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RESUMO

Os biopolimeros vém sendo estudados com visivel interesse por
suas propriedades reolégicas, sendo muito utilizados na industria de
alimentos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producédo de
biopolimero, fibra longa e curta, de duas cepas de Beijerinckia sp.
7070 e UR4, a composigao quimica e viscosidade destes, bem como,
a influéncia da temperatura, de diferentes pH e da adicdo de sais nas
solucdes aquosas dos biopolimeros. O biopolimero foi obtido através
de fermentacdo aerdbica, em batelada, em incubador agitador. As
condigBes foram: 24°C, 180 rpm por 34 horas. O meio fermentado foi
centrifugado para remogéo das células. O biopolimero foi seco e apés
triturado. Para medida da viscosidade, as amostras foram diluidas a
1% (m/v) em agua deionizada, adicionada KClI e CaCO; nas
concentracdes de 0,1 e 1,0 %, corrigindo-se o pH para 3,0; 5,0e 7,0 .
Os valores foram determinados em viscosimetro rotacional Brookfield
(modelo LV) a 25 e 65°C, a 6, 12, 30 e 60 rpm. Os resultados
mostraram que a cepa 7070 no tempo de fermentacdo de 34 horas
apresentou maior producdo. Na andlise cromatografica ambas as
cepas apresentaram 0s mesmos componentes para fibra longa:
fucose, glicose, galactose, acido glicurdnico e acido galacturdnico. A
solucdo a 1% (m/v) do biopolimero de Beijerinckia sp. 7070 por ser
acida, apresentou pH 6,5 & 25°C. A corre¢éo do pH para 7,0 e 3,0
diminuiu a viscosidade da solugdo, enquanto que em pH 5,0 a
viscosidade néo foi alterada. Com o aumento da temperatura houve
uma redugéo da viscosidade para todos os tratamentos.
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INTRODUCAO

Os biopolimeros vém sendo estudados com visivel
interesse por suas propriedades reoldgicas, que em muitos
casos superam as caracteristicas funcionais dos
polissacarideos de origem vegetal (SANDERSON & CLARK,
1983; RINAUDO, 1993). Em geral, suas solugées mantém a

viscosidade em ampla faixa de pH e temperatura. Devido,
fundamentalmente, a essas propriedades singulares, o0s
biopolimeros tém um alto potencial de aplicacdo em vérios
segmentos industriais. Alguns sdo amplamente utilizados
como espessantes, geleificantes, estabilizantes e, em alguns
casos, como emulsificantes e como coloides protetores.

A producdo de biopolimeros para uso comercial por
fermentacdo, comparada com a extragéo de gomas de plantas
superiores e algas, bem como a sintese quimica, oferece
varias vantagens potenciais que incluem: a ampla diversidade
de polimeros produzidos pelos microrganismos; a producao de
gomas, em quantidade e com alta qualidade, relativamente
independente das condi¢cdes climaticas, conduzidas por
fermentagbes bem controladas e utilizando matéria-prima de
qgualidade constante; a manipulagdo da composi¢cdo do
produto e suas propriedades através de alteragbes nas
condicbes de fermentacdes (PACE, 1980).

As bactérias do género Beijerinckia apresentam-se,
morfologicamente como bastonetes gram negativos, uni ou
bicelulares, essencialmente aerdébios. Algumas bactérias
deste género sdo capazes de produzir polissacarideo
extracelular de elevado peso molecular que, por suas
propriedades fisico-quimicas, sdo capazes de formar solucdes
viscosas e géis em meio aquoso mesmo em baixas
concentragBes. As bactérias pertencentes a este género
distribuem-se em solos de zona tropical e, em menor
quantidade, em zonas subtropicais. No Brasil, foram
encontradas em solos canavieiros (DOBEREINER, 1959).
Novas cepas destas bactérias produtoras de biopolimero
estdo sendo isoladas e estudadas. Recentemente, foram
isoladas de solos arrozeiros (MACHADO et al, 1999). A
literatura mostra que os biopolimeros produzidos por
Beijerinckia podem ser de fibras longas ou curtas, havendo
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diferenca entre eles quanto a composicdo e comportamento
reolégico (PADILHA, 1997).

De outra parte, a adi¢cdo de sais em solu¢des aquosas
de biopolimeros tem influéncia sobre a viscosidade destes. Os
diferentes sais e concentracdes empregadas podem modificar
as caracteristicas reologicas dos biopolimeros.
VENDRUSCOLO (1995), constatou que a temperatura de
fermentagdo influi na viscosidade aparente das solucbes
aquosas do biopolimero produzido por Beijerinckia sp..

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de
biopolimeros, de fibra longa e curta, de duas cepas de
Beijerinckia sp. 7070 e UR4, a identificacdo de aguUcares e
derivados e viscosidade destes, bem como, a influéncia da
temperatura, diferentes pH e adicdo de sais nas solugBes
aquosas dos biopolimeros.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Utilizou-se cepas de bactérias pertencentes ao género
Beijerinckia, denominadas de 7070 e UR4, isoladas
respectivamente, a partir de amostras de solo canavieiro do
municipio de Ribeirdo Preto, estado de S&o Paulo
(VENDRUSCOLO, 1995) e de solo de cultura de arroz irrigado
em Uruguaiana, no estado do Rio Grande do Sul (MACHADO
et al., 1999).

As culturas de bactérias foram mantidas liofilizadas e
repicadas a cada 30 dias em melo agar YM (Yeast Malt) com a
seguinte composicao em g. L™ extrato de levedura 3,0; extrato
de malte 3,0; peptona 5,0; glicose 10,0 e agar-agar 25,0
(JEANES, 1974). As placas foram armazenadas sob
refrigeracéo a 4°C.

In6culo

As culturas foram incubadas em placas a 24°C por 24
horas, em estufa. A partir dessas culturas, foi preparado uma
suspenséo bacterlana em meio YM liquido (JEANES, 1974)
contendo 3.10"° UFC/mL, que serviu como inéculo para a
fermentacgéo. Esta foi realizada em erlenmeyer de 500mL com
200mL de meio de producdo contendo em gL (1) 2,0
KoHPOg4; 2,7 MgS04.7H20; 13,62 KH2POg4; (2) 0,2 extrato de
levedura; 2,0 triptose e (3) 50,0 sacarose (VENDRUSCOLO,
1995), inoculados com 2mL da suspensao bacteriana,
perfazendo uma concentracéo de 6. 10® UFC/mL.

Producao e Recuperacado dos Biopolimeros

A metodologia utilizada foi a recomendada por BECKING
(1961), modificada por PADILHA (1997). A fermentagéo
aerobica foi realizada em incubador agitador marca New
Brunswick Scientific Co., modelo Innova 4230 (Shaker), nas
condicdes de 24°C, agitacdo de 180 rpm, por 34 horas. Apés
este periodo, o meio fermentado foi centrifugado para a
remocdo das células. O biopolimero foi recuperado do
sobrenadante com etanol a 95% na proporcéo de 1:4 (v/v). As
fibras longas foram separadas das fibras curtas através de
peneira . As fibras curtas foram recolhidas apds decantacao.
Os biopolimeros foram secos em estufa a 56°C até atingirem
peso constante; apés, foram triturados em moinho de discos e
entdo armazenados a temperatura ambiente.

Viscosidade

Para medida da viscosidade, as amostras foram diluidas
em agua deionizada (1% m/v) e os valores determinados em
viscosimetro rotacional Brookfield (modelo LV) a 25°C, 45°C e

65°C a pH 6,5, nas taxas de deformacao correspondentes as
velocidades de 6, 12, 30 e 60 rpm.

Testou-se também a influéncia da adi¢do de sais, nas
solugbes aquosas de biopolimero (KClI e CaCOs) nas
concentracbes de 0,1 e 1,0 %, corrigindo-se o pH para 3,0;
5,0 e 7,0, na temperatura de 25°C e 65°C. Os hiopolimeros
foram acrescentados as solugfes salinas e estas foram
agitadas até homogeneizagdo e logo apds submetidas a
aquecimento a 80°C por 5 minutos. Apés 24 horas, mediu-se a
viscosidade. A cada medida foi corrigido o pH das solugdes.
Realizou-se triplicata de todas as amostras.

Anélise Cromatografica

Os biopolimeros foram hidrolisados, em tubo selado,
com HCI 2N [3:100 (m/v)] a 80°C por 16 horas, para
identificacdo dos aguUcares e derivados, que foi realizada
através de cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC), feita em silica gel 60 F254 (Merck), onde o eluente
empregado foi: cloroférmio: metanol: acido acético: agua, na
proporcéo de 40:40:10:10 (v/v/viv). Para revelacéo utilizou-se
0 reagente anilzaldeido sulfdrico e aquecimento com pistola
até 200°C, seguindo-se de visualizagdo sob luz ultravioleta a
366nm. A identificacdo dos constituintes foi feita comparando-
os com os padrées de andlise: fucose, acido glicurdnico,
galactose, glicose, acido galacturénico, segundo MOREIRA et
al. (1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo

Os resultados mostraram que a cepa 7070 no tempo de
fermentagao de 34 horas apresentou maior produc¢édo 9,0 g. L*
e 584g. L* para fibras longas e curtas, respectlvamente do
que a cepa UR4, que apresentou 4,2 g. Lt para fibras longas e
2,79. L* para fibras curtas.

Identificacdo dos acuUcares e derivados

Na andlise cromatografica ambas as cepas
apresentaram 0s mesmos componentes para fibra longa:
fucose, glicose, galactose, acido glicurbnico e acido
galacturdnico. Na cepa UR4, no biopolimero fibra curta nao foi
detectada residuos de galactose. Os biopolimeros que
produziram solu¢cdes mais viscosas apresentaram maior teor
de galactose e fucose e 0s menos viscosos maior teor de
glicose (Figura 1).

Viscosidade

As solucgOes dos biopolimeros de fibras longas de ambas
as cepas apresentaram viscosidade mais elevada do que os
de fibras curtas. Os biopolimeros produzidos pela cepa 7070,
entretanto, apresentaram maior viscosidade (Tabela 1). Com
base nos resultados de produgdo e viscosidade aparente
escolheu-se a cepa 7070, fibra longa para dar prosseguimento
aos estudos.

A partir das analises observou-se que somente a cepa
7070 fibra longa, a 25°C e 65°C, apresentou comportamento
pseudoplastico, isto €, diminuicdo da viscosidade com o
aumento da taxa de deformacgdo. Os demais biopolimeros
apresentaram comportamento newtoniano, isto é, mantiveram
a viscosidade frente ao aumento da taxa de deformagéo. Este
comportamento, em geral, ndo é interessante sob o ponto de
vista de produgdo industrial. Todos os biopolimeros
diminuiram a viscosidade com o aumento de temperatura.
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A diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de
deformacgdo e temperatura € uma caracteristica comum aos
biopolimeros bacterianos.

BEYER et al. (1987), observaram que em solugfes a 1%
do polissacarideo produzido por Rizobium CB744 medidas a
25 e 65°C, houve um decréscimo da viscosidade com a taxa
de deformagéo e temperatura.

VENDRUSCOLO (1995) estudou o comportamento
reolégico das solugBes aquosas a 6% do biopolimero

Beijerinckia 7070, produzido por fermentacdo com Meio VI
contendo 5% de sacarose, medido nas temperaturas de 25°C,
45°C e 65°C. Verificou que a viscosidade é dependente da
temperatura e que decresce com o0 aumento desta, porém, o
biopolimero recupera as suas caracteristicas reoldgicas
quando a viscosidade é medida novamente na temperatura
inicial, no caso 25°C. Neste trabalho esta caracteristica
também foi observada, ou seja, a estrutura do polissacarideo
ndo é afetada irreversivelmente pela temperatura.

TP W ey oy o
-
Fucose ‘\
Galactose
\ -
-
Glicose _/V
Acido —Y .
Glicurénico
Acido

Galacturdnico

Figura 1 -

Andlise cromatogréafica comparativa (CCDC): (P1) fucose, galactose e &cido glicurbnico; (P2) glicose e &cido

galacturdnico com os biopolimeros das cepas (1)UR4 FL 34h, (2)UR4 FC 34h, (3)7070 FL 34h, (4)7070 FC 34h.
Sistema cloroférmio: metanol: acido acético: agua 40:40:10:10 (v/v/viv) e gel de silica 60; revelador anizaldeido

sulfdrico.

Tabela 1 - Viscosidade aparente de solugBes aquosas de
biopolimeros 1% (m/v) de duas cepas de
Beijerinckia, 7070 e UR4, a 25°C, 45°C e 65°C,
com tempo de fermentacdo de 34 horas,
determinada em  viscosimetro  rotacional

Brookfield (modelo LV).

Temperatura Tipo de Viscosidade (mPas)

Cepa

(°C) Fibra 6rpm 12rpm 30rpm 60rpm
longa 7070 175,0 150,0 140,0 110,0

o5 UR4 750 75,0 75,0 70,0

curta 7070 100,0 100,0 105,0 95,0

UR4 - - 5,0 5,0

longa 7070 50,0 50,0 50,0 50,0

45 UR4 - 20,0 20,0 20,0

curta 7070 50,0 50,0 50,0 50,0

UR4 - - - 2,5

longa 7070 50,0 375 250 250

65 UR4 - 12,5 15,0 15,0

curta 7070 - 12,5 15,0 15,5

UR4 - - - 2,5

-Sem leitura.

Efeito do pH e sais sobre a viscosidade

A solugéo a 1 % (m/v) do biopolimero de Beijerinckia sp.
7070 por ser &cida, apresentou pH 6,5 a 25°C. A corregao do
pH para 7,0 e 3,0 diminuiu a viscosidade da solugéo, enquanto
gue em pH 5,0 a viscosidade néo foi alterada. A adi¢éo de sais
alterou a viscosidade. A adicdo de CaCOs, em todos os
valores de pH, diminuiu o efeito depletivo da mudanca de pH
sobre a viscosidade das solugdes. A adicao de KCI 1% (m/v),
em todos os pH, acentuou a queda de viscosidade provocada
pela mudanca no pH, ndo sendo recomendada sua adicéo.
Com o aumento da temperatura houve uma reducdo da
viscosidade para todos os tratamentos (Tabela 2).

Para PETTITT (1982) a adicAdo de NaCl nas
concentracdes de 0,1% a 1,0% ndo alteraram a viscosidade
das solugdes contendo 0,1% a 1% de xantana.

SANDFORD (1982) mostrou que nao apenas o CaClz
mas também outros sais como NaCl, MgCl, e FeCl, quando
adicionados nas concentragbes 1, 3, 5, 10, 15 e 20% em
solucdes a 0,5% de scleroglucana aumentaram a viscosidade
destas solugBes. Para o polimero PS-60 produzido por
Pseudomonas elodea a adicao de CaCl, na concentracédo de
0,1% em solucdo a 1% do biopolimero foi suficiente para
aumentar a forca do gel (KANG et al., 1982).
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VENDRUSCOLO (1995) observou que a adicdo de
CaCl, na solugéo aquosa a 1% do biopolimero produzido por
Beijerinckia, modificou a viscosidade nas concentragbes de
0,5 e 1,0% a pH 3,0. J& nas solugBes aquosas a 1% do
biopolimero em pH 7,0 ndo houve alteragdo da viscosidade
mesmo quando foi adicionado 1% de CaCl..

Tabela 2 - Viscosidade aparente de solugBes aquosas de
biopolimeros 1% (m/v) fibra longa em 34 horas
de fermentacgdo contendo CaCOz e KCl a 0,1% e
1% (m/v), de Beijerinckia 7070, em diferentes
valores de pH, a 25°C e 65°C, determinada em
viscosimetro rotacional Brookfield (modelo LV).

Temperatura Viscosidade (mPas)

Sal (%) pH (°C) 6rpm 12rpm 30rpm 60rpm
30 25 50,0 37,5 50,0 42,5

’ 65 - 125 100 10,0

50 25 100,0 87,5 60,0 57,5

Sal 0,0% ’ 65 - 12,5 15,0 15,0
(Padréo) 65 25 175,0 150,0 120,0 95,0
' 65 50,0 37,5 25,0 25,0

70 25 100,0 100,0 80,0 65,0

’ 65 - 25,0 20,0 20,0

30 25 75,0 50,0 55,0 47,5

’ 65 - - 10,0 12,5

T

o , ) ,

KCI0,1% 65 25 125,0 100,0 90,0 77,5
’ 65 - - 25,0 25,0

70 25 125,0 100,0 70,0 65,0

' 65 - - 15,0 17,5

30 25 50,0 25,0 35,0 30,0

’ 65 - - 5,0 7,5

so—&5 W0 BT %0 3

o . , .

KCI 1,0% 6.5 25 100,0 87,5 80,0 65,0
’ 65 - - 15,0 20,0

70 25 75,0 62,5 45,0 40,0

’ 65 - - 10,0 10,0

30 25 75,0 62,5 60,0 55,0

' 65 - 12,5 15,0 15,0

50 25 50,0 87,5 70,0 60,0

CaCOs ' 65 - 12,5 15,0 12,5
0,1% 65 25 150,0 162,5 110,0 92,5

' 65 250 125 30,0 30,0

70 25 100,0 112,5 80,0 75,0

’ 65 250 125 25,0 25,0

30 25 25,0 50,0 55,0 47,5

’ 65 - - 15,0 15,0

50 25 75,0 625 65,0 50,0

CaCOs ' 65 - - 15,0 12,5
1,0% 65 25 175,0 125,0 105,0 85,0

’ 65 - - 20,0 22,5

70 25 100,0 112,5 90,0 77,5

' 65 50,0 125 25,0 25,0

- Sem leitura.
CONCLUSAO

Os resultados deste experimento mostraram que o
melhor biopolimero foi produzido pela cepa 7070, em 34 horas
de fermentacdo em termos de produtividade e viscosidade de

suas solugdes. A solugcdo de biopolimero em pH 6,5 sem
adicao de sais apresentou o melhor resultado a 25°C.

ABSTRACT

The biopolymers have been studied with visible interest for their
rheology properties, being highly used in industry. The objective of this
work was to evaluate the biopolymer production, long and short fiber,
of two stumps of Beijerinckia sp. 7070 and UR4, the chemical
composition and viscosity of these, as well as the influence of the
temperature, different pH and addition of salts in the aqueous solutions
of the biopolymers. The biopolymers were produced by fermentation
aerobics, in boat-load. The conditions were: 24°C, 180 rpm at 34
hours. The fermented media was centrifuged for removal of the cells.
The biopolymer was dried and triturated. To measure the viscosity, the
samples were diluted to 1% (m/v) in water, KCl and CaCO; in the
concentrations of 0.1 and 1.0% added, correcting the pH for 3.0; 5.0
and 7.0. The values were assured in Brookfield (model LV)
viscosimeter to 25 and 65°C, to 6, 12, 30 and 60 rpm. The results
showed that the stump 7070 in the time of fermentation of 34 hours
presented a larger production. In the chromatography analysis both
stumps presented the same components for long fiber: fucose,
glucose, galactose, glicuronic and galacturonic acids. The solution to
1% (m/v) of the biopolymer of Beijerinckia sp. 7070 because of its
acidity, presents pH 6.5 at 25°C. The correction of the pH for 7.0 and
3.0 reduced the viscosity of the solution, while in pH 5.0 the viscosity
was not altered. With the increase of the temperature there was a
reduction of the viscosity for all the treatments.

Key-words: Beijerinckia sp., biopolymer, viscosity.
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