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Resumo

Estudou-se o efeito de 0,15mM de acido acético, na forma nio ionizada, no
crescimento de Xanthomonas campestris e na produgdo de xantano. Em culturas
descontinuas de Xanthomonas campestris o acido acético promoveu uma
diminui¢do do crescimento do MICTOrganismo e um aumento na produgdo de
xantano. Parece provavel que estes dois pardmetros estejam relacionados entre si e
sejam o resultado duma maior canalizagdo da fonte de carbono da produgdo de
células para a produgso de xantano, devido & diminuig¢do do pH interno, induzida
pelo acido. Observou-se, na presenga de 0,15mM de acido acético, na forma nio
ionizada, uma estimula¢do da actividade enzimatica da ATPase (aumentou 28,2%)
e um decréscimo do teor em ATP (diminuiu 26,0%). A estimulagdo da actividade
enzimatica e a diminuigdo do teor de ATP foram relacionados com a saida de
protdes para o exterior da célula i custa de energia, hidrélise de ATP (como
consequéncia da diminuigio do pH interno, induzida pelo acido), parecendo
constituir um mecanismo de restabelecimento do gradiente de protdes, de modo a
manter um valor de pH interno homeostatico. O aumento da produgdo de xantano
parece estar relacionado com a possibilidade de formagdo de ATP por vias

alternativas, devido ao desacoplamento energético que o acido induz.



Abstract

The effect of the adition of 0,15mM of the undissociated form of acetic acid
in the microbial growth of Xanthomonas campestris and in the xanthan production,
was studied. In batch cultures of Xanthomonas campestris 0,15SmM of the
undissociated form of acetic acid decreases cell growth and stimulates xanthan
production. The stimulation of xanthan production and the decrease of microbial
growth were apparently correlated. They were, probably, the result of a carbon flux
divertion from cell formation to product synthesis. 0,15 mM of the undissociated
form of acetic acid stimulated ATPase activity and decreased ATP. The ATPase
activation and the decrease of ATP were associated with the passage of protons
across the membrane at the expense of cell energy, linked to ATP hydrolysis, in
consequence of the regulation of the intracellular pH. This appears to constitute a
mechanism that generates a proton gradient for the maintenance of an intracellular
pH homyostatic. Xanthan overproduction was related with the alternative pathways
for ATP synthesis because the uncoupling conditions induced by the acid resulted

in an energy deficiency.
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Introdugdo

1- O xantano- Algumas generalidades

A goma de xantano é um heteropolissacarido biossintético extracelular,
polianiénico, de elevado peso molécular, produzida por bactérias do género
Xanthomonas.

A produgdio do exopolissacarido (EPS) parece estar relacionada com
pressdes do meio em que O MICrOIganismo Vvive, sendo reconhecida como um
mecanismo de defesa contra agressdes exteriores. De facto, a formagéo de uma
camada viscosa em redor das células torna-as mais resistentes a variagdes de
temperatura e radiacdes (Leach et al., 1957), protegendo-as também contra
desidratagdo, predagdes e inibidores do crescimento (Evans et al., 1979).

Xanthomonas campestris é uma bactéria Gram-negativa, fitopatogénica
especifica para plantas do género brassica, que produz uma substincia com
viscosidade superior a 7000cps, 0 xantano.

Os estudos da produgio de xantano, com a espécie Xanthomonas
campestris (B-1459) iniciaram-se nos anos 50, no Northern Regional Research
Laboratory. Esta goma foi comercializada com o nome de keltrol pela companhia
Kelco, comegando a ser produzida industrialmente em 1963. Foi pela primeira
vez autorizada a sua utilizacdo em aditivos alimentares em 1969, nos Estados
Unidos (Paul ef al. 1986). Em 1974 uma directiva da comissdo da Comumdade

Econémica Europeia aprovou a sua utiliza¢io na industria alimentar.
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As solugdes de xantano sdo altamente estaveis em diferentes condigdes de
pH, temperatura e concentragéo de sais. As propriedades reologicas da goma de
xantano, associadas a sua natureza pseudoplastica, tornam-na utilizavel nas mais
diversas aplicagdes, que vdo desde a industria alimentar até a farmacéutica,
cosmética, téxtil, cerAmica, petrolifera, entre outras (Kennedy et al. 1984).

Para além de meios definidos, tém sido propostas diversas substancias na
producdo de xantano, como por exemplo os desperdicios de indistrias de
produtos alimentares, dos quais os hidrolizados de cereais, o licor de soja, os
soros lactosados (Sutherland, 1990) e a polpa de alfarroba (Roseiro et al., 1991)
constituem alguns exemplos. Estes residuos podem, por tratamentos apropriados,
tornar-se licores fermentesciveis que, utilizados pelas bactérias na produgdo de
xantano, constituem um valor acrescentado. No entanto, certas caracteristicas
destes substractos, como por exemplo a presenga de acidos orgénicos,
nomeadamente o acido acético, podem constituir factores de inibigdo ao
crescimento microbiano.

Tém-se observado que organismos sujeitos a aumentos graduais de acidos
orgénicos potenciam um valor sub-letal maximo, relativamente a esses acidos.
Raja et al. (1991) observaram uﬁla diminui¢do nas perturbagdes causadas nas
moléculas de DNA de Escherichia coli, em organismos em que a habituagdo aos
acidos foi potenciada. A transferéncia, para estes organismos, de plasmideos com
DNA alterado pela presenga de acidos conferiu-lhes uma maior capacidade de
regeneragdo desse DNA. Esta possibilidade abre um caminho interessante na

procura de espécies mais adaptadas a metabolizagdo de substractos complexos.
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A Figura 1 mostra um esquema da estrutura quimica do xantano. A
unidade de repeti¢do estrutural deste polimero é constituida por duas moléculas
de glucose, uma de acido glucurdnico e duas de manose. Os residuos de glucose
ligam-se por intermédio de ligagdes B-1,4, formando um esqueleto semelhante ao
da celulose. As cadeias laterais de manose-acido glucuronico-manose surgem
alternadamente a partir de cada residuo de glucose. Um dos residuos de manose ¢
acetilado e o outro ¢ piruvatado (Kennedy ef al., 1984 e Betlach ez al., 1987). Em

1981, Ielpi et al. efectuaram a sintese deste polimero, in vitro.
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Figura 1- Estrutura quimica do xantano- unidade de repeticdo.
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2- Introducio ao tema da tese

Roseiro (1991), com a introdugdo de diferentes concentragdes de acido
isobutirico no meio de cultura de Xanthomonas campestris, observou uma
inibicdo do crescimento deste microrganismo. Verificou também que este acido,
em pequenas concentragdes, pode estimular a produgéo de xantano.

Esgalhado (1993) estudou o efeito dos acidos acetico, pentanoico,
octandico e isobutirico no metabolismo de Xanthomonas campestris.

Pires (1996) estudou o efeito de diferentes concentrages de acido acético
em culturas descontinuas de Xanthomonas campestris.

Os trabalhos levados a cabo por estes autores mostraram a existéncia de
uma estimulagdo na produgdo de xantano por Xanthomonas campestris quando os
referidos acidos se encontram em concentragdes sub-letais no meio de cultura. A
estimulagio da produgfo de xantano foi relacionada com um desvio do fluxo de
carbono da sintese celular para a formagdio de produto (Roseiro, 1991 e
Esgalhado, 1993) e, na presenga do acido isobutirico, observou-se um desvio do
fluxo total de carbono da biomassa para a sintese de xantano (Roseiro et al.,
1996). Apos a entrada da fonte de carbono nas células de Xanthomonas
campestris, a via Entner-Doudoroff é reconhecida como a principal via de
metabolizagdo, sendo-lhe atribuida o catabolismo de mais de 80% da glucose
disponivel a este microrganismo. Apenas uma pequena parte de glucose parece

ser metabolizada através do ciclo das pentoses-fosfatos. O ciclo dos acidos
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tricarboxilicos parece ocorrer na sequéncia_das vias de Entner-Doudoroff e
pentoses-fosfatos, ndo havendo indicios da via glicolitica (Katznelson, 1955,
Katznelson, 1957 e Zagallo & Wang, 1967). Esgalhado (1993), na presenga de
concentracdes sub-letais de acidos orgénicos, sugeriu a existéncia de alteragdes
no metabolismo do referido organismo, nomeadamente a estimulagfo do ciclo das
pentoses-fosfatos (com o aumento da actividade enzimatica da 6-P-Gluconato
desidrogenase) e a estimulagdo da fosfomanose isomerase, enzima envolvida na
sintese do xantano. Pires (1996) observou também um aumento da actividade
enzimatica da 6-P-Gluconato desidrogenase em presenga de concentragdes sub-
letais de acidos organicos e verificou ainda um aumento da actividade enzimatica
da malato-desidrogenase, enzima envolvida no ciclo dos acidos tricarboxilicos.
Roseiro et al. (1996) observaram, na presenga de concentragGes sub-letais de
acido isobutirico, um aumento na actividade enzimatica da fosfo-2-dehidro-3-
deoxigluconato-aldolase, enzima da via de Entner-Doudoroff, aumento na
actividade enzimatica da 6-P-Gluconato desidrogenase e da fosfomanose
isomerase e sugeriram a existéncia de um mecanismo de resisténcia a agressdo
acida por meio da indugdo de um sistema de remogdo de protoes da célula, a
custa de ATP. Segundo estes autores, o consumo suplementar de ATP causara
uma deficiéncia de energia, impedindo que o crescimento do microrganismo seja

maximo e canalizando carbono para a biossintese de xantano.
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Com este trabalho pretende-se confirmar o mecanismo de protec¢do a

toxicidade acida em Xanthomonas campestris, verificar o nivel de estimulagdo da

ATPase e a existéncia de desacoplamento energético.






Materiais e Métodos

1- Microrganismos

Utilizou-se uma estirpe de Xanthomonas campestris, F- 302. A estirpe foi
conservada por liofilizagdo e, depois da abertura do liofilizado, as bactérias foram
mantidas em rampas de yeast malt agar, YMA, (ver anexo B) a 4°C. Antes da

utilizago do microrganismo foram produzidas novas rampas, colocadas a crescer

a 30°C durante 48 horas.

2- Condicdes de Cultura

2.1- Fermentacdes em frascos agitados

2.1.1- Preparagio dos inéculos

Adicionaram-se células de uma rampa YMA a 100mL de meio yeast malt,
YM, (ver anexo B), num erlenmeyer de 1L. As culturas foram agitadas a 30°C,
durante 24 horas, num agitador reciproco a 100 cic/min.

2.1.2- Desenvolvimento das culturas

Juntou-se 50mL do indculo descrito em 2.1.1 a erlenmeyers de 1000mL,

contendo 500mL de meio de cultura descrito por Roseiro ef al. (1992) (ver anexo



Materiais e Métodos

B). O pH do meio de cultura, aproximadamente 3,2, foi elevado a 6 com NaOH
2M. As fermentagdes foram efectuadas a 28°C (Esgalhado ef al., 1995), durante
72 horas, num agitador reciproco, a 100 cic/min.

As fermenta¢des em que foi adicionado acido acético a meio da fase
exponencial, apos 22-24 horas de fermentagéo, juntou-se acido acético 0,15mM

na forma n#o ionizada (HA).

2.2- Fermentacdes em vaso de fermentacio

2.2.1- Preparacio dos inéculos

Num frasco Erlenmeyer de 2L, juntaram-se células de duas rampas YMA
a 200mL de meio YM. As culturas foram incubadas a 30°C, durante 24 horas,

num agitador reciproco a 100 cic/min.

2.2.2- Desenvolvimento das culturas

Adicionaram-se, assepticamente, 130mL do in6culo descrito em 2.2.1 a
um vaso fermentador de 2000mL (ver 2.2.3), contendo 1300mL de meio de
cultura definido. O fermentador e o meio foram esterilizados em autoclave a
temperatura de 121°C e a pressdo de 1 bar, durante 45 minutos. O meio de cultura

foi ajustado a pH 6 com NaOH 2M. As fermentagdes foram efectuadas a 28°C,

10
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durante 72 horas com arejamento de 1 vvm (volume de ar/volume de meio x
minuto) e uma agitagdo inicial de 300 rpm (rotagdes/minuto). A agitagdo foi
progressivamente aumentada no decorrer da fermentagdo de modo a que o
oxigénio dissolvido ndo fosse inferior a 40 %.

Nas fermentagdes em que foi adicionado acido acético a meio da fase
exponencial, ao fim de 22-24 horas de fermentagdo, juntou-se acido acético

0,15mM na forma ndo ionizada.

2.2.3- Vaso de fermentacio

O fermentador utilizado neste trabalho foi um fermentador LH, sénie 210
(California, USA) (Figura 2).

O vaso de vidro tinha uma capacidade de 2 litros e uma tampa em ago
inoxidavel com 15 portas de acesso (figura 3).

O sistema de agitagdo foi efectuado por um motor (Figura 2 E) com
ligagdio a duas turbinas de seis pas, tipo Rushton (Figura 2 B).

O arejamento efectuou-se com o auxilio de um compressor, cuja saida,
ligada a um rotimetro, permitiu controlar o volume de ar introduzido. A entrada

de ar no vaso de vidro efectuou-se por um difusor em anel (Figura 2 A).

11
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a- Motor de agitagio

b- Sonda de oxigénio

¢- Entrada de 4cido, base ¢ anti-espuma
d- Sonda de pH

e- Mangas para circulagio de dgua

f- Saida de ar

g- Entrada de ar

h- Manga para resisténcia de aquecimento
i- Recolha de amostras

j- Entrada de indculo

k- Sonda anti-espuma

1- Porta fechada

m- Sonda de temperatura

Figura 3- Esquema da tampa do vaso fermentador, com respectivas-portas de acesso.

O pH da cultura mediu-se com um eléctrodo de vidro combinado
(INGOLD, Urdorf, Suiga) (Figura 2 C), esterilizado com o vaso. fermentador nas
condigdes descritas, e controlou-se pela adigdo de NaOH 2M ou HCl 2M. Devido
a uma avaria no moédulo de controle de pH do fermentador, aquela unidade foi
substituida por um computador ligado com uma interface a duas bombas
peristalticas e a um potenciémetro (CRISON, micro pH 2002) (ver anexo D).

A temperatura mediu-se com uma sonda de platina e controlou-se

automaticamente com um sistema de circulagio de 4gua e uma resisténcia.

13
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A medigdo do oxigénio dissolvido realizou-se, continuamente, com uma
sonda (INGOLD, Urdorf, Sui¢a) também esterilizada juntamente com o vaso
fermentador (Figura 2 D).

O controle da espuma efectuou-se pela adigdo manual de

polipropilenoglicol 2025, 2% (v/v) em agua, no inicio da fermentagao.

3- Métodos analiticos

3.1- Determinacio da concentracao celular

Para cada amostra retiraram-se, em duplicado, SmL de cultura e diluiram-
se 1/10 com agua destilada. A mistura centrifugou-se numa centrifuga refrigerada
(Hermle Z 382 K, Gosheim, Alemanha) a 18000g durante 35 minutos (Roseiro et
al., 1993). O sobrenadante foi utilizado para a determinagéo da glucose. Repetiu-
se o procedimento e o residuo resultante foi depois ressuspendido em 5SmL de
4gua destilada e colocado numa estufa a 80°C, em recipientes previamente

tarados, até peso constante.

14
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3.2- Determinaciio da concentragio de Polissacarido

A concentragdo de polissacarido foi determinada por precipitagdo do
polimero existente em 5mL de meio de cultura, com dois volumes de etanol (98%
v/v), seguido de separagdo por intermédio de uma tela de rede calibrada, com 250
um de malha (Hydro-Bios). O polissacarido, juntamente com a rede calibrada,

foram levados a peso constante, numa estufa a 80°C.

3.3- Quantificacdo da Glucose

A concentragdo da glucose residual determinou-se por intermédio de um
kit enzimatico SIGMA, no sobrenadante de SmL de cultura, diluida 1/10 com
agua destilada e centrifugada durante 35 minutos a 18000 g.

O doseamento efectuou-se com os reagentes do kit de glucose (Sigma
Biochemicals, Kit 315). A absorvancia das amostras determinou-se
espectrofotometricamente a 505 nm (em cuvettes de vidro com lem de percurso
6ptico), num espectrofotdmetro de ultra violeta-visivel de feixe duplo (Hitachi,
modelo U-2000, Téquio, Japdo), equipado com um médulo de regulagdo de
temperatura. Antes das medi¢des as amostras foram incubadas durante 10

minutos 4 temperatura de 37°C.
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4- Actividade Enzimatica da ATPase

4.1- Preparac¢ao das amostras

Retiraram-se amostras do fermentador, ou dos frascos agitados, antes da
adigdo do acido acético (depois dg decorridas 22-24 horas de fermentagdo),
passados quinze, trinta, sessenta e cento e oitenta minutos.

Diluiram-se 16mL do meio de cultura, 1/10 com agua destilada, e
centrifugaram-se a 18000g e 4°C durante 35 minutos. O precipitado
ressuspendeu-se em 2mL de tamp&o sacarose 0,25M, EDTA 1mM e Tris-HCl

5mM pH 7,4 (Johnson et al., 1967 & Cain et al., 1987).

4.2- Preparacao da frac¢ao de ATPase

Desintegraram-se 2mL de amostra preparada em 4.1, com 1,5mL de
contas de vidro (Sigma, 0,5mm de didmetro), num vortex durante 1 minuto,
intercalando com 1 minuto em gelo e repetindo este procedimento durante oito
vezes (Rosa, M. F. et al., 1991).

Os homogenatos centrifugaram-se durante 5 minutos a 9000g. No
sobrenadante determinou-se a concentragdo de proteina total e a actividade

enzimatica da ATPase.
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4.3- Determinaciio da Concentracgio Total de Proteina

No sobrenadante das amostras preparadas em 4.2 determinou-se a
concentragdo de proteinas pelo método de Folin-Lowry, utilizando albumina de
soro bovino (BSA) como padrdo (Lowry et al., 1951). As amostras foram medidas
em cuvettes de vidro, com lcm de percurso Optico, a 720nm, num
espectrofotometro de ultra violeta-visivel com feixe duplo (Hitachi, modelo U-

2001, Toéquio, Japdo).

4.4- Determinacio da Actividade Enzimatica da ATPase

A actividade enzimatica da ATPase foi determinada incubando a
membrana plasmatica (sobrenadante preparado em 4.2) (com 2,50 a 10,82ug de
proteina) a 30°C, durante 10 minutos em meio contendo 0,125M de sacarose,
2mM de MgCl,.6H,0, 60mM de Tris-HCl pH 7,4 (Cain ef al., 1987), 50mM de
KCl e 0,2mM de molibdato de aménio (Goffeau et al., 1981).

Apbs essa primeira incubagdo adicionou-se ATP 0,1M (Cain ef al., 1987)
e efectuou-se uma segunda incubagfo durante 5 minutos. A reacgdo foi terminada
com a adi¢do de 500pL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v) a 500uL da

mistura reaccional.
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Centrifugou-se a mistura durante 5 minutos para precipitagdo da proteina e
determinou-se a concentragdo de fosforo inorganico (Pi) no sobrenadante.
A actividade enzimatica foi expressa em g de Pi libertado/(mg proteina x

minuto).

4.5- Determinacio da concentragio de fosforo inorganico

A concentragdo de Pi libertado em 4.4 foi determinada colorimetricamente

com reagente sulfato ferroso-molibdato de amonio, utilizando Na,HPO4.H:0O

como padrdo. As absorvancias das amostras foram lidas em cuvettes de vidro de

1,3mL, a 762nm, num espectrofotometro de ultravioleta-visivel com feixe duplo

(Hitachi, modelo U-2000, Toquio, Japéo).

5- Concentracio de ATP

5.1- Preparacao das amostras

Retiraram-se amostras do fermentador ou dos frascos agitados antes da

adi¢do do acido acético, ao fim de quinze minutos, passados trinta, sessenta e
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cento e oitenta minutos. Centrifugou-se 1 mL de cada uma das amostras a 5000g

durante 6 minutos, juntamente com 1mL de TCA 12% (p/v).

3.3- Determinag¢io da concentra¢ao de ATP

O doseamento do ATP foi efectuado com o kit enzimatico Sigma (Sigma
Biochemicals, Kit 366). As absorvancias das amostras foram medidas, em
cuvettes de quartzo de 1em de percurso Optico, a 340nm num espectrofotometro

de ultravioleta-visivel de feixe duplo (Hitachi, modelo U-2001, Téquio, Jap&o).

6- Software wutilizado
Na validagéo de resultados por anélise de variancia utilizou-se o programa

Microsoft Excel para Windows 95, versdo 7.0, Copyright© 1985-95, Microsoft

Corporation.
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Culturas descontinuas de Xanthomonas campestris em presengca de fcido acético

1- Introducio

A inibicdo do crescimento microbiano através da adigdo de acidos fracos €
utilizada desde ha muito tempo na conservagdo de alimentos. A presenca de
4cidos organicos tem sido descrita por varios autores como introduzindo
alteragdes metabolicas nos microrganismos, podendo conduzir a sua morte. No
entanto, concentragdes sub-letais destes acidos ou de outros agentes lipofilicos
pédem estimular a formacdo de produtos microbianos (Souw, 1979, Rosa ef al.,
1990, Viegas ef al., 1991, Roseiro et al., 1991a, Esgalhado, 1993, Pires, 1996,
Roseiro et al., 1996, entre outros).

O 4cido acético constitui um agente anti-microbiano largamente utilizado
na industria alimentar (Warth, 1977). A sua toxicidade tem sido relacionada com
a forma néo ionizada (a ionizagdo do acido depende do pH do meio (pKa 4,76 a
20°C), uma vez que os acidos fracos na forma néo ionizada entram livremente nas
células, sdo soliveis na membrana fosfolipidica, e ionizam-se no citoplasma
(devido ao facto de o valor do pH ser mais elevado), causando uma diminuigéo no
pH interno (Booth, 1985 & Pampulha et al., 1989) que pode conduzir & morte do

microorganismo.
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2-Resultados

2.1- Perfis das fermentacdes

Efectuaram-se cinco fermentagSes na auséncia de acido acético e outras
cinco na presenga de 0,15mM deste acido, na forma ndo ionizada. As
fermentagSes foram realizadas nas condi¢des descritas em 2.2 (Materiais e
Métodos). Utilizou-se a concentragdo de acido acético na forma ndo ionizada
acima referida uma vez que aquele valor constitui uma concentragdo de acido ndo
letal para Xanthomonas campestris (Esgalhado, 1993 & Pires, 1996), em que a
duracio da fase de laténcia no crescimento do microrganismo nao é
significativamente aumentada (Esgalhado,1993 & Esgalhado et al., 1996) €, a
esta concentracdo, a taxa volumétrica de produgdio de xantano parece ser maxima
(Pires, 1996).

A partir dos dados de cada fermentagéo calculou-se a taxa especifica de
crescimento, p (h™), a taxa volumétrica de formagfo de xantano, xan (gL’ h'), a
taxa volumétrica de consumo de glucose, qgn (gL 'h™), o rendimento em xantano,
Yps (g/g), o rendimento em biomassa, Yxss (g/g) e o rendimento especifico em
xantano, Yex (8/8)

A Tabela 1 mostra os resultados referentes as 10 fermentagdes. As culturas
efectuadas na presenga de acido acético (F-J) apresentaram, em média, valores de

taxa especifica de crescimento de 0,026 h' (com um desvio padrdo, G, de
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0,0025h'1), variando entre 0,023 e 0,039h™. A concentragdo maxima de biomassa
foi, em média, de 3,991g/L. O valor mais elevado ocorreu na fermentagéo F,
4,209¢/L, e o valor mais baixo teve lugar na fermentagdo H, 3,387g/L.

Estas fermentagdes apresentaram, em média, uma concentragdo maxima
de xantano de 11,77g/L (com o de 0,90g/L). A concentragfo mais elevada de
xantano, 12,52g/L, ocorreu na fermentagdo F e a mais baixa, 10,78g/L, na
fermentagdo H. A taxa volumétrica média de formagdio de xantano foi
O,219gL'lh'1 (com o de 0,035 gL 'h™), tendo variado entre 0,192gL'1h'l e
0,274gL'h™. Os perfis destas fermentagdes apresentam fases de laténcia entre 3 a
6 horas e fases exponenciais de cerca de 45 horas (anexo D, fermerntages F-J).

O crescimento microbiano correspondeu a um consumo de 79,5% de
glucose deixando um residuo de 20,5%. A taxa volumétrica de consumo de
glucose fo1 0,492 gdm”h™ (com ¢ de 0,215 gdm>n"). O rendimento de produggo
de xantano foi 0,503g/gglucose (com o de 0,031g/gglucose) e variou entre
0,452g/gglucose e 0,529g/gglucose. O rendimento de producdo de biomassa for
0,171g/gglucose (com ¢ de 0,008g/gglucose) e variou entre 0,156 g/gglucose e
0,176g/gglucose. O rendimento especifico de formagdo de xantano for
2,955g/gcélulas (com o de 0,192g/gcélulas) e variou entre 2,650 e

3,183g/gcélulas.
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Culturas descontinuas de Xanthomonas campestris em presenga de dcido acético

Na Figura 4 pode observar-se o perfil de uma das fermentagdes em que se

adicionou 0,15mM de acido acético ao fim de 23,25h.

Adi¢io de 0,15SmM
de 4cido acético na
forma nio
ionizada.

(g/L)
In Biomassa

Xantano ou Glucose

Tempo (Hora)

_ & Glucose —m— Xantano — — In Biomassa

Figura 4 - Perfil da fermentagio F.

A fermentagdo decorreu durante 75,5 horas. Durante as primeiras 5,5
horas ndo houve aumento da concentragdo celular (fase de laténcia) e a formagéo
de xantano foi muito reduzida. Verificou-se depois uma fase de crescimento
exponencial da biomassa, durante cerca de 45 horas. A concentra¢do de biomassa
aumentou de 0,900 para 4,209¢/L. Na fase de maior crescimento sao visiveis duas
zonas: a primeira, antes da adigdo do acido, com uma taxa especifica de
crescimento de O,O47h'1 e a segunda, depois da adigdo do acido, com uma taxa

, . . . -1 ~ L,
especifica de crescimento inferior: 0,028h™. A concentragao maxima de xantano
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foi 12,52g/L, com uma taxa de produgdo de 0,202gdm'3h‘1, um rendimento de
0,522g/g glucose e um rendimento especifico de formagdo de xantano de
2,974g/g células. Foram consumidas durante a fermentagéo 23,98¢/L de glucose,
78.93% da glucose inicial, com uma taxa volumétrica de consumo de

0,597gL'h™". No final da fermentag@o a glucose residual foi 21,07%.

As fermenta¢des efectuadas na auséncia de acido acético (A-E)
apresentaram um valor médio de taxa especifica de crescimento de 0,034h™ (com
o de 0,008h™), com variagdes entre 0,025h™ e 0,045h". A concentragdo maxima
de biomassa foi, em média, 4,032gL'1, tendo ocorrido o valor mais elevado na
fermentac¢do E, 4,3OOg,L'1> e o0 mais baixo na fermentagdo B, 3,701gL'1. 0]
rendimento em biomassa foi 0,198g/gglucose (com ¢ de 0,0288g/gglucose),
variando entre 0,164g/gglucose e 0,226g/gglucose. A concentragdo maxima de
xantano foi, em média, 8,83 gL'1 e a sua taxa volumétrica de formagdo
0,149gL'h" (com o de 0,010g L'h"), com valores que oscilaram entre
O,l37gL']h'1 e 0,159 L'h! O rendimento em xantano variou entre
0,386g/gglucose e 0,488g/gglucose, apresentando o valor médio de 0,428
g/gglucose (com G de 0,037 g/gglucose). A taxa especifica de formagdo de
xantano foi, em média, 2,191g/gcélulas (com o de 0,270g/gcélulas), com
variagdes entre 1,189g/gcélulas e 2,508g/gcélulas. Os perfis destas fermentagdes
apresentaram fases de laténcia entre 3-7 horas e fases exponenciais de cerca de 40

horas. O crescimento microbiano correspondeu a um consumo de 74,71% de
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72 horas de fermentagdo, um residuo de 25,3%. A taxa volumétrica de utiliza¢do
da glucose apresentou o valor médio de 0,526 gdm™h (com o de 0,253g L'lh'l).

Na Figura 5 (referente a fermentagdo A) pode observar-se o perfil de uma
das fermentagdes realizadas na auséncia do acido.

A fermentagdo decorreu durante 72 horas. Durante as primeiras 4 horas
ndo houve aumento da concentragao celular e a formagdo de xantano foi muito
reduzida. Ao longo de aproximadamente 40 horas, verificou-se um crescimento

~exponencial da biomassa, seguido de uma fase de crescimento mais reduzido.
Nesta fermentacdo, a concentragdo celular variou entre 0,900 e 4,019¢/L, com
uma taxa especifica de crescimento de 0,030h” e com um rendimento de
produgdo de biomassa de 0,170g/g glucose. A concentragdo maxima de xantano
foi 10,08¢/L, com uma taxa de produgdo de 0,144g L'lh'l, com um rendimento de
0,427g/g glucose e um rendimento especifico de formagdo de xantano de
2,508g/gcélulas. Durante a fermentagdo foram consumidos 23,6g/L de glucose,
79,7% da glucose inicial, ficando no final da fermentag¢do um residuo de 20,3%.

A taxa volumétrica de consumo, qg, foi 0,444g L'h!,
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Figura 5 - Perfil da fermentacdo A.

A Figura 6 resume as variagdes encontradas nos parametros cinéticos, para
as fermentagdes realizadas na auséncia do acido acético e para as fermentagoes

realizadas na presenga de 0,15mM de acido acético na sua forma ndo ionizada.
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Figura 6 - Médias dos parAmetros cinéticos da Tabela 1 na auséncia de 4cido (1) ¢ na presenca de
0,15mM de 4cido acético na forma ndo ionizada (2). (a)- Taxa especifica de crescimento. (b)- Taxa
volumétrica de producdo de xantano. (c)- Taxa volumétrica de consumo de glucose. (d)-
Rendimento de producio em xantano. (€)- Rendimento de produgdo em biomassa. (f)- Rendimento

especifico de produgio em xantano.
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As maiores taxas especificas de crescimento ocorreram nas fermentagdes
ofectuadas na auséncia de &cido (Figura 6a), tendo sido observada uma
diminui¢do de 23,5% na taxa especifica de crescimento das fermentagGes em que
este foi adicionado.

A taxa volumétrica de produgdo de xantano foi mais elevada, em média,
nas fermentagdes realizadas na presenga do acido (Figura 6b). Esta taxa sofreu
um aumento de 47,0% em relagdo a taxa volumétrica de produgéo de xantano nas
fermentagdes realizadas sem o acido. A taxa volumétrica de consumo de glucose
(Figura 6¢) e o Yxs (Figura 6e) ndo sofreram, praticamente, alteragoes
relativamente as fermentacdes efectuadas na auséncia e na presenca de 0,15mM
de acido acético na forma ndo ionizada: a primeira diminuiu 6,5% e a segunda
diminuiu 13,8% com a presenga do acido. Embora a taxa volumétrica de consumo
de glucose tenha diminuido ligeiramente nas fermentagdes realizadas com o acido
acético, verificou-se que houve, em média, um maior consumo de glucose, mais
4.8% do que nas fermentagdes realizadas sem o acido, o que esta de acordo com
as maiores concentragdes finais de xantano obtidas nestas fermentagdes.

Os Yps(Figura 6d) e Ypx (Figura 6f) foram mais elevados nas
fermentagdes efectuadas com a presenga do acido do que nas fermentagdes
efectuadas na sua auséncia; verificou-se um aumento de 17,5% e 34.9%,
respectivamente, nas fermentagoes efectuadas com o acido acético.

Nas fermenta¢des em que o acido acético foi adicionado observaram-se

fases exponenciais de crescimento durante periodos de tempo ligeiramente
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superiores aos verificados nas fermentagGes efectuadas sem o acido. Estas
diferencas podem estar relacionadas com a existéncia, nas primeiras
fermentagdes, de uma fase de adaptagdo ao acido, durante algumas horas,
mobilizagdo de ATPases, o que ira depois prolongar a fase de maior crescimento.
Uma vez restabelecida essa adaptagdo fisiologica, o crescimento continua com
taxas de crescimento mais baixas.

Nas fermentagdes efectuadas na presenga de acido acético observaram-se,
como ja foi referido, taxas especificas de crescimento diferentes antes e depois da
adigdo do acido. Na Tabela 2 podem observar-se as taxas especificas de
crescimento para as fermentagdes realizadas na presen¢a do acido, calculadas
antes (Lo) e depois da adigdo do acido (Hac).

As taxas especificas de crescimento calculadas antes da adicdio do acido
acético, até as primeiras 22-24 horas de fermentagdo, foram superiores as taxas
especificas de crescimento calculadas depois da adigdo de 0,15mM de acido
acético na sua forma nio ionizada, respectivamente: O,O47h'1 e 0,027h'1.

Ocorreu, em média, uma diminui¢do de 42,6% na taxa especifica de
crescimento com a introdugdo de 0,15mM de acido. Esta diminuigdio foi superior
4 diminui¢do encontrada quando se compararam as taxas especificas de
crescimento globais (calculadas durante as cerca de 40 horas de crescimento

exponencial) das fermentagdes realizadas com e sem o acido. Estas diferengas
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Tabela 2- Taxas especificas de crescimento antes ¢ depois da adigéo de 0,15mM de écido acético na

forma nio ionizada.

sugerem que, nas proprias fermentagGes em que o acido ndo é adicionado, haja
também diminuicdo da taxa especifica de crescimento no momento em que OS
teores de xantano comegam a ser mais elevados. Behrens ef al. (1985) verificaram
que culturas de Xanthomonas campestris, desenvolvendo-se em fontes de
carbono que ndo possam ser usadas na sintese de xantano, crescem
exponencialmente até ao esgotamento da fonte de azoto. No entanto, se O
carbohidrato puder ser usado como precursor do xantano, © crescimento
logaritmico ¢ interrompido por uma fase transiente com crescimento mais
reduzido. Durante essa fase ocorrem modificagdes nos componentes celulares,

nomeadamente no RNA, e ha actividades enzimaticas mais baixas para a
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replicagdo celular. E apés esta fase que se observa uma maior acumulagdo de

xantano.
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2.2- Validacio de resultados por analise de variancia

Para cada um dos parimetros cinéticos referidos no ponto 2 foi efectuada
uma andlise de variancia a um factor (ANOVA). Compararam-se 0s parimetros
das fermentagdes realizadas na auséncia de acido acético com os pardmetros das
fermentacSes realizadas com a introdugdo, a meio da fase exponencial de
crescimento, de 0,15mM de &cido acético na forma néo ionizada. Realizou-se
também a analise comparativa das taxas especificas de crescimento calculadas até
as 22-24 horas de crescimento, antes e depois da adi¢@io do acido acético, para as
fermentagGes F-J.

As hipoteses testadas foram:

Hipotese nula (HO)- a variagdo encontrada deve-se ao erro experimental e a
variabilidade biolégica.
Hipotese alternativa (Ha)- A variagdo encontrada deve-se a presenca do acido.

Consideraram-se os seguintes niveis de significancia:

p' > 0,05- ndo significativo- NS

0,01 < p £0,05- pouco significativo- *

0,001 < p £0,01- significativo- **

p < 0,001- muito significativo- ***

! p- nivel de significAncia do teste.
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Tabela 3 - Andlise de varidncia dos pardmetros cinéticos calculados para as fermentagdes

realizadas na auséncia do 4cido (fermentagdes A-E) e na presenga de 0,15mM de 4cido acético na

forma ndo ionizada, adicionado as 22-24 horas de crescimento (fermentagdes F-J).

0,000144 0,000144 3,860963 0085007 5,317645
0,000299 8 3,74E-05

Eaie ey 0,00104 1 000104 5062178 0,040453 5317645

0,001396 8 0,000175

0,002436 9

19,12896 0,002369 5,317645

0,012816 0,012816
0,00536 8 0,00067

0018176

0,052954 0,823776 5,317645

0,002924 0,002924
0,441757 8 0,05522

0,444681

12,02293 0,008475 5,317645

0014246 70,014246
0,00948 8 0001185

0,023726 9

(Continua)
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(Continuagiio da Tabela 3)

0,00185 4096567 0,077576 5,317645

0,003612 8 0,000452

0,005462

1460004 26,59432 0,000867 5317645
8 0,054899

1,460004
0,439193

1,899197 9

SQ- soma dos quadrados. gl- graus de liberdade. MQ- média dos quadrados. F- parametro da
distribuicdo F de Fisher. Valor-p- nivel de significincia do teste. F crit- F critico.
(a)- Apenas para as fermentacdes em que foi adicionado o acido acético. Comparam-se as taxas

especificas de crescimento calculadas antes ¢ depois da adigio do 4cido.

2.2.1- Taxa Especifica de Crescimento

Compararam-se as taxas especificas de crescimento para as fermentagoes
realizadas na auséncia e na presenga de acido. A diminuigéo encontrada (Figura
6a) ndo foi significativa (p=0,085007.NS). Foi também efectuada uma ANOVA

relativamente as taxas especificas de crescimento calculadas antes € depois da
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adi¢do do acido acético, nas fermentagGes em que este foi adicionado (Tabela
3(a)). Verificou--se que, para estas fermentagdes, houve uma diminuig¢do da taxa
especifica de crescimento depois da adigdo do acido, sendo esse decréscimo

pouco significativo (p=0,040453*).

2.2.2- Taxa Volumétrica de formacgéo de xantano

Compararam-se as taxas volumétricas de formagao de xantano para as
fermentagdes realizadas na auséncia e na presenga do acido acético. O aumento
da taxa volumétrica de formagdo de xantano na presenca do acido (Figura 6b) foi

significativo (p=0,002369**).

2.2.3- Taxa volumétrica de consumo de glucose

As taxas volumétricas de consumo de glucose calculadas para as

fermentagdes realizadas na auséncia e na presenga de acido acético 0,15mM na

forma ndo ionizada (Figura 6¢ ), ndo apresentaram diferengas significativas

(p=0,823776.NS).
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2.2.4- Rendimento em xantano

O aumento do rendimento de produgéo em xantano na presenca do acido

(Figura 64 ) foi significativo (p=0,008**).

2.2.5- Rendimento em biomassa

Compararam-se os rendimentos de produgdo em biomassa para as
fermentagdes realizadas na auséncia e na presenca do acido acético. As diferengas

encontradas (Figura 6e) foram néo significativas (p=0,0776,NS).

2.2.6- Rendimento especifico em xantano

Compararam-se os rendimentos especificos de produgdo em xantano para
as fermentagdes realizadas na auséncia e na presenga do acido acético. O
aumento do rendimento especifico em xantano nas fermentagdes efectuadas na

presenga do acido (Figura 6f) foi muito significativo (p=0,0009***).
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3- Discussio

Os conservantes alimentares, usados como inibidores de proliferagdo
microbiana, entre os quais se encontra o acido acético, exercem efeitos
especificos no metabolismo dos microrganismos. Contudo, a inibigdo do
crescimento &, em parte, causada pelo seu efeito no pH interno (Booth, 1985).
Estudos sobre o mecanismo da acg¢o anti-fingica do acido benzoico sugerem que
a sua acgdo toxica seja causada pela dissociagdo desse acido no citoplasma. A
forma ndo ionizada pode entrar nas células por difusdio passiva e, como o pH
interno ¢ superior ao pKa, o acido dissocia-se no citoplasma (Krebs et al., 1983).
No entanto, o fluxo de protdes para o exterior da célula também deve ser um
factor a ter em consideragdo no efeito toxico deste acido (W arth, 1977 e Warth,
1989).

Young et al. (1993) estudaram o efeito dos acidos acético, lactico e citrico
no pH intracelular de Listeria monocytogenes Scott A. Verificaram que o pH
interno depende, para a mesma concentragdo total de acido, do acido utilizado.
Observaram também que as taxas de crescimento deste microrganismo sio
influenciadas pelo pH interno. Pampulha et al. (1989) verificaram que, em
Saccharomyces cerevisiae, o pH interno ndo depende da concentragdo total de
acido acético no exterior das células, mas sim da concentra¢do da sua forma néo
jonizada, existindo uma forte correlagdo entre a inibigdo da fermenta¢do e a

diminuicdo do pH interno. Também em Saccharomyces cerevisiae os acidos
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octandico (Viegas et al., 1989 e Viegas ef al., 1995) e decandico (Viegas et al.,
1989) causaram diminuigdo da taxa especifica de crescimento e do rendimento
em biomassa, evidenciando a toxicidade da forma néo ionizada destes acidos, €
promoveram um aumento no rendimento em etanol.

Em Leuconostoc oenos, os acidos decandico e dodecanoico actuaram
como factores de crescimento (Capucho ef al., 1994). Concentragoes baixas de
outros acidos fracos foram também referidas por Warth (Warth, 1977 e Warth,
1988) como factores de crescimento. Este autor, através da introdugdo no meio de
cultura de acidos fracos (usados como conservantes), aponta a estimulagdo da
fermentacio e a redugdo do crescimento de Saccharomyces bailli, como
consequéncia da energia necessaria para O mecanismo de eliminagdo desses
acidos (Warth, 1977).

Concentragdes sub-letais dos acidos acético, pentandico, octandico €
isobutirico foram descritos por Esgalhado (1993) como inibidores do crescimento
celular e estimuladores da produgdo de xantano. A inibigdo do crescimento, por
esses acidos, aumentou com o comprimento da cadeia carbonada apolar. A
estimulacdo da produgdo de xantano apds a adigo de acidos organicos, em
culturas de Xanthomonas campestris foi também observada por outros autores
(Souw, 1979, Roseiro, 1991; Pires, 1996 e Roseiro, 1996).

Com este trabalho pretende-se confirmar se a estimulago na produgéo de
xantano estd associada com um mecanismo de protecgdo do microrganismo

contra a toxicidade acida. Com efeito, a adigdo de 0,15mM de acido acético na
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forma ndo ionizada estimulou a produgdo de xantano em todas as culturas de
Xanthomonas campestris. Esta estimulagdo manifestou-se através do aumento da
taxa volumétrica de produgdo de xantano, do rendimento em xantano € do
rendimento especifico em xantano, em relagdo as fermentagGes efectuadas na
auséncia do acido. Observou-se também uma aparente diminuigdo no crescimento
de Xanthomonas campestris, verificando-se uma diminuigdo na taxa especifica de
crescimento (embora nfo significativa quando comparados os dois grupos de
fermentagBes e pouco significativa dentro das fermentagdes efectuadas na
presenga do acido).

A diminui¢gdo do crescimento e o aumento da produgéo de xantano
parecem estar relacionados entre si. De facto, comparando as taxas especificas de
crescimento com as taxas volumétricas de produgédo de xantano nas fermentagdes
realizadas na presenga de 0,15mM de acido acético, observa-se que, de uma
maneira geral, a niveis de desenvolvimento celular mais baixos (i mais baixos)
correspondem produgdes em xantano mais elevadas (Tabela 1). Estas vanagoes
sugerem uma maior canalizagdo do substracto da produgéo de células para a
produgdo de xantano. Como ja foi referido, consumiu-se mais glucose, em média,
nas fermentagdes efectuadas na presenga do acido do que nas fermentagdes
realizadas na sua auséncia. Esse aumento do consumo de glucose (2,53g L'l), por
si so, ndo nos parece ser suficiente para explicar o aumento da produgdo em
xantano (em média, aumentou 294¢1") 0 que mais uma vez sugere a

possibilidade de canalizagdo do carbono do crescimento celular para a produgédo
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de xantano. Em culturas de Xanthomonas campestris, na presenga de
concentragdes sub-letais de acido isobutirico, observou-se um desvio de 10% do
fluxo de carbono da sintese de biomassa para a produgdo de xantano (Roseiro et
al., 1996). Estes autores sugeriram o aumento da via glicolitica (com formag&o de
ATP a nivel do substracto), como alternativa a produgdo de ATP, devido a um
possivel desacoplamento energético causado pela presenca do acido. Parece
provavel que a relagdo entre a diminuigdo do crescimento € o aumento da
produgio em xantano, observados no nosso caso, sejam também o resultado duma
maior canalizagdo da fonte de carbono da produgédo de células para a producéo de
xantano, como consequéncia da diminuig&o do pH interno, induzida pelo acido.

A inibigdo do crescimento microbiano, causada por acidos orgénicos, €
geralmente atribuida a dois factores: diminuigdo do pH interno (que pode causar
inibicdo de enzimas intracelulares) e dissipagdo da forga potenciomotriz (que
pode inibir os sistemas de transporte dependentes de ApH). Varios autores
observaram em JXanthomonas campestris, sujeitas a condigdes de toxicidade
acida, atenuacgdo de algumas actividades enzimaticas e esttmulag@o de outras, em
condigdes semelhantes as deste trabatho (Esgalhado, 1993; Roseiro ef al., 1996 e
Pires, 1996). Parece também ter ocorrido uma diminuigdo da forga
potenciomotriz, evidenciada pela diminui¢do do teor em ATP, a que se faz
referéncia no capitulo IV. O aumento da actividade enzimatica da ATPase pode
surgir como um mecanismo de restabelecimento do gradiente de protdes, de

modo a manter o pH citoplasmatico em valores compativeis com a vida de
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Xanthomonas campestris. Este aumento de actividade enzimatica consome ATP,
que deste modo, deixara de estar disponivel para o crescimento (Figura 7). Assim,
a redugdo do crescimento parece, em parte, ser consequéncia das necessidades
energéticas durante a eliminagio do acido (o que esta de acordo com o aumento
da actividade enzimatica da ATPase, referida no capitulo IV) e o aumento da
produgdo em xantano parece ocorrer na sequéncia de vias alternativas no
metabolismo do microrganismo, induzidas pelo desacoplamento energético

produzido pela toxicidade acida.
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1- Introducgio

O complexo enzimatico ATP sintetase ou F-ATPase esta presente nas
membranas das bactérias, cloroplastos e mitocondrias (Sabbert, D., 1996). A
estrutura da ATPase é bipartida por duas subunidades principais: Fo € Fi. Fo €
uma proteiné. transmembranaria que contém um canal para a translocagdo de
protdes. F; € uma proteina periférica da membrana. A fungéo da F-ATPase ¢
acoplar a translocagdo de protoes através de Fo com a sintese de ATP em F,
(Figura 7a). Pode, no entanto, funcionar no sentido inverso, isto €, promover a
saida de protdes da célula com hidrolise de ATP (Marquis, 1992) (Figura 7b).

O envolvimento da ATPase na expulsdo de protdes para o exterior da
célula, como mecanismo de protecéo contra a toxicidade acida, tem sido referido
por véarios autores (Bender ef al., 1987; Cole et al, 1987, Dombek et al., 1987,
Eraso et al., 1987, Rosa et al., 1991; Viegas ef al., 1991; Elzainy et al., 1995,
entre outros). Este mecanismo funciona como forma de restabelecimento do pH
interno, cuja regulagdo parece estar ligada a permeabilidade da membrana celular

aos protdes (Booth, 1985).
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(@)

(b)

Figura 7 - Representagdo esquematica da F-ATPase existente nas membranas das
bactérias. (a)- O gradiente protonico, gerado pelo transporte electronico, pode ser usado para a
sintese de ATP, a favor do gradiente electroquimico. (b)- A ATPase pode funcionar em sentido
oposto, promovendo o transporte proténico contra o gradiente electroquimico, com consumo de
ATP. (Adaptado de Brock, 1991).

Dombek & Ingram (1987) propuseram o envolvimento da ATPase como
mecanismo de controle do pH interno em valores proximos da neutralidade. A

tolerancia aos 4cidos para as bactérias Actinomyces viscosus ¢ Lactobacillus casei
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parece depender da quantidade de ATPase na membrana celular e das suas
caracteristicas bioquimicas, especialmente do pH optimo de actividade, (Bender
et al., 1987). A estimulagdo da ATPase também foi referida por Cole et al.(1987)
como um dos factores que contribui para manter um valor de pH interno
compativel com a vida em Zygosaccharomyces bailii. Também a ATPase de
Aspergillus niger parece ter como fungdo biologica acelerar o fluxo de protdes
quando o pH intracelular toma valores inferiores aos da gama fisiologica normal
(Elzainy e al., 1995).

A activagdo, in vivo, da ATPase de Saccharomyces cerevisiae, por acido
octanoico, foi descrita como um mecanismo de resposta a acgéo do acido levando
a um maior consumo de ATP. A presenca do acido em concentragdes sub-letais
conduz a valores de pH interno que permitem o crescimento, mas desviam uma
grande percentagem de glucose da sintese de biomassa para a producdo de
energia (Viegas et al.,1995). O etanol também induz, in vivo, a activagdo da
ATPase em Saccharomyces cerevisiae (Rosa et al., 1991), embora, in vitro, cause
uma inibigdo desta enzima (Cartwright ef al., 1987 e Alexandre et al., 1994) e
também iniba a actividade enzimatica da ATPase de Pichia stipitis (Meynal et al.,
1995). O acido acético parece também induzir uma estimulagdo da actividade
enzimatica da ATPase de Saccharomyces cerevisiae como resultado da saida de

protdes do citoplasma (Pampulha et al., 1990).
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2- Resultados e Discussio

A actividade da ATPase e o teor em ATP na auséncia e na presenca de
acido acético foram avaliados em fermentagdes efectuadas em descontinuo. As
actividades enzimaticas foram determinadas antes da adigdo do acido, depois de
decorridas 22-24 horas de fermentagdo, € apos a adigdo de 0,15mM de acido
acético na sua forma nfo ionizada.

A Tabela 4 apresenta os valores referentes as actividades da ATPase antes
da adi¢do do acido e a sua evolugdo passados 15, 30, 60 e 180 minutos da adig¢do
do acido acético.

As  actividades  enzimaticas da  ATPase variaram  entre
18,061 pgPi/mgProt.min e 48,167 ugPi/mgProt.min.

A Figura 8 apresenta a variagio média da actividade enzimatica da
ATPase ao longo de 180 minutos apos a adicgo do acido acético.

Globalmente verificou-se um aumento acentuado da actividade enzimatica
da ATPase durante os 30 minutos seguintes a adigdo do acido acético. O valor
mais baixo da actividade enzimatica ocorreu antes da adigdo do acido, ao fim de
15 minutos a actividade enzimatica aumentou 11,1% e ao fim de 30 minutos o
valor foi 25,4% superior ao valor inicial. A partir dos 30 minutos, € até aos 180, a

actividade enzimatica da ATPase praticamente manteve-se constante.
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Estimulagéio da actividade enzimatica da ATPase em presenca de acido acético
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Figura 8 - Perfil de variagdo da média das actividades enzimaticas da ATPase com o tempo em
fermentacgles efectuadas em vaso fermentador, onde foi adicionado 0,15mM de acido acético na

forma ndo ionizada.
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Tabela 5 - Actividades enzimaticas da ATPase antes ¢ apos a adi¢do de 4cido acético 0,15mM na

forma ndo ionizada, para fermentagSes em frascos agitados.

(1) 27,026 22,642
2) 29,378 24,329
3) 29,799 24,195
(4) 26,968 25,936
(5) 27,909 22,523

(1)- Passadas 22-24h do inicio da fermentagdo ¢ antes da adigdo do dcido acético.(2)- 15 minutos
depois da adigdo do 4cido. (3)- 30 minutos depois da adi¢do do 4cido. (4)- 60 minutos depois da

adicdo do 4cido. (5)- 180 minutos depois da adicdo do acido.

A Tabela 5 mostra os valores referentes as actividades enzimaticas da
ATPase antes da adigdo do acido e ao fim de 15, 30, 60 e 180 minutos,
respectivamente, para fermentagoes efectuadas em frascos agitados. As
actividades  enzimaticas  variaram  entre 22 523ugPi/mgProtmin e
29,799ugPi/mgProt.min.

Na Figura 10 (b) esta representada a variagdo média da ATPase ao longo
de 180 minutos apos a adigdo do acido acético, para as fermentagdes em frascos

agitados. A presenga de 0,15mM de acido acético na forma ndo ionizada
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promoveu uma activagdo da actividade enzimatica da ATPase. O valor médio de
actividade enzimatica mais baixo, 24,834ugPi/mgProtmin. observou-se na
auséneia do acido. Para este sistema de cultura em frascos agitados, a maior
estimulagdo da actividade enzimatica verificou-se a0 fim de 30 minutos apds a
adigdo do acido (ao fim de 15 minutos a actividade enzimatica da ATPase foi
8,12% maior e ao fim de 30 minutos o valor foi 8,7% superior que o valor inicial).
Entre 60-180 minutos apos a adi¢do do acido acético, a actividade enzimatica da
ATPase diminui para valores proximos das actividades enzimaticas iniciais

(Figura 10 (b) e Tabela 5).

Determinou-se a concentra¢do de ATP em amostras recolhidas antes €
durante os 180 minutos apés a adigdo do acido acético. Nas diferentes
fermentacdes houve uma diminui¢do da concentragdo de ATP ao longo do tempo,
tendo as concentragdes variado entre 1,360 € 4,680 pumol/dL.

A Figura 9 (a) mostra o perfil de variagdo do ATP para duas das
fermentacdes efectuadas em vaso de fermentagéo e na Figura 10 (a) pode ver-se o
perfil de variagdo do ATP para duas das fermentagdes realizadas em frascos
agitados.

A diminuigdo da concentrac;ﬁo‘de ATP foi mais brusca nas fermentagdes
realizadas em vaso de fermentagdo, ocorrendo a maior variagdo nos primeiros 30
minutos (Figura 9). Entre os 30 e os 180 minutos a variagdo de ATP foi pequena,

ndo se tendo praticamente registado alteragdes no perfil de vanagéo.
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Nas fermentagdes em frasco agitado as maiores variagdes na concentragdo
de ATP ocorreram até aos 60 minutos. Entre os 60 e 0s 180 minutos o perfil de
variagio manteve-se praticamente constante € a variagdo na concentragdo de ATP
foi pequena (FiguralO).

Globalmente, a concentragdo de ATP diminuiu durante os 180 minutos
apos a adigdo do acido acético, Figura 11. Nos primeiros 30 minutos as
diminui¢des foram mais bruscas, observando-se uma diminuigdo menos

acentuada entre os 30 e os 180 minutos apos a adigo do acido.
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Figura 9- (a)- Variagdo da concentragio de ATP com o tempo para duas fermentacdes em vaso
fermentador, apds a adigdo de 0,15mM de 4cido acético na forma ndo ionizada. (b)- Perfil de

variagdo da actividade enzimatica da ATPase nas duas fermentagdes
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Figura 10 - (a)- Variagio da concentragdo de ATP com o tempo para duas fermentagdes em frasco
agitado, apos a adi¢do de 0,15mM de 4cido acctico na forma ndo ionizada. (b)- Perfil de variagdo da

actividade enzimatica da ATPase nas duas fermentagdes.
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Figura 11 - Perfil de variagdo da média das concentragdo de ATP com o tempo, apds a adicdo de

0,15mM de 4cido acético na forma ndo ionizada, para 4 fermentagdes.

Registou-se uma maior estimulagdo da actividade enzimatica da ATPase
de Xanthomonas campestris em vaso fermentador do que em frascos agitados.
Um dos factores responsaveis pelas diferengas entre estes dois sistemas de cultura
pode ser resultante do sistema de agitagdo, menos eficaz em frascos agitados. O
sistema em fermentador é mais eficiente, permitindo um contacto mais intimo
entre o acido e as células no meio viscoso. A possibilidade de limitagdo de
oxigénio nos frascos agitados podera também conduzir a um aumento das células
ndo viaveis, o que ira reprecutir-se na menor estimulagdo da ATPase para estas

fermentacdes. Por outro lado, Eraso & Gancedo (1987) verificaram, em
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leveduras, que a activagdo da ATPase deperide do estado de crescimento dos
microrganismos. S6 numa fase de crescimento logaritmico ja avangada, ou na
fase estacionaria, ¢ que os microrganismos estdo aptos a activar as suas ATPases
na presenca de acidos. Estes autores também observaram que apenas as células
onde a activagdo da ATPase ocorre, conseguem manter um valor de pH interno
constante, quando incubadas com tampdes acidos. Por semelhanga com o que se
passa nestes organismos, esta talvez seja uma das causas das diferentes activagoes
encontradas nas ATPases entre Xanthomonas campestris crescendo em vaso
fermentador e em frascos agitados. Nestes ultimos, a concentragdo celular fo1 em
geral mais baixa, quando se adicionou 0 acido acético. O desenvolvimento destas
culturas pode ndo ter sido suficiente para atingirem uma maturidade necessaria €
exibirem a mesma activagio da ATPase, sendo o nivel de estimulagdo, para a
mesma concentragdo de acido acético introduzida, mais baixo quando comparado
com as células do vaso de fermentag@o.

O perfil de variagdo do ATP nos dois sistemas (Figuras 9 e 10) €
semelhante, sendo, no entanto, a diminuicdo mais acentuada no vaso de
fermentagdo (26,0%, em média), onde também a acti\}idade enzimatica é mais
elevada do que nos frascos agitados (21,1%, em média). Proporcionalmente
houve um maior decréscimo do ATP, em relagdo ao aumento da actividade
enzimatica, no frasco agitado do que no vaso de fermentacdo (Figuras 9 e 10), o

que sugere maior eficiéncia na resposta do segundo sistema em relagdo ao
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estabelecimento de vias de produgdo de ATP, o que coincide também com a
melhor transferéncia de oxigénio neste sistema.

As Figuras 9 e 10 mostram o perfil das variagdes simultaneas de ATP e
actividade enzimatica de ATPase. Na Figura 9, referente a duas fermentagGes
efectuadas em vaso fermentador, pode observar-se que até aos 30 minutos apos a
adigdo do acido a actividade enzimatica da ATPase e o teor em ATP sdo
inversamente pfoporcionais. Essa variagdo sugere a saida de protdes do interior
para o exterior da célula (aumento da actividade enzimatica da ATPase) a custa
do consumo de ATP. Entre 30-60 minutos o valor da ATPase é elevado € o ATP
ndo diminui, o que leva a crer na existéncia de produgdo de ATP. Entre 60-180
minutos pareceu Ocorrer uma tendencia para a diminui¢io da actividade
enzimatica da ATPase enquanto que o ATP ndo varia, 0 que também se observa
na Figura 10. Esta diminuigdo da actividade enzimatica sugere um efeito mais
atenuado do acido acético no pH interno. A saida de protdes da célula sera mais
reduzida e a actividade enzimatica da ATPase também diminuira. O facto de o
ATP nfo aumentar sugere, por um lado, a continuagdo de desacoplamento
energético entre a cadeia respiratoria e a fosforilagéo oxidativa e, por outro, como
o gasto em ATP para excretar protdes é mais reduzido (actividade enzimatica da
ATPase mais baixa), ¢ provavel que este esteja a ser usado noutras fungdes
fisiologicas, eventualmente na producdo de xantano, uma vez que esta é mais

elevada.
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A diminui¢do do pH interno com a introdugdo no meio de cultura de
agentes lipofilicos é geralmente explicada por dois mecanismos: aumento da
polaridade das membranas (os agentes lipofilicos diminuem as interacgoes
hidrofobas lipido-lipido e lipido-proteina, alterando a organizagdo espacial das
membranas e aumentando a sua permeabilidade aos protdes) e dissociagdo dos
4cidos fracos no interior da célula (devido ao pH do citoplasma ser proximo da
neutralidade). Qualquer dos dois mecanismos reduz a for¢a potenciomotriz, 0 que
induz um certo desacoplamento energético entre a cadeia respiratoria € a
fosforilagdo oxidativa, principal via de produgdo de ATP. Cartwright et al. (1986)
verificaram uma diminui¢do da forga potenciomotriz com a adicdo de etanol na
membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae. Concentragdes sub-letais
dos acidos formico e propionico inibiram a sintese de DNA em Escherichia coli.
As moléculas de DNA ndo sofreram alteragdes fisicas, embora a divisdo celular
tenha sido inibida (Cherrington, ef al. 1991a). A morte celular de Escherichia coli
e de Salmonella spp. na presenga destes acidos ndo esta associada a uma perda da
integridade da membrana celular (Cherrington, et al. 1991b). Por semelhan¢a
com O que se passa para estes organismos, € sabendo que a forma n#o ionizada do
4cido € permeavel & membrana de Xanthomonas campestris, parece-nos que o
segundo mecarlismo (dissociagdo do acido no interior da célula) seja,
provavelmente, o que mais contribui para a diminui¢3o do pH interno. O aumento
da actividade enzimatica da ATPase, devido a excregdo de protdes do interior

para o exterior da célula (Figura 7), parece, no nosso caso, surgir como um
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mecanismo de resposta a esta possivel diminui¢do do pH interno. A saida de
protdes, contra o gradiente electroquimico ¢ feita a custa do consumo de ATP, o
que esta de acordo com as diminui¢des no teor de ATP encontradas nos dois
sistemas estudados (vaso fermentador e frascos agitados). A diminui¢do da taxa
especifica de crescimento parece ocorrer como consequéncia de parte da energia
ser usada para a libertagdo dos protdes, ndo ficando disponivel para o
crescimento. Por outro lado, o facto do teor em ATP diminuir, durante os
primeiros minutos apos a adicdo do acido, e depois se mantet, embora a
actividade enzimatica da ATPase seja maior do que era antes da adigdo do acido,
podera estar relacionado com a producdo de ATP pela via glicolitica. O aumento
de actividade das enzimas da via glicolitica no metabolismo de Xanthomonas
campestris, com a introdug&o de concentragbes sub-letais de acidos organicos no
meio de cultura foi observado por varios autores (Esgalhado, 1993; Rosetro ef al.,
1996; Pires, 1996) e relacionado com o0 desacoplamento energético na
fosforilagdo oxidativa, surgindo como mecanismo de regulagdo metabolica que
conduz a uma maior producdo de energia (Roseiro et al., 1996).

Cheng & Piper (1994) referem-se a uma deficiéncia respiratoria como um
dos factores responsaveis pela acgdo inibidora dos acidos fracos no crescimento
celular de Saccharomyces cerevisiae, a baixos valores de pH. A nos, parece-nos
provavel que a taxa respiratoria de Xanthomonas campestris seja mais elevada na
presenga do acido acético. De facto, o aumento da respiragdo permite a oxidagdo

dg¢ poenzimas, 0 que podera contribuir para uma maior eficiéncia metabolica, que
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neste caso estara relacionada com a maior produgdo de xantano. Por outro lado, a
libertagdo de protdes para o exterior da célula, contribul para aumentar O
potencial electroquimico que, com a introducdo do acido acético no interior das
células, diminuiu.

O desacoplamento energético e consequente reducdo da fosforilagdo
oxidativa pode conduzir a uma producdo de ATP por oxidagdes parciais da
glucose que origine produtos metabolicos mais direccionados a sintese de
xantano. A produgdo de Exopolissacaridos (EPS) pode ser entendida como um
sistema de excregdo metabolica relacionado com a producdo e utilizagdo de ATP
(Linton et al., 1989). A propria ATPase pode ter associado um transporte
secundario de outras substancias (Serrano, 1996), que, a ser alterado, pode
induzir modificacdes no metabolismo de Xanthomonas campestris, no sentido de
uma maior produgdo de xantano.

A utilizagdo do acetato por parte da bactéria, na acetilagdo das moléculas
de xantano (Figura 1) ou no ciclo dos acidos tricarboxilicos é outro dos factores
que podera ter influenciado a produgdo daquele composto, embora o teor de
acetato resultante da dissociagdo do acido néo nos parega, por si sO, responsavel
pelo aumento da produgdo deste exopolissacarido. Pires (1996), para
fermentag3es realizadas na auséncia e na presenga de acido acético, observou
uma concentracdo final de acetato idéntica, parecendo, assim, que OS grupos
acetato sio utilizados pela bactéria. Pampulha & Loureiro-Dias  (1990)

investigaram o efeito do 4&cido acético no transporte da glucose em
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Saccharomyces cerevisiae e concluiram que es'te acido ndo afecta o transporte da
glucose. O efeito do acido na inibicdo enzimatica faz-se sentir devido a
acidificagdo do citoplasma.

Segundo Jarman & Pace (1984), a energia necessaria para a sintese do
xantano ndo provém exclusivamente do catabolismo Entner-Doudoroff e ciclo dos
4cidos tricarboxilicos, mas também da propria via biossintética do
exopolissacarido. A possibilidade de formagdo de xantano por esta via podera ser
um dos caminhos que conduzem a aumentos da sua produgdo quando as
condicBes energéticas do meio sdo adversas (desacoplamento entre respiragdo e
fosforilagdo oxidativa).

Por tudo o que acima foi exposto, 0s dois sistemas estudados sugerem-nos
que a activagdio da ATPase no mecanismo de controle do pH citoplasmatico
assuma um papel chave no metabolismo de Xanthomonas campestris, em
presenga de concentragdes sub-letais de acido acético, conduzindo a malores

rendimentos e taxas de produgéo de xantano.
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Conclusdes

Da analise dos resultados expostos nos capitulos anteriores deste trabalho, parece-

nos licito concluir:

— a adi¢do de 0,15mM de acido acético, na forma ndo ionizada, afectou o
desenvolvimento das culturas descontinuas de Xanthomonas campestris,

diminuindo a taxa especifica de crescimento.

— a estimulagdo da produgdo de xantano, com a presenca do 4cido, foi evidenciada
pelo aumento da taxa volumétrica de produgio de xantano, do rendimento em
xantano e do rendimento especifico em xantano, em relaggo as fermentagdes

efectuadas na auséncia de acido acético.

— o aumento do consumo de glucose nas fermentagSes realizadas na presenga do

4cido ndo parece ser suficiente para explicar o aumento da produgéo de xantano.

— a diminui¢do do crescimento e aumento da produgdo ‘de xantano parecem estar

inter-relacionados.

— a diminuicdo do teor em ATP foi relacionada com uma possivel diminuigdo da

forga potenciomotriz, induzida pelo acido.
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Conclusoes

!

o aumento da ATPase foi relacionado com um mecanismo de restabelecimento

do gradiente de protdes de modo a manter um valor de pH homeostatico.

o perfil de variagdo simultinea de ATPase e ATP foi semelhante nos dois

sistemnas estudados: vaso fermentador e frascos agitados.

o aumento da actividade enzimatica e consequente diminuigdo de ATP foram

relacionados com a saida de protdes para o exterior da célula, a custa de energia.

a tendéncia do teor em ATP para valores constantes, quando actividade

enzimatica ainda se encontra estimulada, atribuiu-se a novas vias de produgdo de

ATP.

o aumento da produgdo de xantano parece estar relacionado com a possibilidade

de formagdo de ATP por vias alternativas a fosforilagdo oxidativa, devido ao

desacoplamento energético que o acido induz.
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Na tabela seguinte estdo indicados os reagentes utilizados no decorrer

deste trabalho, respectiva formula quimica e firma a que foram adquiridos:

Reagentes Féormula Quimiéa Firma
Acido acético (100%) CH40; Merck
Acido bérico H;BOs Merck
Acido citrico CsHs07.H;0 Riedel-deHaen
-monohidratado
Acido cloridrico (37%) HCI Merck
Acido sulfiirico (95-97%) H,SO4 Merck
Acido tricloroacético C;HCL10; Sigma
Agar Difco
ATP C10H1sNsO13P3Naz Sigma
BSA Sigma
Carbonato de calcio CaCOs Merck
Carbonato de sodio Na;CO3 Merck
Cloreto de ferro Il FeCl3.6H,O Merck
hexahidratado
Cloreto de magnésio MgClL.6H,0O Merck
hexahidratado
Cloreto de potassio KCl Merck
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Dextrose CeHi1206 Difco
Dihidrogenofosfato de KH;PO, Merck
potassio
EDTA Ci0H14N;05Na;. 2H,0 Merck
Extracto de levedura Difco
Extracto de malte Difco
Glucose C6H1206 Merck
Hidréxido de sodio NaOH Merck
Molibdato de amonio (NH4)sMo07024.4H,0 Sigma
Oxido de zinco ZnO Merck
Peptona Difco
Polipropilenoglicol 2025 BDH
Reagente de Folin Merck
Ciocalteus
Sacarose Ci2H2201n1 Merck
Sulfato de amoénio (NH4)2SO4 Merck
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 Merck
pentahidratado
Sulfato de ferro FeS04.7H,O Merck
heptahidratado
sulfato de magnésio MgS04.7H,O Merck
heptahidratado
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~ Tartarato de potassio e C4H4KNaOs.4H,0 Merck
sodio tetrahidratado
Tris (hidroximetil) CH1NOs Sigma
aminometano
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Anexo B- Meios de cultura
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1- Meio de Yeast Malt (YM)

Reagentes

Extracto de levedura

Extracto de malte
Peptona

Dextrose

2 - Meio de Yeast Malt Agar (YMA)

Reagentes

Extracto de levedura

Extracto de malte
Peptona
Dextrose

Agar

82

Quantidade (g/1)

10

Quantidade (g/1)

10
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3- Meio optimizado para a producédo de Xanthomonas campestris (Roseiro et al.,

1992)

Reagentes Quantidade (g/1)
Acido borico 0.0072
Acido cloridrico (37%) 0.16 mi/1
Acido citrico monohidratado 2.0000
Carbonato de calcio 0.0290
Cloreto de ferro I1I hexahidratado 0.0042
Dihidrogenofosfato de potassio 7.2000
Glucose 30.0000
Oxido de zinco 0.0060
Sulfato de aménio 3.4000
Sulfato de magnésio heptahidratado 0.2400
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Anexo C- Perfis das fermentacdes A-J
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Tempo (Hora)

Fermentacado A

Glucose (g/L)

Xantano (g/L)

In biomassa

0,00 29,61 2,80 -0,11
3,75 27,20 3,32 -0,12
7,00 26,78 3,80 0,17
8,75 25,58 3,90 0,21
22,75 18,42 5,44 0,65
26,00 18,38 7,00 0,67
28,25 19,30 7,04 0,74
30,25 17,54 6,16 0,77
32,75 18,24 8,02 0,80
46,50 13,34 9,98 1,01
49,00 11,99 10,02 1,14
51,25 9,26 9,30 1,13
56,50 7,92 10,78 1,28
72,00 6,00 10,08 1,39
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Anexos

Fermentacao B

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 30,02 1,20 -0,50
2,75 30,10 0,90 -0,17
6,75 29,19 1,58 -0,65

21,50 27,63 6,32 0,36
26,00 27,38 6,86 0,36
29,00 28,21 6,26 0,51
49,50 22,93 8,70 0,98
55,00 22,02 8,54 1,11
69,75 15,10 7,82 1,31
75,00 13,17 7,82 1,31
e By 115
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Anexos

Fermentagado C

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 29,93 2,32 0,08
475 26,11 2,38 0,16
18,50 20,84 3,38 0,43
22,00 19,83 3,60 0,38
28,75 23,36 4,54 0,36
42,50 19,04 7,74 0,92
46,75 18,17 8,56 1,00
53,50 13,77 6,48 1,24
67,50 13,12 7,74 1,17
72,75 12,33 7,78 1,37
77,00 11,11 6,86 1,37
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| |
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Anexos

Fermentagao D

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 24,65 2,66 -0,35
7,00 21,06 2,50 -0,36

21,00 17,78 3,86 0,13
25,00 17,46 414 0,44
26,00 17,06 0,96 0,53
29,75 17,22 3,26 0,28
34,50 17,30 3,86 0,47
46,00 17,38 5,76 0,74
49,75 17,34 5,90 0,84
54,50 14,63 5,80 1,22
59,00 12,99 6,90 1,43
71,00 6,03 7,66 1,44
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Anexos

Fermentacao E

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 29,84 3,86 -0,17
2,00 27,87 4,00 -0,17
5,90 24,71 4,22 -0,42
8,50 24,71 4,68 -0,17
22,50 24 47 5,40 -0,20
25,00 23,21 412 0,06
28,00 20,52 7,00 0,08
32,75 14,84 7,04 0,54
47,00 12,95 8,80 0,82
50,50 10,34 9,98 0,83
53,75 9,16 9,42 0,99
57,75 7,82 9,86 0,99
71,75 3,55 11,24 1,46
72,75 3,55 10,16 1,46
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Anexos

Tempo (Hora)

Glucose (g/L)

Fermentacao F

Xantano (g/L)

In biomassa

0,00 30,38 1,26 -0,11
5,50 29,56 1,82 -0,22
9,25 29,15 212 0,06
23,25 25,69 4,60 0,64
25,50 25,36 5,04 0,58
31,50 26,59 7,68 0,72
44 25 22,56 10,04 1,1
49,50 g 18,35 10,42 1,13
53,50 14,72 11,48 1,19
55,50 11,59 12,64 1,41
71,25 8,05 12,56 1,51
75,50 6,40 12,52 1,60
]
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Anexos

Fermentacao G

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 28,74 1,56 -0,22
4,00 29,39 1,34 -0,65
8,55 29,39 1,70 0,34

23,00 27,34 5,36 0,46
25,13 25,60 5,32 0,18
25,45 27,42 5,28 0,21
26,15 26,26 6,04 0,29
28,15 25,69 6,62 0,38
33,30 25,69 6,94 0,52
46,15 21,23 9,06 1,02
52,00 8,54 9,58 1,41
72,00 5,49 10,80 1,40
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Anexos

Fermentacao H

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 28,99 4,00 -0,33
2,50 30,81 4,50 -0,69

11,58 29,08 7,26 0,22
23,48 27,23 10,44 0,83
2498 26,44 10,32 0,93
26,00 20,84 11,44 0,89
28,00 23,29 11,62 0,96
34,25 14,76 11,76 1,11
47,25 9,00 11,40 1,28
51,75 8,53 11,50 1,26
56,30 6,71 9,00 0,71
71,25 6,47 10,78 0,68
74,00 7,29 10,78 0,76
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Anexos

Fermentacgao |

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 28,26 2,80 -0,33
415 26,84 3,58 -0,06
7,75 26,52 4,50 0,06
21,75 23,68 7,28 0,65
23,75 23,13 8,32 0,61
2425 22,89 7,66 0,58
24,75 22,02 7,26 0,45
26,75 21,87 8,00 0,72
32,00 13,26 8,66 0,79
46,00 11,05 9,88 0,94
51,00 8,76 7,58 1,09
58,00 7,58 9,84 1,41
70,00 5,84 11,74 1,42
72,00 4,50 12,28 1,42
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Anexos

Fermentacdo J

Tempo (Hora) Glucose (g/L) Xantano (g/L) In biomassa
0,00 29,97 3,54 0,18
2,75 31,02 4,26 0,41
5,25 30,08 3,92 0,29
8,75 27,26 3,98 0,39
22,25 20,84 4,98 0,76
24,50 20,50 7,36 0,78
25,50 19,40 7,52 0,82
26,00 18,00 8,04 0,90
27,00 17,45 8,66 0,91
32,00 14,76 11,22 0,74
47,25 8,53 10,94 1,31
55,75 6,71 11,48 1,42
72,00 6,47 12,44 1,53
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Anexos

Anexo D-Software utilizado para o controle do pH
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