 a
111 463 + 101 a 401 + 84 a

NI: Linhagem ndo irradiada; 11 Linhagem irradiada; X: Média e DP: Desvio Padrio;
Viscosidade da solucédo de xantana 1% em 20 rpm (ANOVA, F= 2.304), p< 0.05* Médias das
linhagens de X. campestris com letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey p<0.05).
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FIGURA 6 Viscosidade aparente da solucdo de xantana 1% em 20 e 30 rpm apos
fermentagdo de 72 h a 29°C, de 11 linhagens de Xanthomonas campestris pv.
campestris submetidas a irradiagdo por luz UV e linhagem n&o irradiada com média

e desvio padréo.
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5.6 Efeito dairradiagdo UV no rendimento de biomassa das linhagens de

Xanthomonas campestris pv. campestris irradiadas e néo irradiada.

O resultado do rendimento da biomassa (Yx/s) esta coerente com os padroes
esperados, pois durante a fermentagédo esperou-se que nao ocorresse aumento de
biomassa, mas sim uma maior produgédo de goma, devido o meio Souw e Demain
(1979) ser eficaz na produgcédo do biopolimero. O maior rendimento de biomassa
ocorreu nas linhagens s e lg sendo 300% superior em relacdo a ndo irradiada
(Tabela 7 e Figura 7).

5.7 Efeito da irradiagdo UV no rendimento de goma das linhagens de

Xanthomonas campestris pv. campestris irradiadas e néo irradiada.

A média do rendimento de goma nas linhagens irradiadas por UV foi de 46%
superior em relacdo a linhagens modificadas pelo método de conjugacdo descrito
por Destefano e Rosato (1991). No entanto, ambas metodologias (UV e conjugagé&o)
mostraram um maior rendimento nas linhagens modificadas em relagéo a linhagem
padrdo (ndo modificada). A média das linhagens irradiadas 15, 16 e 17 foi 32%
superior a NI (linhagem né&o irradiada). Apesar do teste ANOVA ter apresentado
significancia no rendimento de goma, na avaliagdo de Tukey essa significancia néo

foi confirmada (Tabela 7 e Figura 8).
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TABELA 7. Rendimento de biomassa e goma de X. campestris irradiada e néo

irradiada.

Xanthomonas Yxis (g/g) Ypis (g/g)

campestris X o+ DP Tukey* X+ Dp Tukey*
NI 0,04 + 002 a 0,34 = 0,23 a
11 0,11 =+ 0,10 a 035 + 0,03 a
12 0,10 + 0,06 a 031 =+ 0,06 a
13 0,11 + 0,06 a 033 =+ 0,02 a
14 0,16 =+ 0,02 a 0,15 + 0,08 a
15 0,05 = 0,01 a 0,48 + 0,16 a
16 0,12 =+ 0,05 a 042 + 0,09 a
17 0,12 =+ 0,01 a 0,44 + 0,01 a
18 0,11 + 0,06 a 033 =+ 0,02 a
19 0,15 + 0,03 a 0,36 =+ 0,04 a
110 0,09 + 0045 a 034 =+ 0,01 a
111 0,07 + 002 a 0,39 =+ 0,04 a

NI: Linhagem ndao irradiada; 11 Linhagem irradiada; X: Média e DP: Desvio Padrao;
Rendimento da biomassa (ANOVA, F= 1.263, p> 0.05); Rendimento da goma (ANOVA
F=2.455, p < 0.05); * Médias das linhagens de X. campestris com letras iguais ndo
diferem estatisticamente (Tukey p<0.05).
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FIGURA 7 A comparacdo do rendimento e o desvio padrdo da biomassa, nas
linhagens irradiadas de Xanthomonas campestris pv. campestris e a linhagem

padrédo (n&o irradiada).
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FIGURA 8 A comparacéao do rendimento de goma e o desvio padrédo nas linhagens
irradiadas de Xanthomonas campestris pv. campestris e a linhagem padréo (n&o

irradiada).

5.8 Linhagem irradiada 19 submetida a uma nova irradiagcdo UV por 600

segundos.

A linhagem irradiada durante 600 segundos e que foi novamente irradiada
utiizando as mesmas técnicas e o mesmo tempo de irradiagdo, mostrou ser mais
sensivel a luz UV, ocorrendo a morte total das células, ndo permitindo novas

analises de producéo, viscosidade e rendimento de goma.
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6. CONCLUSAO

A técnica de irradiacdo empregada é eficaz na morte celular e na selegcéo de
linhagens com capacidade metabdlica diferente da linhagem n&o irradiada. O
crescimento celular é afetado, diminuindo a producdo da biomassa. No entanto, a
irradiagcdo permite a selecdo de linhagens com maior producédo e qualidade do
biopolimero mensurada pela viscosidade.

A linhagem 19, a qual sofreu duas irradiagbes sucessivas, demonstra que
linhagens irradiadas sdo mais sensiveis a novas irradiacdes ocasionando 100% de

morte celular.
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