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SUMARIO

MOREIRA, ANGELA NUNES. M.S., Universidade Federa Belotas, marco de 2002.
Estudo da viabilidade de producédo do biopolimero déactéria Beijerinckia sp.
7070 via enzimética. Professora Orientadora: Claire Tondo Vendrusc@o-
orientador: Francisco Augusto Burkert Del Pino.

Biopolimeros sdo polissacarideos microbianos usadmeo agentes espessantes,
gelificantes e de suspens&&ijerinckia sp. 7070 produz o biopolimero denominado
clairana®. Os biopolimeros microbianos podem ser produzidiiiizando enzimas
purificadas (via enzimatica). Os objetivos dessabdlho foram: caracterizar o
biopolimero produzido pdBeijerinckia sp. 7070 em diferentes tempos de fermentacao;
avaliar a possibilidade de produzir esse polimeitizando enzimas purificadas;
verificar se a sintese e as enzimas envolvidagitese sdo intra e/ou extracelulares e se
permanecem ativas no meio; e estudar a produgdtmvavel composi¢cao quimica e o
comportamento reolégico do biopolimero produzidiizando somente as enzimas
(sem a acdo da bactéria), através de inativacaiseectlular, e do biopolimero
produzido com células viaveis. Para caracterizproducdo em diferentes tempos de
fermentacdo, as amostras foram cultivadas com &érimcem meio liquido. Os
polimeros foram recuperados, secos e pesados peeEmdhar a producdo e
produtividade; foram entéo solubilizados em agt&oapara determinar a viscosidade e
hidrolisados, para determinacdo da composicdo qainfPara producdo utilizando
somente enzimas, amostras foram cultivadas comcgériza em meio liquido, e
submetidas a morte celular por inativacdo e lidelasreem 30 e 46 h. Os polimeros

dessas amostras e de amostras produzidas comscéliNais foram recuperados, em
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diferentes periodos, secos e pesados para deterasr@oducdes; hidrolisados, para
determinar as provaveis composi¢cdes quimicas ebifihdos a 6%, para avaliar o
comportamento reolégico. Na caracterizacdo dosnagotis em diferentes tempos, as
maiores producdes totais de biopolimeros encorgrémtam em 30 e 72 h, a maior
produtividade em 48 h e a maior viscosidade foesgmtada pelo polimero em 72 h.
Todos os polimeros apresentaram mesma composi¢aocgu mas com proporgdes
diferentes. Os resultados da producao utilizandoeste enzimas sugerem que €
possivel produzir o biopolimero clairaaia enzimatica. Sugerem ainda que enzimas
intra e extracelulares estdo envolvidas, permanet&®s no meio e comecam a atuar
antes de 30 h de fermentacédo e que o process@siaviise € mais eficiente do que
através de inativagcdo. Com relacdo a provavel ceipo quimica, todas amostras
apresentaram 0S mesmos componentes em propordeesntis e, em relacdo ao
comportamento reoldgico, as maiores viscosidadesnéradas, em geral, foram dos
biopolimeros produzidos com células lisadas, send@ior do biopolimero produzido

com células lisadas em 46 h retirado em 54 h.

Palavras-chave:biopolimero microbiano, enzimas, sintese, produgdmportamento

reologico, composicao quimica.
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SUMMARY

MOREIRA, ANGELA NUNES. M.S., Universidade Federa @elotas, March 2002.
Study on the viability of Beijerinckia sp. 7070 bacteria biopolymer production
by enzymatic way.Adviser: Claire Tondo Vendruscolo. Comitte: Frago Augusto
Burkert Del Pino.

Biopolymers are microbial polysaccharides usedhakéening, gelling and suspending
agentsBeijerinckia sp. 7070 produces the biopolymer denominated ascé®. The
microbial biopolymers can be produced using putifezymes (by enzymatic way).
The aims of this work were to characterize the bipmer produced beijerinckia sp.
7070 at different fermentation times; to evaluéie possibility to produce this polymer
using purified enzymes; to verify if synthesis ahd enzymes involved in the synthesis
are intra and/or extracellular and if the enzymasain active in the medium; and to
study production, propable chemical composition aadlogical behaviour of the
biopolymer produced using enzymes only (withouttéa@a action), through cellular
inactivation and lyses, and of the biopolymer pastuthrough viable cells. In order to
characterize the production at different fermentatimes, the samples were cultivated
with bacteria in liquid medium. The polymers weezavered, dried and weighed to
determine the production and productivity; theyntieere solubilized in water at 1%, to
determine the viscosity and hydrolyzed, for deteation of the chemical composition.
For production using enzymes only, samples wervaitkd with the bacteria, in liquid
medium, and subjected to cellular death throughuleglinactivation and lyses after 30
and 46 h. The polymers of these samples and thelsamroduced with viable cells
were recovered, at different times, dried and weigto determine the productions;

hydrolyzed, to determine the probable chemical amstipns and solubilized in water
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at 6%, to evaluate the reological behaviour. Ind¢haracterization of the polymers at
different times, the highest total biopolymer protions found were in 30 and 72 h, the
highest productivity was in 48 h and the highesteosity was presented by the polymer
in 72 h. All polymers showed the same chemical amsitpn, but with different
proportions. The results of the production usingyemes only suggest that it is possible
to produce the clairaabiopolymer by enzymatic way. It suggests yet thata and
extracellular enzymes are involved, they remainvadh the medium and begin to act
before 30 h of fermentation and the process thraadhlar lyses is more effective than
through cellular inactivation. With regarding teetbhemical composition, all samples
presented the same components at different propsriand, regarding the reological
behaviour, the highest viscosity found, in genenadre of the biopolymers produced
with lysed cells being the highest of the biopolymeoduced with lysed cells in 46 h

removed in 54 h.

Keywords: microbialbiopolymer, enzymes, synthesis, production, recklgi

behaviour, chemical composition.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Producéao de Biopolimeros

Polissacarideos microbianos, conhecidos por biopolimeros, sao
produzidos por quase todos os microrganismos. Esses microrganismos tém a
capacidade de crescer em culturas puras e em fermentacdes em larga escala
(Scamparini et al., 1997). A producédo de polissacarideos extracelulares (EPS)
€ muito comum em muitos géneros de bactérias. Esses EPS podem formar
uma capsula ao redor da célula ou podem ser excretados para 0 meio
ambiente como um muco (Coplin & Cook, 1990). Microrganismos produtores de
EPS ocorrem amplamente na natureza em diferentes tipos de habitat.
Tipicamente, podem ser encontrados no solo, em agua fresca, na agua do mar,
em material de plantas infectadas ou em alimentos armazenados (Kang &
McNelly, 1977). Como as bactérias fitopatogénicas precisam crescer ou
sobreviver no solo, em folhas ou raizes de plantas para completar seu ciclo de
vida, a protegcdo contra o meio ambiente hostil seria um motivo para estas
produzirem EPS (Coplin & Cook, 1990). Espécies de bactérias fixadoras de
nitrogénio, geralmente, também sao produtoras de EPS. Embora essas
bactérias usem nitrogénio atmosférico como fonte de nitrogénio, €
indispensavel o uso de fonte de carbono na forma de carboidratos como
glicose, sacarose ou manitol (Sutherland, 1982).

As bactérias do género Beijerinckia spp., que sao fixadoras de
nitrogénio, sdo bastonetes Gram-negativos estritamente aerobios e possuem a
capacidade de produzir biopolimeros com diferentes composicoes,
dependendo da espécie. A cepa 7070 foi isolada do solo canavieiro do
municipio de Ribeirdo Preto-SP por Vendruscolo (1995). A viabilidade industrial
do biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 foi demonstrada através das
respostas de rendimento, comportamento reoldgico, estabilidade ao pH,

temperatura e tempo de producdo. Esse polimero possui fortes caracteristicas
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pseudoplasticas e altas viscosidades com baixas taxas de deformacdo. Isso
confere ao polimero excelentes caracteristicas organolépticas e de suspenséao
(Vendruscolo, 1995).

Curvas de crescimento de Beijerinckia spp. e Azotobacter spp.
mostraram que a producdo de polissacarideos ocorre no comec¢o da fase de
crescimento. Quando a glicose torna-se limitante, o polissacarideo é
consequentemente consumido pelas células. Isso sugere que esses
polissacarideos sdo materiais de reserva verdadeiros (LOpez & Backing, 1968).

O monoesterato glicerol e a carboximetilcelulose sdo emulsificantes que,
apesar de serem muito utilizados na industria de alimentos, estdo perdendo
gradualmente seu campo, devido a pressdo dos consumidores em substituir o
uso de aditivos artificiais ou quimicamente sintetizados em alimentos por
aditivos naturais. Emulsificantes de alimentos produzidos através de
fermentacao, além de apresentarem natureza biodegradavel, ainda apresentam
vantagens como: eficiéncia na producédo a uma ampla margem de temperatura,
pH e salinidade, e em condic¢des limitantes, como baixa temperatura e pressao
(Shepherd et al., 1995)

Os polissacarideos hidrocolbides obtidos a partir de plantas, usados
tradicionalmente em alimentos e processamentos de alimentos, também estao
sendo substituidos por biopolimeros, pois esses apresentam vantagens como:
(1) performance com sucesso por suas propriedades distintas, (2)
reprodutibilidade e estabilidade das suas propriedades fisico-quimicas (3)
adaptacao geral para ingestdo sem efeitos adversos, pois seus constituintes e
suas ligacbes glicosidicas permitem boa digestdo e metabolismo, (4) custo
estavel e relativamente baixo, por esses serem extracelulares e pela producéo
com bons rendimentos a partir de substratos de baixo custo, e (5) substituicéo
de gomas de plantas naturais por biopolimeros, pois estes ndo necessitam de
aguecimento para formacdo do gel (Jeanes, 1774; Pace, 1980; Becker et al.
1998).

Estudos estdo sendo desenvolvidos para otimizar o processo de
producdo, como pesquisas de modificagdo na composi¢cdo de meios, no pH,
temperatura, agitacdo e tempo de fermentacdo, visando a obtencdo de um

biopolimero com potencial aplicacao industrial e alta produtividade. No entanto,
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para a producdo industrial, € de extrema importancia o desenvolvimento de
processos econdmicos, como reducdo de meios de cultura e tempo de
fermentacao (Maldonade, 1996). Os polissacarideos mais usados em producao
industrial sdo a dextrana, que é uma glicana neutra, e a xantana, um

heteropolissacarideo polianiénico (Jeanes, 1974).

Na produgcdo convencional de biopolimeros em meio liquido, o
microrganismo é cultivado em meio contendo fonte de carbono e sais minerais.
A producéo pode ser também através da utilizacdo de enzimas purificadas (via
enziméatica), sem a acdo da bactéria. O processo de producéo via enzimética é
utilizado, por exemplo, na producéo de dextrana, que € um homopolissacarideo
do qual séo conhecidas a via metabolica e a enzima indutora do processo.

O estudo da producado de biopolimeros via enzimatica € importante, pois
além de diminuir os riscos de contaminagdo, reduz os custos industriais do
processo e ainda possibilita a obtencdo de produtos com melhores

caracteristicas.

1.2 Vias biossintéticas de produgcdo de biopolimero S e producédo via

enziméatica

Um grande numero de sequéncias de proteinas envolvidas na
biossintese de polissacarideos tornou-se disponivel durante os ultimos anos,
principalmente devido a clonagem e seguenciamento dos genes
correspondentes (Geremia, 1996). Um exemplo dessas proteinas é a
glicanassacarase, que € uma enzima extracelular produzida, principalmente,
por Leuconostoc mesenteroides, espécies de Streptococcus e bactérias laticas.
Esta enzima catalisa a sintese de polimeros de D-glicose de alto peso
molecular, com diferentes estruturas, chamados glicanas, a partir da
transferéncia de residuos glicosil vindos da clivagem da sacarose. Glicanas
gue apresentam residuos de glicose continuos ligados a(1-6) sdo conhecidos
como dextranas. Os diferentes tipos de dextranas diferem entre si através do
tipo de ligacdo ramificada a(1-2), a(1-3) ou a(1-4), porcentagem de
ramificacdo, comprimento das cadeias ramificadas e arranjo espacial. A

frequéncia e natureza dos pontos ramificados dependem principalmente da
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origem da dextranassacarase, ou seja, do organismo produtor. As glicanas,
que contém residuos de glicose continuos ligados a(1-3) na cadeia principal,
sdo conhecidas como mutanas, e glicanas com residuos de glicose ligados
alternando ligagGes a(1-6) e a(1-3) sdo conhecidos como alternanas (Robyt et
al., 1974).

A sacarose € 0 unico substrato doador natural para sintese de glicana.
Essa sintese ndo necessita de primer enddégeno. A energia necessaria para
catalisar todas reacfes vem somente da clivagem da ligacdo glicosidica da
sacarose (Monchois et al., 1999).

Outras proteinas conhecidas sao as glicosiltransferases, que catalisam a
clivagem da sacarose, a transferéncia de residuos glicosil para a cadeia de
crescimento da glicana (Arguello-Morales et al., 1999) e a formacao de ligagdes
glicosidicas usando um acgucar difosfo nucleotideo como o agucar doador. S&o
responsaveis pela sequéncia de acucares e pelo tipo de ligagdo em oligo e
polissacarideos (Geremia et al., 1996).

A dextranassacarase € uma glicosiltransferase extracelular que catalisa
a transferéncia de residuos glicosil, a partir de sacarose, para o polimero
dextrana e libera frutose de acordo com a seguinte reacéo (Dols et al., 1998):

NC12H12011 rzm (CeH1005)n + NCeH1206

A dextranassacarase de L mesenteroides catalisa cinco diferentes
reacoes: (1) sintese de dextrana a partir de sacarose e formacao de ligacdes
glicosidicas a(1-6) entre residuos D-glicose formados pela hidrolise da
sacarose; (2) formagédo de ligagbes ramificadas a(1-3) pela transferéncia de
unidades glicosil ou dextranil a partir do sitio ativo para uma cadeia de dextrana
exogena; (3) transferéncia de D-glicose para maltose, na presenca de sacarose
e outro carboidrato (um aceptor); (4) transferéncia de D-glicose a partir da
extremidade ndo-redutora da cadeia de dextrana para maltose, na auséncia de
sacarose (reacdo que ocorre entre dextrana e maltose); e (5) hidrolise
extremamente baixa de glicose a partir da extremidade nao-redutora da cadeia
de dextrana (Kitaoka & Robyt, 1999).

A dextrana produzida por Leuconostoc mesenteroides foi um dos

primeiros biopolimeros a serem produzidos em escala industrial e a encontrar
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vérias aplicacbes na medicina (Monchois et al., 1999), como expansor de
volume sanguineo, no tratamento de anemia, e em biotecnologia (Lopretti et
al., 1999).

A producdo da enzima dextranassacarase somente ocorre quando
sacarose esti presente no meio de cultura. A sacarose € consumida pela
biomassa e pela enzima extracelular produzida pelo metabolismo da célula
para produzir dextrana e frutose. Como a dextrana € sempre produzida junto
com a enzima durante o cultivo, preparacdes de dextranassacarase sempre
contém dextrana, o que pode afetar as propriedades da enzima (Santos et al.,
2000). Isso foi confirmado por um estudo de Miller et al. (1986), onde
procedimentos para purificacdo de dextranassacarase de L. mesenteroides
falharam na remocdo de importantes impurezas, especialmente
polissacarideos, causando dificuldade na obtencdo da enzima. Niveis maiores
de sacarose induzem melhor a produgdo de enzima, mas 0 excesso de
dextrana produzido junto com a enzima dificulta a remocdo de células e a
medida da atividade enzimatica (Santos et al., 2000). Dextranassacarases
livres de carboidratos podem ser obtidas somente apdés numerosos passos de
purificacédo (Dols et al.,1997).

Quando cresce em meio com glicose e frutose e na auséncia de
sacarose, Leuconostoc mesenteroides NRRL B 1299 produz duas distintas
dextranassacarases extracelulares nomeadas glicosiltransferase glicose e
glicosiltransferase frutose (Dols et al.,1998).

Em um processo de producdo tipico de dextrana, 0 microrganismo
produtor de dextranassacarase cresce em meio de fermentacdo com excesso
de sacarose a 25-30° C e pH inicial de 7,0-7,2. Enquanto procede a
fermentacdo, a bactéria excreta a enzima no meio. O pH do meio cai (para
cerca de 5,0) e a enzima converte sacarose a dextrana e frutose (Lopretti et
al.,1999).

As enzimas que catalisam a sintese de glicana a partir de sacarose
formam complexos enzima-glicosil e glicanil covalentes. A unidade glicosil é
transferida para a extremidade redutora da cadeia de crescimento da dextrana
através do mecanismo de inser¢cao em dois sitios (Robyt et al., 1974; Kitaoka &
Robyt, 1999). Su & Robyt (1993) propuseram que este € o comeco do

crescimento da cadeia de dextrana que é, entdo, covalentemente ligada ao



20

sitio ativo da enzima e alongada através desse mecanismo. Foi proposto que
esses dois sitios atacam duas moléculas de sacarose para formar dois
intermediarios glicosil covalentes. O C-6 hidroxil de um desses intermediarios
ataca o C-1 de outro intermediario glicosil para adicionar glicose na
extremidade redutora de outra glicose e formar a ligacdo glicosidica a(1-6) e
uma unidade isomaltosil. O sitio novamente livre ataca uma outra molécula de
sacarose para formar um novo intermediario glicosil. O C-6 hidroxil dessa
glicose intermediaria entdo ataca o C-1 da unidade isomaltosil para formar
outra ligagdo a(1-6) e uma unidade isomaltotriosil. O processo continua entre
os dois sitios, gerando a sintese de uma cadeia de crescimento de dextrana
através da insercéo de glicose na extremidade redutora da cadeia (Su & Robyt,
1994). O ultimo passo da sintese corresponde a dissociacdo da glicana da
enzima (Monchois et al., 1999).

O crescimento da cadeia de dextrana termina através da adicdo de
aceptores (Su & Robyt et al., 1994), ou seja, carboidratos como a maltose que
se ligam a um sitio de ligagcdo do aceptor e blogqueiam a transferéncia de
glicose para dextrana. O grupo OH da extremidade ndo redutora da maltose
ataca a glicose ou a dextrana ligada covalentemente, causando a transferéncia
dessas unidades para a maltose. Quando a glicose é transferida, é formado o
produto-aceptor panose. Essa reacdo, onde intermediarios glicosil e dextranosil
sdo transferidos para os aceptores para formar um produto-aceptor, é
catalisada também pela dextranassacarase. Foi demonstrado que a maltose é
o melhor aceptor na reacdo de dextranassacarase e a quantidade de glicose
desviada de dextrana para produtos aceptores é dependente da concentracéo
de aceptor, da concentracao de sacarose e da quantidade de enzima presente.
Portanto, em geral, quando a proporcdo de aceptores aumenta, a quantidade
de produtos-aceptores também aumenta e a quantidade de dextrana
sintetizada diminui (Su & Robyt, 1993).

A dextrana pode também agir como aceptor, resultando na adicdo do
residuo glicosil na extremidade nao redutora da molécula de dextrana ou na
formacdo de uma ligacédo ramificada (Dols et al.,1997). Portanto a ramificacao
de glicanas ocorre quando a cadeia de glicana age como aceptor e ataca o
complexo enzima-glicosil ou glicanil. A glicose ou a cadeia de glicana é
transferida para a cadeia aceptor onde € ligada por uma ligacdo ramificada



21

(Robyt et al., 1974). O produto enddgeno D-frutose também pode agir como
aceptor, mas este € um aceptor fraco e somente diminui a quantidade de
dextrana de 1-2% (Su & Robyt, 1993).

A atividade da dextranassacarase é testada através da medida da
guantidade de sacarose consumida. Uma unidade de destranassacarase é
definida como a quantidade de enzima que converte 1 mg de sacarose em uma
hora sob condigGes ideais (t = 30° C; pH = 5,0) (Santos et al., 2000).

A levana é um polimero de frutose de alto peso molecular, altamente
ramificado, com predominancia de ligacdes P(2-6). E sintetizada por uma
simples exoenzima, a levanassacarase, e purificada do sobrenadante da
cultura de Pseudomonas syringae pv. phaseocola, que cresce em meio liquido
rico em sacarose (Kasapis et al., 1993).

A sintese de levana ocorre através de um processo de transfrutolisacao,
que produz glicose monomérica em adicéo a frutana de alto peso molecular. A
enzima levanassacarase pode agir autonomicamente, sem requerer cofator ou
outra energia externa além da conservada na ligacdo acetal da propria
sacarose. E altamente tolerante ao estresse fisico e quimico e, portanto muito
bem adaptada a sobreviver em ambiente hostil (Kasapis et al., 1993).

Segundo Hettwer et al. (1995), a enzima levanassacarase conduz a
sintese de levana a partir de sacarose e a hidrélise de levana ao
monossacarideo frutose.

A goma gelana é um exopolissacarideo bacteriano, recentemente
comercializado, com potencial aplicacdo na indastria de alimentos,
farmacéutica e outras industrias (Martins et al., 1996). Pseudomonas elodea é
a fonte bacteriana para a producdo de goma gelana através de fermentacéo
aerobica (Vendruscolo, 1993).

Enzimas biossintéticas sdo necessarias para formacdo de acucares
nucleotideos UDP-D-acido glicurénico e dTDP-L-ramnose, que sao doadores
de monbmeros para biossintese de unidades tetrassacaridicas repetitivas da
gelana (Martins & Sa-Correia, 1994; Martins et al., 1996).

A biossintese de dextrana e levana nao implica sistemas
multienzimaticos, acgUcares ativados e lipidio carregador intermediario. Sua
producédo é extracelular e utiliza enzimas que catalisam a polimerizacdo de um

oligossacarideo. Os controles sobre a atividade e o modo de acdo destas
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enzimas polimerizantes podem ser exercidos manipulando o ambiente (Pace,
1980).

Na producédo de EPS por bactérias Gram-positivas, como Leuconostoc
mesenteroides, enzimas lipoprotéicas extracelulares estdo envolvidas e séo
secretadas na superficie da célula. Ja a sintese de EPS (hetero e
homopolissacarideos) por bactérias Gram-negativas € intracelular (Santos et
al., 2000; Sutherland, 2001) e instavel em diferentes espécies bacterianas,
como Xanthomonas campestris (Martins et al., 1996).

A goma xantana é um heteropolissacarideo acido produzido por X.
campestris; que consiste de unidades repetitivas do pentassacarideo
polimerizado, composto de glicose, manose e acido glicurénico em uma fracao
molar 2:2:1 (Becker et al., 1998).

Durante a década de 80, varios grupos de pesquisa conduziram um
extenso trabalho para identificacdo das vias bioquimicas, genéticas e de
regulacdo da sintese de xantana. Um entendimento desse processo pode

melhorar a producéo e/ou a qualidade da goma xantana (Harding et al., 1994).

A biossintese de xantana requer: (1) sintese de precursores UDP-
glicose, UDP-4cido glicurbnico e GDP-manose a partir da conversdo de
acucares simples; (2) transferéncia de monossacarideos, a partir do
nucleotideo correspondente, para o lipideo carregador localizado na membrana
da célula para formar a unidade pentassacaridica repetitiva; (3) adicdo de
grupos acetil e piruvato, que s&o obtidos a partir de acetil-coA e
fosfoenolpiruvato, respectivamente; e (4) polimerizacdo e excrecdo. O local
preciso do processo de polimerizacdo e o estagio final da secrecdo do EPS a
partir da membrana citoplasmatica, envolvendo a passagem através do
periplasma e membrana exterior e, finalmente, a excrecdo no ambiente
extracelular, ainda ndo sao bem elucidados (Harding et al., 1994; Sutherland,
1997; Sutherland, 2001). Alguns autores consideram que primeiro ocorre a
polimerizacdo das unidades pentassacaridicas no interior da célula, e apos a
excrecdo do polissacarideo no exterior (Coplin & Cook, 1990; Harding et al.,
1993; Harding et al., 1994; Katsen et al., 1998; Sutherland, 2001). J4, segundo
Koplin et al. (1992), as unidades pentassacaridicas sado secretadas e apoés

polimerizadas.
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Mecanismos devem existir em todos sistemas sintetizadores de EPS
bacterianos para controlar a massa final e para liberar o polimero do lipideo
isoprendide para o exterior, utilizando alguma fonte de energia (Sutherland,
2001).

A sintese de EPS requer, entdo, enzimas para producdo de cada agucar
nucleotideo precursor; glicosiltransferases para as adicées dos aclcares; uma
ou mais polimerases, para a polimerizacdo dos oligossacarideos, e proteinas
envolvidas na exportacdo do polissacarideo para 0 meio extracelular. Se o
substrato ou a enzima for ausente, a sintese é bloqueada e intermediarios
oligossacarideos sdo acumulados no lipideo carregador (Coplin & Cook, 1990).

A via bioquimica para sintese de xantana foi, em parte, elucidada pela
aplicacdo de um sistema in vitro. Uma preparacdo enzimética de células
tratadas com EDTA-tris foi incubada com combina¢des de acucares doadores
para verificar a ordem de incorporacdo destes na sintese de xantana. A
caracterizacdo dos acucares ligados a lipideos carregadores indicou que um
pentassacarideo linear-P-P-lipideo é formado através da adicdo sequencial de
cada residuo de acucar, na seguinte ordem: glicose, glicose, manose, acido
glicurbnico e manose. Esses residuos de aclcar sdo suplementados através
dos acucares nucleotideos, UDP-glicose, UDP-acido glicurénico e GDP-
manose. A via de sintese da xantana € mostrada na FIGURA 1 (Coplin & Cook,
1990; Harding et al., 1994). O exame do processo de polimerizagéo indicou que
a cadeia de xantana cresce na extremidade redutora (Becker et al., 1998).
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FIGURA 1. Via de biossintese do biopolimero xantana (I-V: glicosiltransferases
I-V; Pol: polimerase).

A polimerizacdo envolve a transferéncia sequencial da cadeia de
crescimento ao pentassacarideo-P-P-poliprenol. Isso envolve a formacao de
uma ligacdo entre o C-1 da glicose da cadeia de crescimento e o C-4 da
segunda glicose do pentassacarideo ligado a lipideo, gerando um polimero
ramificado, com uma cadeia principal e uma cadeia lateral trissacaridica
(Harding et al., 1994).

O estagio final da biossintese de outras bactérias Gram-negativas, como
a Klebsiella aerogenes, normalmente envolve a adicdo da sequéncia do
oligossacarideo mais longo a extremidade nd&o-redutora de uma simples
unidade repetitiva ligada ao lipideo isoprendide e envolve liberacdes
simultaneas do lipidio isoprendide difosfato. O lipideo carregador &
desfosforilado para produzir o isoprenil fosfato, que pode entdo recomecar a

sequéncia da biossintese (Sutherland, 2001).
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A sintese de acucares nucleotideos na producdo de xantana ocorre no
citoplasma e supde-se que a sintese do pentassacarideo-P-P-poliprenol ocorra
na face interior da membrana do citoplasma (Harding et al., 1994).

A FIGURA 2 apresenta a via de sintese dos acucares nucleotideos
precursores UDP-glicose, UDP-acido glicurénico e GDP-manose, a partir da

conversao de agucares simples, para sintese de xantana.
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FIGURA 2. Via de sintese dos agucares nucleotideos precursores UDP-glicose,
UDP-acido glicurdénico e GDP-manose, a partir da conversdo de acucares
simples, para sintese de xantana. Enzimas envolvidas: UDP-glicose
pirofosfarilase (UDPG-PP); UDP-glicose desidrogenase (UDPG-deH);
fosfomanose isomerase (PMI); fosfomanomutase (PMM); GDP-manose
pirofosforilase (GDPM-PP); fosfoglicose isomerase (PGI); glicoquinase (GK)
e fosfoglicomutase (PGM)

A aplicacdo da tecnologia do DNA recombinante para estudar a
biossintese e regulacdo genética de biopolimeros esta sendo investigada
usando X. campestris. Recentemente, uma ampla regido do DNA xpsl,
essencial para a sintese do polissacarideo xantana, foi descrita (Harding et al.,
1993). O fato desses genes para biossintese do polissacarideo xantana
estarem agrupados facilita muito manipulacées genéticas para aumentar a

produtividade ou para alterar a estrutura da xantana (Harding et al., 1994).
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Um problema que pode ser encontrado tanto em laboratdrio como em
producdes comerciais, € a presenca de polissacarases ou polissacarideo liases
degradadoras do EPS produzido pela bactéria. Essas enzimas s&o,
geralmente, produtos intracelulares localizados no periplasma. Se as células
forem lisadas durante a cultura, as enzimas podem ser liberadas no meio
extracelular e degradarem o polimero. A X. campestris produz uma celulase e o
Sphingomonas paucimobilis produz uma gelana liase (Sutherland, 2001).

Estudos bioquimicos e fisiolégicos demonstram que a sintese de
xantana é similar a biossintese de exopolissacarideos de outras bactérias
Gram-negativas (Sutherland, 1988; Koéplin et al., 1992). A via biossintética da
Beijerinckia sp. 7070, que € uma bactéria Gram-negativa, ainda ndo €

conhecida.

1.3 Composicdo quimica dos biopolimeros

Os exopolissacarideos (EPS) sintetizados por células microbianas
variam muito em sua composi¢cao e, consequentemente, em suas propriedades
fisicas e quimicas. Alguns sdo moléculas neutras, mas a maioria sdo moléculas
polianibnicas, devido a presenca de acidos urbnicos como o acido D-
glicurénico (mais comum), acido D-galacturbnico e acido D-manurénico
(Sutherland, 2001). Os EPS acidos produzidos pela maioria das bactérias
fitopatogénicas sdo altamente aniénicos. Os homopolimeros incluem glicanas,
levanas e alginatos e os heteropolimeros séo polimeros acidos compostos de
arranjos lineares de unidades repetitivas de agucares neutros, acido glicurénico

e radicais de acetato, piruvato, hidroxibutirato e succinato (Sutherland, 1988).

A estrutura de muitos polissacarideos produzidos por bactérias Gram-
negativas € relativamente simples, compreendendo homopolissacarideos,
geralmente polimeros compostos de D-glicose, ou heteropolissacarideos,
normalmente compostos de unidades repetitivas regulares de dissacarideos e
octassacarideos compostos de 2 a 4 tipos de monossacarideos que contém

grupos acil (Sutherland, 2001).

Alguns componentes tais como: D-glicose, D-manose, D-galactose e D-

acido glicurénico ocorrem muito freqiientemente nos biopolimeros, outros como
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L-ramnose ou L-fucose sdo menos comuns e D-acido manurdnico e L-acido

glicurénico sao raros (Sutherland, 1982).

Para um biopolimero ter uma boa aplicabilidade, ele deve ter
composi¢cao quimica compativel com o metabolismo humano (Padilha, 1997) e
aprovacao prévia dos 6rgdos competentes para serem utilizados em produtos
para consumo humano, como alimentos, farmacos e cosméticos, através de

um rigoroso controle de qualidade (Moreira et al., 1998).

Algumas espécies bacterianas produzem um simples EPS, como a X.
campestris, e outras podem sintetizar (geralmente ndo simultaneamente) dois
ou mesmo trés polimeros extracelulares, junto com oligossacarideos
intracelulares. Azotobacter chroococcum pode produzir diferentes EPS
dependendo do substrato fornecido. Crescendo em meio com glicose e varios
outros substratos produz alginato bacteriano, enquanto que com sacarose,

produz o homopolissacarideo levana (Sutherland, 2001).

A avaliacdo de cepas e espécies de Beijerinckia tem revelado
polissacarideos com diferentes composi¢cdes. O polimero de Beijerinckia
mobilis apresenta alto contetddo de L-acido glicurénico e heptose ao longo de
uma cadeia com acetato e piruvato (Cooke & Percival, 1975). Alguns desses
polimeros s&do pouco soluveis, talvez devido a presenca de residuos L-

guluronosil (Kang & McNeely, 1977).

O polimero extracelular de B. mobilis € dividido em um polissacarideo
neutro (10%); uma fracdo dialishvel (5%), consistindo de glicose e
oligossacarideos contendo glicose, arabinose e ramnose; e um polissacarideo
acido (85%) de alto peso molecular composto de L-acido glicurénico (65%), D-
glicose (15%), D-glicero-D-manoheptose (20%), além de &cido acético e
piravico (Cooke & Percival, 1975).

A bactéria do solo B. indica produz um polissacarideo em que glicose,
ramnose e acido glicurénico estdo presentes em uma fracdo molar aproximada
6.6:1.5:1.0. O conteudo acetil do polimero é 9% (Kang & McNeely, 1977).

O polissacarideo CV-70 obtido por fermentacdo aerdbica de Beijerinckia
contém glicose, fucose, e residuos de galactose em uma propor¢do de 3:1:3,

todos na forma piranosidica. Glicose e galactose foram encontradas na
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conformacao B e fucose, na conformacédo a. Sua cadeia principal consiste de
unidades B-D-galactose e a-L-fucose, ligados por (1-4). A cadeia lateral &
formada por B-D-glicose, que é ramificada através da ligacédo (1-4) (Scamparini
et al., 1997).

A composi¢do quimica do polimero OS-32 produzido pela cepa 32 de
Beijerinckia isolada por Vendruscolo (1995) é: glicose, galactose e fucose na
proporcdo de 3:1:3 e do polimero produzido por Beijerinckia sp. 7070,
caracterizado também por Vendruscolo (1995) é: glicose, galactose, fucose,
acido galacturénico e glicurdénico. O componente principal € glicose sendo
52,8% do peso seco do polissacarideo (Vendruscolo, 1993).

O polimero dextrana € composto de residuos a-D-glicopiranosil ligados
atraves de ligacao a(1-6) na cadeia linear e ligacbes a(1-2), a(1-3), e/ou a(1-4)
nos pontos de ramificacdo. A estrutura da dextrana e a frequéncia e natureza
dos pontos ramificados dependem, principalmente, da origem da
dextranassacarase (do organismo produtor) e, em menor extensao, do grau de
purificacdo da enzima. Cada estrutura de dextrana é caracteristica de uma
determinada dextrananassacarase (Dols et al., 1997; Dols et al., 1998).

O polimero levana consiste de residuos D-frutofuranosil ligados
predominantemente através de ligacdo B(2-6), e com extensa ramificacdo
através de ligacao [3(2-1) (Kasapis et al., 1993).

A gelana é um polissacarideo anidnico de alta massa molecular
composto de tetrassacarideos com unidades repetitivas 3(1-3)-D-glicose e a(1-
4)-L-ramnose (Dlamini & Peiris, 1997). Existem diferentes gelanas que
apresentam estruturas semelhantes, mas diferem na natureza e localizacdo de
suas cadeias laterais e na presenga ou auséncia de certos grupos acil
(Kennedy & Sutherland, 1994).

A xantana consiste de residuos de D-glicose, D-manose e D-acido
glicurdénico na fracdo molar de 2:2:1 e proporgdes variaveis de residuos O-
acetil e piruvil (Becker et al., 1998). Os residuos de manose sao acetilados e
piruvatados em lugares especificos a varios graus (Katsen et al., 1998). A
xantana € modificada pela acetilacdo e piruvatacdo desses residuos. A
extensdo da acetilacdo e piruvatacao varia, dependendo da cepa e condi¢cdes

de fermentacéo (Harding et al., 1994).
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A semelhanga estrutural existente entre os monossacarideos dificulta a
sua separagdo nos meétodos cromotogréficos classicos, como a Cromatografia
em Camada Delgada Comparativa. No entanto, estes métodos sdo 0s mais
simples e econdmicos, indicados quando o volume e frequéncia de analises
ndo justificam o emprego de métodos instrumentais complexos, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Moreira et al., 1998).

1.4 Propriedades reoldgicas dos biopolimeros

A viscosidade, elasticidade, viscoelasticidade, pseudoelasticidade, a
capacidade de formar gel, emulsbes e suspensdes sdo algumas das
propriedades reoldgicas que os biopolimeros podem apresentar. A viscosidade
(n) € uma funcédo da taxa de deformacéao (y) aplicada na matéria. A viscosidade
das solucdes de biopolimeros pode ser newtoniana, ou seja, independente da
taxa de deformacdo ou pseudoplastica, ou seja, apresentar reducdo da
viscosidade com aumento da taxa de deformacéao.

Microrganismos produzem biopolimeros com aplicacfes potenciais em
uma seérie de segmentos industriais. Na industria de alimentos sdo usados
como agentes de suspensao, espessantes, emulsificantes, gelificantes, e em
produtos da linha diet e light. Os polissacarideos extracelulares sdo de maior
interesse industrial, devido a maior facilidade de extracdo e purificacdo. Para
um biopolimero ter uma boa aplicabilidade, ele deve possuir propriedades
reoldgicas interessantes e continuas durante mudangas na temperatura, pH e

forga iGnica (Scamparini et al., 1997).

A producéo de exopolissacarideos microbianos fornece uma alternativa
valida para substituicdo das gomas comumente usadas, como o0 amido e
outros, através do desenvolvimento de produtos com propriedades
praticamente idénticas ou, através da producdo de materiais com melhores
caracteristicas reologicas, que podem ser usados para novas aplicacoes. Isto é
devido a variedade de polissacarideos sintetizados por microrganismos.
Embora a composi¢cdo desses polimeros seja limitada a um pequeno numero
de monossacarideos, outros componentes também sdo encontrados como

fosfato, acetato e piruvato. Além disso, a producéo industrial dos biopolimeros
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ndo é vulneravel a problemas na colheita, condi¢bes climaticas ou poluigdo
marinha (Cooke & Percival, 1975; Kang & McNelly, 1977).

As propriedades fisicas de alguns EPS microbianos dependem de sua
estrutura primaria, secundaria e terciaria e da natureza das ligacbes nas
cadeias, onde, por exemplo, em dextranas, ligacbes [B(1-4) conferem ao

polimero rigidez, e a(1-2) conferem flexibilidade (Sutherland, 2001).

No Brasil, pesquisas visam a otimizacdo do processo fermentativo de
producdo de biopolimeros extracelulares com potencial de aplicacdo industrial
e 0 estudo de novas cepas bacterianas (Padilha, 1997).

Alguns organismos produzem emulsificantes extracelulares tdo bons
como a goma ardbica e carboximetilcelulose. A Beijerinckia indica sp.
lacticogenes, uma conhecida produtora do polissacarideo com propriedades
lipofilicas chamado indican, € um desses. Indican deve sua propriedade
lipofilica a caracteristicas estruturais como um esqueleto linear altamente
acetilado (15-29%) e ao alto conteudo de desoxiacUcar L-ramnose. Essas
caracteristicas estruturais promovem auto-associacfes apolares e geram
solugdes tixotropicas viscosas a concentracfes de 0,5% ou acima disso.
Indican apresenta menor tensao interfacial e superficial e confere estabilidade a
emulsdes de 6leo em agua através da formacdo de filmes interfaciais.
Dificuldades associadas com a separacdo e extracdo do polimero indican do
meio foram consideradas como uma das principais causas para a nao
utilizacao deste na industria (Shepherd et al., 1995).

A viscosidade de solucbes aquosas do polissacarideo produzido por
Beijerinckia spp. pode ser maior do que a de solu¢cbes similares de xantana e
estavel a uma série de temperaturas, bem como a pH de 3-12. As solugdes sao
pseudoplasticas e a presenca de sais eleva a viscosidade. Possui tendéncia a
formar géis a valores de pH altos (10 ou mais) na presenca de sais
monovalentes (Kang & McNeely, 1977).

A viscosidade aparente de solucdes aquosas a 3% a 25°C do
biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 demonstrou que este
biopolimero € de interesse industrial, pois apresentou uma elevada viscosidade
aparente e estabilidade em ampla faixa de temperatura em pH 7,0
(Vendruscolo, 1995; Padilha, 1997).
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A viscosidade da solugéo de levana permanece newtoniana para uma
concentracdo de polimero de cerca de 20%. A reducdo da viscosidade com o
aumento da taxa de deformacéao foi observada a maiores concentracdes, mas
foi observada uma regido “platé” de fluxo newtoniano em baixas taxas de
deformacgé&o a concentracdes mais altas (26.5%). (Kasapis et al.,1993).

A viscosidade ndo € constante, mas aumenta com a concentracao,
devido a interacdes entre cadeias proximas, vizinhas. Viscosidades relativas
dentro de um limite inferior de nrel > 1.2 foram obtidas para levana a
concentracOes entre 1 e 3 % (v/v) (Kasapis et al., 1993).

A goma gelana forma solu¢bes aquosas altamente viscosas e geéis
termorreversiveis sob condi¢cdes apropriadas. Apresenta numerosas aplicacdes
industriais como biogoma com alta viscosidade, agente de suspenséao e agente
gelificante (Vendruscolo, 1993).

Dados reoldgicos do polimero gelana sugerem que em solugédo, o
polissacarideo assume conformacéo rigida. Uma série de texturas de gel pode
ser produzida através do controle do nivel de acetilacdo do polimero, pois para
0os polissacarideos da familia das gelanas, a viscosidade intrinseca como
funcdo da energia idnica depende da sua estrutura e da presenca ou auséncia
de grupos acetil. A gelatinizacdo é claramente afetada pelas condi¢cdes de
crescimento usadas na producdo e os procedimentos utilizados no processo
pos-fermentacéo (Sutherland, 1997).

ApOs a desacetilacdo, a gelana forma um gel similar ao gel 4gar com a
metade da concentracdo e com maior estabilidade térmica (Martins et al.,
1996). Por isso, a gelana é produzida comercialmente como agente gelificante
para varias aplicacbes em alimentos na forma desacetilada. Somente o
polimero desacetilado exibe gelatinizacdo com propriedades similares ao agar
(Kennedy & Sutherland, 1994).

A falha de polissacarideos em formar gel parece ser devido a presenca
de cadeias laterais que protegem o0s grupos carboxil a niveis variados
(Sutherland, 1997).

A xantana € um dos poucos polimeros que tém propriedades funcionais
gue levam ao extenso espectro de usos, bem como a produgdo comercial em
grandes quantidades. E o segundo polissacarideo microbiano, apos a dextrana,

a ser desenvolvido por um processo economicamente viavel. Por sua



32

propriedade reoldgica, tais como alta viscosidade e pseudoelasticidade, a
xantana tem potencial aplicacdo em processos de producao industrial (Koplin et
al., 1992) como na industria téxtil, de tintas, de papel, de cosméticos,
farmacéutica e de Oleos, sendo usada como agente espessante, viscosificante,
gelificante e estabilizante. Também é usada como adesivo e para inibicdo de
formacao de cristais de gelo (Becker et al., 1998).

A xantana ndo é sensivel a ampla variacdo de temperatura, pH e
concentracfes eletroliticas e também manifesta uma alta estabilidade a
deformacdo (Becker et al., 1998). A gelatinizacdo da xantana é muito afetada
pela relacdo D-manose:D-galactose (Sutherland, 1997).

Modificagbes na cadeia lateral do polimero e seus substituintes acil
alteram as propriedades reoldgicas da xantana. Tanto a eliminacdo de residuos
acetil como o aumento do contetdo de piruvato, aumentam sua viscosidade. A
viscosidade maxima intrinseca pode, entéo, ser encontrada através do bloqueio

da acetilacdo e aumento da piruvatacéo. (Harding et al.,1994).

1.5 Hipoteses

- A producédo, a produtividade, a viscosidade e a composicdo quimica do
biopolimero variam conforme o tempo de fermentacéo;

- E possivel produzir o biopolimero da bactéria Beijerinckia sp. 7070 utilizando
enzimas purificadas (via enzimatica);

- Varias enzimas estdo envolvidas na sintese desse biopolimero e, estas, séo
intra e/ou extracelulares;

- As enzimas envolvidas na sintese e na degradacdo do biopolimero
permanecem ativas no meio apés serem liberadas, mesmo sem a acao de
célula bacteriana;

- A quantidade de biopolimero produzido, avaliada pela producdo e
produtividade deste, pode ser influenciada pelo método de producao utilizado,
ou seja, producdo via enzimatica apoOs inativacdo e apds lise celular, e

producédo convencional com células viaveis de Beijerinckia sp. 7070;
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- A qualidade do biopolimero produzido, avaliada pelo comportamento
reolégico e a composi¢do quimica deste, também pode ser influenciada pelo

meétodo de producao utilizado.

1.6 Objetivos

- Caracterizar o0s biopolimeros produzidos em diferentes tempos de
fermentacdo, quanto a producéo, produtividade, viscosidade e composicao
guimica;

- Avaliar a possibilidade de produzir o biopolimero clairana® via enzimatica;

- Verificar se a sintese e as enzimas envolvidas nesta sdo intra e/ou
extracelulares;

- Verificar se as enzimas envolvidas na sintese e na degradacdo do
biopolimero permanecem ativas no meio, apds serem liberadas, mesmo sem
a acdo da célula bacteriana;

- Estudar a producao do biobolimero clairana® pelo processo via enzimatica,
através de inativagao e lise celular, e pelo processo convencional com células
viaveis de Beijerinckia sp. 7070.

- Estudar o comportamento reoldgico e a composi¢cdo quimica do biobolimero
clairana® produzido por via enzimatica, através de inativacao e lise celular, e
do biopolimero produzido convencionalmente com células viaveis de

Beijerinckia sp. 7070.
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CARACTERIZACAO DE BIOPOLIMEROS PRODUZIDOS POR Beijerinckia
sp. 7070 EM DIFERENTES TEMPOS DE FERMENTACAO

Angela Nunes MOREIRA, Caroline Dellinghausen BORGES, Angelita da
Silveira MOREIRA, Francisco A. B. DEL PINO, Claire Tondo VENDRUSCOLO

RESUMO

Biopolimeros sdo polissacarideos microbianos. O biopolimero produzido por
Beijerinckia sp. 7070 possui comportamento pseudoplastico e apresenta alta
viscosidade em baixas taxas de deformacdo, conferindo ao polimero
excelentes caracteristicas de suspensdo. O objetivo desse trabalho foi
caracterizar o biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 em diferentes
tempos de fermentacédo, quanto a producéo total, producdo de polimeros de
fibora longa e curta, produtividade, viscosidade e composicdo quimica. As
amostras foram cultivadas em meio liquido. Os polimeros foram recuperados
em diferentes tempos de fermentacao, secos e pesados para determinagao da
producdo e produtividade. Na analise microscopica um aumento de 40 vezes
foi utilizado para verificar o tipo de fibra nos diferentes tempos. Viscosidades
aparentes de solucdo aquosa 1% foram determinadas a 6, 12, 30 e 60 rpm, a
25°C, em um viscosimetro Broockfield. Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa determinou a composicao do biopolimero. As maiores produc¢des
totais encontradas foram em 30 e 72 h, a maior produtividade em 48 h e a
maior viscosidade foi apresentada pelo polimero em 72 h. Os polimeros de
fibra longa apresentaram uma tendéncia de tornarem-se mais longos com o
tempo. A viscosidade do polimero de fibra longa foi maior que a do de fibra
curta. Todos os biopolimeros apresentaram 0s mesmos componentes: glicose,

galactose, fucose e acido glicurdénico, mas com intensidades diferentes.

Palavras-chave: biopolimero, fermentacéo, viscosidade, cromatografia.
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF BIOPOLYMERS PRODUCED BY Beijerinckia sp.
7070 AT DIFFERENT FERMENTATION TIME. Biopolymers are microbial
polysaccharides. The biopolymer produced by Beijerinckia sp. 7070 has
pseudoplastic behaviour and shows high viscosity at low deformation rates,
giving to the polymer excellent suspension characteristics. The objective of this
work was to characterize the biopolymer produced by Beijerinckia sp. 7070 at
different fermentation time in relation to total production, production of short and
long fiber polymers, productivity, viscosity and chemical composition. The
samples were cultivated in liquid medium. The polymers were recovered at
different fermentation times, dried and weighted for determination of the
production and productivity. In the microscopic analyses an increase of 40 times
was used in order to verify the fiber type at different times. Apparent viscosities
of the 1% (w/v) aqueous solutions were determined at 6, 12, 30 and 60 rpm, at
25°C, in a Broockfield viscosimeter. Comparative Thin Layer Chromatography
determined the biopolymer composition. The highest total biopolymer
productions found were at 30 and 72 h, the highest productivity was in 48 h and
the highest viscosity was presented by the polymer in 72 h. The long fiber
polymer showed a tendency of becoming longer with time. The viscosity of long
fiber polymer was higher than the short fiber one. All polymers showed the
same components: glucose, galactose, fucose and glucuronic acid, but with

different intensities.

Keywords : biopolymer, fermentation, viscosity, chromatography.

1 - INTRODUCAO

Atualmente ha consideravel interesse em polissacarideos obtidos pela
acdo de microrganismos. Estes polissacarideos sdo conhecidos como
biopolimeros e séo obtidos por processos fermentativos. Possuem capacidade
de formar solugbes viscosas e géis em meio aquoso, mesmo quando aplicados
em baixas concentracfes. O monoesterato glicerol e a carboximetilcelulose séo

emulsificantes amplamente utilizados na indUstria de alimentos. Embora muito
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efetivos nas suas funcdes, estes componentes estdo perdendo gradualmente
seu campo devido a maior conscientizagdo dos consumidores em reduzir 0 uso
de aditivos artificiais ou quimicamente sintetizados em alimentos. A producéo
de emulsificantes através de fermentacdo microbiana, além de solucionar esse
problema, pois produz polimero de natureza biodegradavel, é eficiente a uma
ampla margem de temperatura, pH e salinidade, e ainda possui capacidade de
sintese em condicdes desfavoraveis, como baixas temperaturas e pressao [14].
Além disso, os biopolimeros apresentam vantagens também em relacdo aos
polissacarideos de origem vegetal e animal, tais como: reprodutibilidade e
estabilidade das propriedades fisico-quimicas e custo e suprimento estaveis
[10]. Devido a suas propriedades fisico-quimicas, os biopolimeros podem ser
utilizados amplamente na industria como emulsificantes, gelificantes e
estabilizantes [12]. Os polissacarideos microbianos atualmente utilizados em
producdo industrial sdo a dextrana, que € uma glicana neutra e a xantana, um
heteropolissacarideo polianico [5].

A producéao de polissacarideos extracelulares € muito comum em muitos
géneros de bactérias. Esses exopolissacarideos podem formar uma capsula ao
redor da célula ou podem ser excretados para 0 meio ambiente como um muco
[3]. A Beijerinckia sp. 7070 é uma bactéria fixadora de nitrogénio. Espécies de
bactérias fixadoras de nitrogénio sdo geralmente produtoras de

exopolissacarideos [6].

Os bipolimeros que despertam interesse industrial devem apresentar
caracteristica de elevada viscosidade em ampla faixa de pH e temperatura e
devem apresentar composicdo quimica compativel com o metabolismo
humano. Estudos estdo sendo desenvolvidos para otimizar o processo de
producdo visando a obtencdo de biopolimeros com potencial aplicacdo
industrial e alta produtividade. No entanto, para a producdo industrial, € de
extrema importancia o desenvolvimento de processos econdmicos como
reducdo de meios de cultura e tempo de fermentacdo [8]. Em estudos
realizados por VENDRUSCOLO [19] foi demonstrada a viabilidade industrial do
biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 através das respostas de
rendimento, comportamento reoldgico, estabilidade ao pH, temperatura e

tempo de producéo. Além disso, PADILHA [11] observou em um estudo onde
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analisou somente dois tempos (24 e 36 horas), que a produgdo, composi¢ao
quimica e a viscosidade foi diferente em cada um dos tempos. Portanto é
importante estudar o(s) melhor(es) tempo(s) de fermentacéo para obtencéo de

uma maior quantidade e melhor qualidade do biopolimero.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o biopolimero
produzido pela bactéria Beijerinckia sp. 7070, em diferentes tempos de
fermentacado, quanto a producéo total, producédo de polimeros de fibra longa e

curta, produtividade, viscosidade e composi¢cao quimica.

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 - Microrganismo

Foi utilizada nesse trabalho a bactéria Beijerinckia sp. 7070, que foi
isolada do solo de plantacdo de cana-de-agUcar na regido de Ribeirdo Preto-
SP, identificada e caracterizada como produtora de biopolimero por
VENDRUSCOLO [19].

2.2 - Meios e condigOes de incubacao

Durante o desenvolvimento do trabalho a cultura foi mantida através de
liofilizacdo [5]. As placas cultivadas com Beijerinckia sp. 7070 foram incubadas
a 24°C, por 24 horas.

Para a producao de biopolimero utilizou-se o meio liquido YM contendo
(g.LH: (1) K:HPO4 2,0, MgSO, 7H,O 2,7, KH.PO, 13,62; (2) extrato de
levedura 0,2, triptose 2,0; (3) sacarose 50,0 [20]. O pH da solucdo (1) foi
ajustado a 6,8 e as trés solucdes foram esterilizadas separadamente a 121°C
por 15 minutos. Utilizou-se metodologia de VENDRUSCOLO [19] modificada
por PADILHA [11]. O inéculo utilizado na producéo foi de 1 mL de suspensédo
bacteriana com 1x10°UFC/mL preparado a partir de coldnias de 24 horas de
crescimento. O indculo foi acrescentado a 100 mL de meio de producdo, em
erlenmeyer de 250 mL. A producdo de biopolimero foi realizada por
fermentacdo aerobica em batelada, em incubador agitador New Brunswick

Scientific, modelo Innova 4230. As condi¢gdes de incubacgédo foram: 24C, 180
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rpm e os tempos utilizados foram: 16, 18, 20, 24, 28, 30, 32, 34, 36, 48, 72 e 96
horas.

2.3 — Recuperacao dos polimeros

Os meios fermentados de cada tempo foram centrifugados, para
remocao das células, a 16000 g, a temperatura de 4° a 14°C por 20 minutos em
centrifuga refrigerada. Ao sobrenadante adicionou-se etanol 95% na proporcéo
de 1:4 (v/v) para recuperacdo dos biopolimeros. Os polimeros apresentaram
fiboras longas e curtas. As fibras longas foram separadas das fibras curtas
através de peneira, com 42 orificios/cm? sendo as fibras curtas recolhidas ap6s
decantacdo. Os biopolimeros foram secos em estufa a 56C até atingir peso

constante e apés foram pesados e triturados.

2.4 - Producéo de biopolimero

A producéo total dos biopolimeros e a producédo dos polimeros de fibra
longa e curta (g/L) obtidos nos diferentes tempos de fermentacdo foram
avaliadas pelo peso do produto seco por volume de meio. Foi realizada ainda
analise microscopica dos polimeros em microscépio 6ptico OLYMPUS modelo
BX50 de contraste interferencial de fases. O sistema de video micrografia
utilizado foi composto por camera digital SONY modelo DXC-107A e monitor de
video SONY HR Triniton. Para captura de imagem foi utilizada placa de captura
de imagem ATI Technologies Inc modelo ALL-IN-WONDER™ PRO adaptada a
um computador. Um aumento de 40 vezes foi usado para observacao visual

dos polimeros de fibra longa e curta nos diferentes tempos.

2.5 — Produtividade
A produtividade (g/L/h) foi avaliada pelo peso do produto seco por

volume de meio por tempo de fermentacéo.

2.6 - Viscosidade
A determinacdo da viscosidade da solucdo aquosa dos biopolimeros a
1% (m/v) foi realizada em viscosimetro rotacional Broockfield modelo LV, com

spindle 3, a 25°C, nas seguintes taxas de deformacéo: 6, 12, 30 e 60 rpm.
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2.7 - Analise estatistica
Todas as amostras, em triplicata, foram analisadas estatisticamente pelo

método de Fischer.

2.8 - Analise cromatografica

Para preparar as amostras para cromatografia, foi realizada hidrdlise dos
biopolimeros em HCI 1IN (3% m/v) a 80°C por 16 h em banho-maria com
temperatura controlada. A composicdo dos biopolimeros foi determinada
através de Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) em
cromatofolhas de aluminio de gel de silica 60 Fzs4, Merck. O eluente
empregado foi cloroformio: metanol: acido acético: agua, na proporcdo de
40:40:10:10 (v/viviv). Para revelacdo utilizou-se o reagente anizaldeido
sulftrico. Os padrbes utilizados foram: fucose, acido glicurdnico, galactose,

glicose e acido galacturdnico.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Producéo de biopolimero

A producdo total de biopolimeros nos diferentes tempos apresentada na
Figura 1 mostrou que a maior producao ocorreu em 30 e 72 h. Os periodos de
aumento se devem, provavelmente a maior presenca de enzimas
polimerizantes e os de declinio, de enzimas hidroliticas, como polissacarases

ou polissacarideo liases degradadoras do EPS produzido pela bactéria.
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FIGURA 1. Producéo total de biopolimero em g/L por Beijerinckia sp 7070 em
diferentes tempos de fermentacgéo.

VENDRUSCOLO [19] obteve em 72 h de cultivo da mesma bactéria,
uma producdo total de 10,60 g/L nas mesmas condi¢cbes, porém utilizando
além do meio de producdo, o meio de crescimento de células. Ja neste estudo
foi obtido, sem a utilizacdo do meio de crescimento de células, 17,1 g/L para o
mesmo tempo de fermentacéo.

Com relacdo a producdo de polimeros de fibras longas e curtas,
observamos na Figura 2, que com o passar do tempo aumentou a producéo
dos de fibra longa e diminuiu a dos de fibra curta, provavelmente pela acdo de
enzimas que foram polimerizando esses fragmentos. Observou-se também que
em 30 h ocorreu um equilibrio entre a quantidade de fibras longas e curtas
produzidas (ndo apresentou diferenca estatistica).

g/L
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FIGURA 2. Producéo de polimeros de fibras longas e curtas por Beijerinckia sp

7070 em diferentes tempos de fermentacao.
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A Figura 3 apresenta micrografias de polarizacdo (aumento de 40 vezes)
dos biopolimeros de fibra longa em 30 h (A) e em 72 h (B) e de fibra curta em
72 h (C). A analise microscépica das fibras demonstrou a tendéncia de as
fibras longas tornaram-se ainda mais longas com o passar do tempo. As fibras

curtas nao apresentaram diferenca.

B T ;
P

FIGURA 3. Micrografias de polarizacdo (40X) dos biopolimeros de fibra longa
em 30 h (A) eem 72 h (B) e de fibra curta em 72 h (C).

3.2 — Produtividade

Como podemos observar na Figura 4, a produtividade dos polimeros de
fibora longa permaneceu praticamente constante até 48 h e a partir dai
observou-se um declinio. Ja a produtividade dos de fibra curta decresceu com

0 passar do tempo.
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FIGURA 4. Produtividade (g/L/h) dos biopolimeros de fibra longa e curta em
diferentes tempos de fermentacgéo.

Os resultados demonstraram que em 30 e 72 h ocorreu a maior

producdo, mas a maior produtividade foi obtida em 48 h de fermentacéo.

3.3 - Viscosidade

A Tabela 1 apresenta os resultados da andlise de viscosidade das
solugbes aquosas de biopolimeros a 1% obtidos em diferentes tempos de
fermentacdo medidas a 25° C, nas taxas de deformacéo de 6, 12, 30 e 60 rpm
e a Figura 5 somente em 30 rpm. A maior viscosidade encontrada foi a do

biopolimero de fibra longa apds 72 horas de fermentacao.



43

TABELA 1. Viscosidade aparente de solugcdes aquosas a 1% (m/v) de

biopolimeros obtidos em diferentes tempos de fermentagdo, medida a
25°C, em 6, 12, 30 e 60 rpm.

Tipo de Viscosidade aparente (Pas)
Tempo fibra 6 rpm 12 rpm 30 rpm 60 rpm
16 h FL* 75 75 75 65
FC** 25 25 30 30
18 h FL 25 37,5 40 37,5
FC 25 37,5 35 35
20 h FL 50 37,5 40 37,5
FC 50 50 60 55
24 h FL 50 62,5 60 55
FC 25 37,5 40 37,5
28 h FL 75 87,5 85 75
FC 25 25 20 20
30h FL 75 87,5 90 82,5
FC 75 75 90 65
32h FL 150 150 135 115
FC 75 75 85 65
34 h FL 150 150 140 120
FC 75 75 75 65
36 h FL 100 100 100 90
FC 75 62,5 75 60
48 h FL 325 312,5 250 200
FC 75 62,5 65 60
72 h FL 600 525 390 287,5
FC 65 65 70 65
96 h FL 425 387,5 305 235
FC 60 60 65 60

* FL: polimero de fibra longa
**EC: polimero de fibra curta
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FIGURA 5. Viscosidade aparente de solugbes aquosas a 1% (m/v) de
biopolimeros obtidos em diferentes tempos de fermentacéo, medida a 25°C,

30 rpm.

Como podemos observar na Figura 5, em geral, os polimeros de fibra
longa apresentaram maior viscosidade, e a viscosidade dos de fibra curta
permaneceu praticamente estavel ao longo do tempo. Até 24 h de cultivo, as
viscosidades dos polimeros de fibra longa e curta permaneceram similares e a
partir dai, a viscosidade dos de fibra longa foi aumentando progressivamente
apresentando somente um decréscimo em 36 h. Em 30 h de cultivo, que foi o
tempo em que houve um equilibrio na quantidade de polimeros de fibras longas
e curtas, a viscosidade destes foi igual. PADILHA [11] encontrou em 24 e 36 h
de produgdo maior viscosidade em polimeros de fibra curta do que de fibra
longa. Neste trabalho, nos mesmos periodos as viscosidades dos polimeros de
fibra longa e curta foram semelhantes.

Entre 18 e 72 h a produtividade decaiu 35,8% e neste mesmo periodo a

viscosidade aumentou 97,5%, o que é mais importante.

A viscosidade aparente de solugcbes aquosas de biopolimeros a 1%,
medidas a 30 rpm obtidas apos 72 h de cultivo por VENDRUSCOLO [19] foi de
510 Pas, enquanto a encontrada nesse estudo do polimero de fibra longa no
mesmo periodo foi de 390 Pas. No primeiro foi utilizado meio de crescimento

de células e no segundo néo.
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Em estudos anteriores, foi observado que a viscosidade de solucbes
aguosas do polissacarideo produzido por bactérias do género Beijerinckia foi
maior que a de solucdes similares de xantana e a viscosidade foi estavel a uma
ampla faixa de temperaturas bem como a variacédo de pH de 3 a 12 [20].

Os biopolimeros de 16, 18, 20, 24, 28, 30, 32, 34 e 36 h apresentaram
comportamento praticamente newtoniano e os de 48, 72 e 96 h,
comportamento pseudoplastico. Os obtidos apdés 72 e 96 h por
VENDRUSCOLO [19] também apresentaram comportamento pseudoplastico.
Solu¢des aquosas de outros biopolimeros, como a xantana, também sé&o
altamente pseudopléasticas [16].

Em um estudo realizado por BUENO & GARCIA-CRUZ [1] com a
bactéria do género Pseudomonas, foi verificado a influéncia do tempo de
fermentacdo em 24, 48 e 72 h, utilizando-se dois caldos de fermentacao
diferentes. Em um caldo, a fonte de carbono utilizada foi a glicose e no outro, a
sacarose na concentracdo de 2,0%. Os biopolimeros apresentaram
comportamento pseudoplastico e a maior viscosidade aparente obtida foi
também em 72 h de fermentagdo. O meio contendo sacarose produziu fluidos
mais viscosos em 24 e 48 h e o contendo glicose produziu fluidos mais
viscosos somente apds 72 h de fermentacéo.

Biopolimeros de alto peso molecular geralmente exibem uma série de
propriedades Uteis incluindo alta viscosidade, e outras de particular interesse
para industria de alimentos devido a suas propriedades de emulsdo
estabilizante [14]. Alginatos bacterianos normalmente produzem solucdes
altamente viscosas, em que a viscosidade é dependente da massa molecular
dos polissacarideos [16].

No estudo de SHEPHERD et al [14] nove organismos testados
produziram emulsificantes extracelulares tdo bons quanto os controles positivos
goma arabica e carboximetilcelulose. Entre estes esta o biopolimero produzido
pela Beijerinckia indica ss. lacticogenes. Este € conhecido como indican e é um
polissacarideo com propriedades lipofilicas [18]. O biopolimero indican deve
sua propriedade lipofilica & combinacédo de aspectos estruturais que incluem
uma cadeia linear altamente acetilada (15-20%) e ao alto conteudo de desoxi

ramnose.
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Uma série de texturas de gel pode ser produzida através do controle do
nivel de acetilacdo do polimero [7]. Para os polissacarideos da familia das
gelanas, a viscosidade intrinseca como uma funcao da forca ibnica depende da
sua estrutura e da presenca ou auséncia de grupos acetil. A energia do gel
depende dos cations presentes. DONER E DOUDS [4] recentemente
demonstraram a importancia da forma dos sais deste polissacarideo nas suas
propriedades de gelatinizacdo e esta seria claramente afetada pelas condi¢cdes
de crescimento utilizadas para sua producdo e pelos procedimentos utilizados
no processo pos-fermentacao.

As propriedades reoldgicas do biopolimero devem ser continuas durante
mudancas na temperatura, pH e forca ibnica. O conhecimento sobre as
propriedades dos biopolimeros, principalmente a viscosidade e o
comportamento reologico sdo importantes para futuras aplicagbes industriais,
refletem sua estrutura quimica primaria e servem para predizer em quais

produtos podem ser utilizados [13].

3.4 - Analise cromatografica
A Figura 6 apresenta o resultado da analise cromatografica dos

biopolimeros hidrolisados em diferentes tempos de fermentacéo.
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FIGURA 6. Analise cromatografica (CCDC) das amostras de biopolimeros
hidrolisados (L: fibras longas; c: fibras curtas). Padrbes utilizados: fucose,
galactose e acido glicurénico (P1) e glicose e acido galacturénico (P2).
Eluente: cloroférmio: metanol: &cido acético: &gua, na proporcdo de
40:40:10:10 (v/viviv). Revelador: anizaldeido sulfurico.

Observou-se na Figura 6 que todos os biopolimeros apresentaram os
mesmos componentes: glicose, galactose, fucose e acido glicurdnico, mas em
intensidades diferentes. Como SCAMPARINI et al [14] utilizando métodos
espectrométricos e cromatograficos mais precisos nao detectaram o &acido
glicurdnico, € possivel que este seja um produto de degradacdo surgido
durante a hidrélise. Todos os biopolimeros de fibra curta apresentaram maior
teor de glicose e os de fibra longa apresentaram, geralmente, maior teor de
acido glicuronico.

A analise de outras cepas e espécies de Beijerinckia tem revelado
polissacarideos com diferentes composicbes. O polimero de Beijerinckia
mobilis apresentou alto conteudo de acido L-glicurbnico [2]. O polissacarideo
CV-70 obtido por fermentacdo aerdbica de Beijerinckia sp contém glicose,
fucose, e residuos de galactose em uma proporcédo de 3:1:3, todos na forma
piranosidica [13]. A bactéria do solo Beijerinckia indica, que é também capaz
de fixar nitrogénio, produz um polissacarideo no qual glicose, ramnose e acido

glicurdonico estdo presentes em uma fragdo polar aproximada 6.6:1.5:1.0. O
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contetdo acetil do polimero é 9% [6]. Para a producdo do polissacarideo em

laboratério foi usado um meio contendo nitrogénio com 3% de glicose.

Alguns componentes tais como D-glicose, D-manose, D-galactose e D-
acido glicurénico ocorrem muito frequentemente, outros como L-ramnose ou L-
fucose sdo menos comuns e o D-acido manurdnico e o L-acido glicurdnico sao

raros [15].

A composicdo do biopolimero influencia no seu comportamento
reologico. A gelatinizacdo da xantana € amplamente afetada especialmente
pela relacdo D-manose:D-galactose [16].

Os exopolissacarideos acidos produzidos pela maioria das bactérias
fitopatogénicas sdo altamente aniénicos. Os homopolimeros incluem glicanas,
levanas e alginatos. Os heteropolimeros sédo polimeros acidos compostos de
arranjamentos lineares de unidades repetitivas de aglcares neutros, acido

glicurénico e radicais de acetato, piruvato, hidroxibutirato e succinato [17].

Segundo MOREIRA et al. [9], a semelhanca estrutural existente entre os
monossacarideos dificulta a sua separacdo nos métodos cromotograficos
cldssicos, como a Cromatografia em Camada Delgada Comparativa. No
entanto, estes métodos sdo 0s mais simples e econémicos, indicados quando o
volume e frequéncia de analises nao justificam o emprego de métodos
instrumentais complexos, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).

Os resultados da analise cromatografica mostraram que os biopolimeros
gue continham aparentemente maior teor de fucose e galactose foram também

0S Mmais Viscosos.
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4 - CONCLUSOES

Em 30 e 72 h ocorreu a maior producao total de biopolimero, que se deve,
provavelmente a maior presenca de enzimas polimerizantes nestes
periodos. A producado de polimeros de fibra longa aumentou com o tempo e
a de fibra curta diminuiu, possivelmente pela acdo de enzimas que foram
polimerizando esses fragmentos. Em 30 h ocorreu um equilibrio entre a
quantidade de fibras longas e curtas produzidas. As fibras dos polimeros de
fibras longas tornaram-se ainda mais longas com o tempo.

A maior produtividade encontrada foi apds 48 h de fermentacdo. A
produtividade dos polimeros de fibra longa permaneceu praticamente
constante e a dos de fibra curta decresceu com o passar do tempo.

Em 72 h de fermentagéo foi encontrada a maior viscosidade e o polimero foi
de fibra longa. Em geral, os polimeros que apresentaram maior viscosidade
foram os de fibra longa, e a viscosidade dos de fibra curta permaneceu
praticamente estavel ao longo do tempo. A viscosidade de ambos foi igual
em 30 h de cultivo, onde houve um equilibrio na quantidade de polimeros
de fibras longas e curtas. Os biopolimeros de 16 a 36 h apresentaram
comportamento praticamente newtoniano e os de 48, 72 e 96 h,
comportamento pseudoplastico.

Todos os biopolimeros apresentaram 0s mesmos componentes: glicose,
fucose, galactose e acido glicurébnico, mas com intensidades diferentes e
todos os de fibra curta apresentaram maior teor de glicose. Os biopolimeros
de fibra longa apresentaram, geralmente, maior teor de acido glicurénico.
Foi observado também que o teor de fucose e galactose influenciou na

viscosidade.



50

5 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]
[8]

[9]

BUENO, S.M., GARCIA-CRUZ, C.H. Influéncia do tempo de fermentacéo
e presenca de sais na reologia do caldo de fermentacdo de uma
bactéria do género Pseudomonas isolada do solo. XVII Congresso
Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , Fortaleza, CE, 8-
10 de agosto de 2000.

COOKE, A. A., PERCIVAL, E. Structural investigation of the extracellular
polysaccharides elaborated by Beijerinckia mobilis. Carbohydrate
Research, v. 43, p.117-132, 1975.

COPLIN, D.L.,, COOK, D. Molecular-genetics of extracellular
polysaccharide biosynthesis in vascular phytopathogenic bacteria.
Molecular Plant-Microbe Interactions, v. 3, p. 271-279, 1990.

DONER, L. W., DOUDS, D. D. Purification of commercial gellan to
monovalent cation salts result in acute modification of solution and gel-
forming properties. Carbohydrate Research , v. 273, p. 225-233, 1995.

JEANES, A. Extracellular microbial polysaccharides. New hydrocolloids of
interest to the food industry. Food Technology , p. 34-39, may, 1974.

KANG, K. S., McNEELY, W. PS-7 — A new bacterial heteropolysaccharide,
L. In: SANDFORD, P. A. & LASKIN, A. (Ed) Extracellular Microbial
Polysaccharides . Washington: D. C. American Chemical Society,
1977. P.220-230.

KANG, K. S., VEEDER, G. T. US Patent 4326053, 1982.

MALDONADE, I.R. Contribuicio ao estudo dos parametros de
fermentacdo por Beijerinckia sp. Campinas, 1996. Exame de
Qualificacdo (Mestre em Ciéncia de Alimentos) - Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

MOREIRA, A. S., SOUZA, A. S., VENDRUSCOLO, C. T. Determinacgédo da
composicdo de biopolimero por cromatografia e camada delgada:
metodologia. Agrociéncia , v.3, p. 222-224, 1998.

[10] PACE, G. N. Production of extracellular microbial polysaccharides.

Advances in Biochemical Engineering , v.15, p. 41-70, 1980.



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

51

PADILHA, F. F. Estudo da compartimentalizagdo das enzimas para
producdo de biopolimeros por Beijerinckia sp. 7070. Pelotas, 1997.
Exame de Qualificacdo (Mestre em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial) - Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas (UFPel).

RINAUDO, M. On the relation structure-propetties of some polysaccharide
used in the food industry. Food Hydrocolloids , p. 510, 1993

SCAMPARINI, A.; MARIUZZO, D.; FUJIHARA, H.; JACOBUSI, R;
VENDRUSCOLO, C. Structural studies of CV-70 polysaccharide.
Internacional Journal of Biological Macromolecules, v. 21, p. 115-
121, 1997.

SHEPHERD, R., ROCKEY, J., SUTHERLAND, I. W., ROLLER, S. Novel
bioemulsifiers from microorganisms for use in foods. Journal of
Biotechnology , v. 40, p. 207-217, 1995.

SUTHERLAND, I. W. Biosynthesis of Microbial Exopolysaccharides.
Advances in Microbial Physiology . Edinburgh, 1982. Cap.23, p. 79-
106.

SUTHERLAND, I. W. Microbial Biopolymers from Agricultural Products:
Production and Potential. International Biodeterioration &
Biodegration , p. 249-261, 1997.

SUTHERLAND, I. W. Bacterial surface polysaccharides - structure and
function. International Review of Cytology-a Survey of Cell B iology ,
v.113, p. 187-231, 1988.

SYMES, K. C. Lipophylic polysaccharides. Carbohydrate Polymers, v. 2,
p. 276-279, 1982.

VENDRUSCOLO, C.T. Producdo e caracterizacdo do biopolimero
produzido por Beijerinckia sp isolada do solo da regido de Ribeirdo
Preto-SP Brasil. Campinas, 1995. Exame de Qualificacdo (Doutor em
Ciéncia de Alimentos) - Faculdade de Engenharia de Alimentos.
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

VENDRUSCOLO, C. T.; SCAMPARINI, A. R. P. Gellan gum — production
and properties. In: NISHINARI, K.; DOI, E. (Ed) Food hydrocolloids ,
New York: Plenum Press, 1993.



52

ESTUDO DA PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS VIA ENZIMATICA A TRAVES
DE INATIVACAO E LISE CELULAR E COM CELULAS VIAVEIS DE
Beijerinckia sp. 7070

Angela Nunes MOREIRA, Francisco A. B. DEL PINO, Claire Tondo
VENDRUSCOLO

RESUMO

Biopolimeros sdo  polissacarideos  extracelulares  produzidos  por
microrganismos. A Beijerinckia sp. 7070 produz o biopolimero denominado
clairana®. Biopolimeros podem ser produzidos utilizando enzimas purificadas
(via enzimatica). O objetivo desse trabalho foi avaliar a possibilidade de
produzir o biopolimero clairana® via enzimatica; verificar se a sintese e as
enzimas envolvidas na sintese sdo intra e/ou extracelulares; se as enzimas
permanecem ativas no meio e, estudar a producdo do biopolimero por esse
processo, através de inativacdo e lise celular, e pelo processo convencional
com células viaveis. As amostras foram cultivadas com a bactéria em meio
liquido, submetidas a morte celular por inativacdo e lise celular apos 30 h, e
retiradas em trés periodos, junto com amostras produzidas com células viaveis.
O mesmo procedimento foi realizado em 46 h. Os polimeros foram
recuperados, secos, pesados e analisados. Os resultados sugerem que €
possivel produzir o biopolimero clairana® via enzimética; que, provavelmente
enzimas intra e extracelulares estdo envolvidas, permanecendo ativas no meio
e comecando a atuar antes de 30 h de fermentacdo e que 0 processo via
enzimatica através de lise foi mais eficiente pois libera os polissacarideos

produzidos intracelularmente para o meio externo.

Palavras-chave : biopolimeros, enzimas, producao, via enzimatica.
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SUMMARY

STUDY ON THE BIOPOLYMER PRODUCTION BY ENZYMATIC PATHWAY
THROUGH CELLULAR INACTIVATION AND LYSE AND WITH VIABLE
CELLS BY Beijerinckia sp. 7070. Biopolymers are extracellular polysaccharides
produced by microorganisms. Beijerinckia sp. 7070 produces the biopolymer
denominated as clairana®. Biopolymers can be produced using purified
enzymes (by enzymatic pathway). The aim of this work was to evaluate the
possibility to produce the clairana® biopolymer using purified enzymes; to verify
if the synthesis and the enzymes involved in the synthesis are intra and/or
extracellular; if the enzymes remain active in the medium and, to study
biopolymer production for this process, through cellular inactivation and lyse,
and trough conventional process with viable cells. The samples were cultivated
with bacteria in liquid medium, were subjected to cellular death through cellular
inactivation and lyse after 30 h, and were removed in three different times,
together with samples produced with viable cells. The same procedure was
performed after 46 h. The polymers were recovered, dried, weighed and
analyzed. The results suggest that it is possible to produce the clairana®
biopolymer by enzymatic pathway; that, probably, intra and extracellular
enzymes are involved, remaining active in the medium and beginning to act
before 30 h of fermentation and the enzymatic pathway process through cellular
lyse is more effective, because it releases the polysaccharides intracellularly
produced to medium.

Keywords : biopolymers, enzymes, production, enzymatic pathway.

1 — INTRODUCAO

Biopolimeros sdo polissacarideos extracelulares produzidos por
microrganismos, que tém a capacidade de formar géis e solu¢des viscosas em
meio aquoso. A producdo de polissacarideos extracelulares (EPS) € muito
comum em muitos géneros de bactérias. Esses EPS podem formar uma

capsula ao redor da célula ou podem ser excretados para o meio ambiente
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como um muco [3]. O biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 é
denominado clairana®.

A producdo de biopolimeros em meio liquido pode ser cultivando o
microrganismo em meio contendo fonte de carbono e sais minerais. Este é o
processo utilizado atualmente para producdo de biopolimero por Beijerinckia
sp. 7070. Outro tipo de produgdo, em meio liquido, é por via enzimatica, ou
seja, utilizando enzimas purificadas (sem a acdo da bactéria). As enzimas séo,
primeiramente, produzidas e purificadas e depois, utilizadas para sintese do
polimero em meio contendo substrato.

O processo via enzimatica é utilizado, por exemplo, na producdo de
dextrana, que é um homopolissacarideo do qual sdo conhecidas a via
metabdlica e a enzima indutora do processo.

Um grande numero de sequéncias de proteinas envolvidas na
biossintese de polissacarideos tornou-se disponivel durante os ultimos anos,
principalmente devido a clonagem e seguenciamento dos genes
correspondentes [5].

As (glicanassacarases sdo enzimas extracelulares produzidas,
principalmente, por Leuconostoc mesenteroides, espécies de Streptococcus e
bactérias laticas. Estas enzimas catalisam a sintese de polimeros de D-glicose
de alto peso molecular, com diferentes estruturas, chamados glicanas, a partir
da transferéncia de residuos glicosil vindos da clivagem da sacarose [15]

A dextrana é produzida pela enzima dextranassacarase. Esta € uma
glicosiltransferase extracelular que catalisa a clivagem da sacarose; a
transferéncia de residuos glicosil a partir dessa clivagem para a cadeia de
crescimento da dextrana; a formacdo de ligacdes glicosidicas usando um
acucar difosfo nucleotideo como o agucar doador e a liberagéo de frutose [2, 4,
5].

A levana é um polimero de frutose de alto peso molecular, altamente
ramificado, sintetizado por uma simples exoenzima, a levanassacarase [8].

A biossintese de dextrana e levana ndo implicam sistemas
multienzimaticos, acguUcares ativados e lipidio carregador intermediario. Sua
producdo é extracelular e utiliza enzimas que catalisam a polimerizacdo de um
oligossacarideo. Os controles sobre a atividade e o modo de acdo destas

enzimas polimerizantes podem ser exercidos manipulando o ambiente [13].
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Enzimas biossintéticas sdo necessarias para formacdo de acucares
nucleotideos UDP-D-acido glicurénico e dTDP-L-ramnose, que sao doadores
de mondémeros para biossintese de unidades tetrassacaridicas repetitivas para
producéo de gelana [11, 12].

A biossintese de xantana € mais complexa e segue 0s seguintes passos:
(1) sintese de precursores UDP-glicose, UDP-acido glicurénico e GDP-manose
a partir da conversdo de acucares simples; (2) transferéncia de
monossacarideos, a partir do nucleotideo correspondente para o lipideo
carregador localizado na membrana da célula, para formar a unidade
pentassacaridica repetitiva; (3) adicdo de grupos acetil e piruvato, que séo
obtidos a partir de acetil-coA e fosfoenolpiruvato, respectivamente; e (4)
polimerizacdo e excrecdo do polissacarideo. O local preciso do processo de
polimerizacdo e o estagio final da secrecdo do EPS a partir da membrana
citoplasmatica, envolvendo a passagem através do periplasma e membrana
exterior e a excrecdo no ambiente extracelular, ainda sao pouco elucidados [6,
17, 18]. Alguns autores consideram que primeiro ocorre a polimerizacdo das
unidades pentassacaridicas no interior da célula, e apés a excrecdo do
polissacarideo no exterior [3, 6, 7, 9, 18]. J&, segundo KOPLIN et al. [10], as
unidades pentassacaridicas sdo secretadas e ap0s polimerizadas.

Na producédo de EPS por bactérias Gram-positivas, como Leuconostoc
mesenteroides, enzimas lipoprotéicas extracelulares estdo envolvidas e sao
secretadas na superficie da célula. Ja a sintese de EPS (hetero e
homopolissacarideos) por bactérias Gram-negativas € intracelular [18] e
instavel em diferentes espécies bacterianas, como Xanthomonas campestris
[11]. Estudos bioquimicos e fisiolégicos, demonstram que a sintese de xantana
€ similar a biossintese de exopolissacarideos de outras bactérias Gram-
negativas [10, 16]. A Beijerinckia sp. 7070 € uma bactéria Gram-negativa, e a
sua via biossintética ainda ndo € conhecida.

O estudo da producdo de bioplimeros via enzimatica é de grande
importancia pois, além de diminuir os riscos de contaminacéo, reduz os custos
industriais do processo e ainda possibilita a obtencdo de produtos com
melhores caracteristicas.

Por isso, os objetivos desse trabalho foram: avaliar a possibilidade de

produzir o biopolimero clairana® via enzimatica; verificar se a sintese e as
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enzimas envolvidas na sintese sdo intra e/ou extracelulares; se as enzimas
envolvidas na sintese e na degradagdo do biopolimero permanecem ativas no
meio, mesmo sem a acao de célula bacteriana; e estudar a producdo do
biopolimero clairana® pelo processo via enzimatica, através de inativacédo e
lise celular, e pelo processo convencional com células viaveis de Beijerinckia
sp. 7070.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1- Microrganismo e caracterizacdo morfo-fisiologi ca e bioquimica

A bactéria utilizada foi a Beijerinckia sp. 7070 isolada por
VENDRUSCOLO [19], produtora do biopolimero clairana®. Esta bactéria foi
caracterizada bioquimicamente e liofilizada para ser utilizada em todo

experimento.

2.2 - Antibiograma

Foi realizado um antibiograma utilizando o Método de Kirby-Bauer, com o
objetivo de determinar quais antibidticos inibem a reproducdo celular de
Beijerinckia sp. 7070. Foram testados os antibiéticos: acido pepimidico (20 ug),
amicacina (30 pg), ampicilina (10 pg), cefalotina (30 ug), cloranfenicol (30 pg),
estreptomicina (10 pg,) kanamicina (30 pg), oflaxacina (5 pg), rifampicina
(30pg), tobramicina (10 pg), tetraciclina (30pg) e vancomicina (30 Q).
Primeiramente, placas com meio YM agar foram semeadas com a bactéria e os
discos colocados a uma distancia de 15 mm entre eles e entre as bordas da
placa. As placas foram incubadas a 28" C por 24 h e depois observadas para
verificacdo da presenca de halos de inibicdo (zonas claras ao redor dos
discos). Os diametros desses halos foram medidos e, com o auxilio da Tabela
do Boletim COBA da Sociedade Brasileira de Microbiologia [1], foi determinado
se a bactéria em teste é considerada sensivel, moderadamente sensivel

(sensibilidade intermediaria) ou resistente aos antibiéticos.
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2.3 - Determinacgédo da CIM pela Técnica da Diluicio em Tubos

Para avaliar a viabilidade da producéo via enzimatica, € preciso obter o
caldo de fermentacdo com as enzimas purificadas secretadas sem a presenca
de metabolismo celular. Por isso € necessario lisar ou inativar a bactéria. A
técnica utilizada para determinagédo da concentracdo inibitéria minima, ou seja,
a menor concentracdo de antibiotico necesséria para causar a morte celular da
bactéria, foi a de Diluicdo em Tubos. A tetraciclina, por ser um dos antibioticos
ao qual a cepa apresentou sensibilidade e por causar inativacdo celular, foi
adicionada em concentracdes crescentes em tubos contendo o meio de
crescimento YM e a bactéria. As condicdes do experimento foram: 28°C, 180
rpm por 24 h em incubador com agitacdo. Apos esse periodo os tubos foram
observados visualmente e 0s que se apresentaram turvos, indicaram
crescimento celular e os limpidos, inibicdo do crescimento. Leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotbmetro com comprimento de onda
de 600 nm e com os resultados, foram calculados os nameros aproximados de
células viaveis por mL em cada concentracdo do antibidtico e assim,
determinada a menor concentracdo de tetraciclina necessaria para causar a

inativagao.

2.4 - Producdo e produtividade de biopolimeros util izando-se células
viadveis, inativadas e lisadas.

Para avaliar a possibilidade de produzir o biopolimero clairana® via
enzimatica; verificar se a sintese e as enzimas envolvidas nesta séo
intracelulares; se enzimas de sintese e de degrada¢gdo permanecem ativas no
meio, apos serem liberadas; e para avaliar se a producédo e produtividade do
polimero podem ser influenciadas pelo método de producéao utilizado (producéo
via enzimética ap0s inativacdo e apos lise celular, e produg¢do convencional
com células viaveis) foi realizada producdo com morte celular em dois periodos
(30 e 46 h) com consequente continuagcdo da fermentacao.

A producado de biopolimeros foi realizada por fermentacdo aerdbica em
batelada, em incubador agitador New Brunswick Scientific, modelo Innova
4230. O in6culo de 1 mL de suspensdo bacteriana com 1x10*° UFC/mL,
preparado a partir de colbénias de 24 h de crescimento, foi acrescentado a 100

mL de meio liquido de producdo YM estéril, contendo (g.L™): (1) K.HPO, 2,0,
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MgSO,4 7H,0 2,7, KH,PO,4 13,62; (2) extrato de levedura 0,2, triptose 2,0; (3)
sacarose 50,0, através de metodologia de VENDRUSCOLO [19] modificada por
PADILHA [14].

Em tempo zero, todas amostras contendo o meio adicionado de inoculo
foram submetidos as condi¢cfes de incubacdo: 24, 180 rpm. Apés 30 h de
fermentacédo, parte dessas amostras foi submetida & morte celular através de
lise com o uso de ultrasom (amplitude de 60 Hz e pulso de 3 s por 10 min), e
inativacdo celular, pela adicdo do antibiotico tetraciclina, na concentracdo
recomendada. Foi adicionado ainda, em ambas amostras, azida sédica. Apoés,
seguiu-se o0 processo de producdo e amostras de meio fermentado com células
lisadas, inativadas e viaveis (controles) foram retiradas simultaneamente em
trés tempos diferentes: 32, 46 e 54 h. Outra parte das amostras foi submetida a
morte celular, pelos mesmos procedimentos, em 46 h, sendo as amostras
retiradas em 48, 52 e 54 h. Todas amostras foram retiradas em triplicata. Os
meios fermentados de cada amostra foram centrifugados, para remocao das
células, a 16000 g, a temperatura de 4° a 14°C por 20 minutos em centrifuga
refrigerada. Adicionou-se etanol 95% ao sobrenadante, na propor¢cao de 1:4
(v/v), para recuperacdo dos biopolimeros, sendo estes secos em estufa a 56C
até atingir peso constante, pesados e triturados. A producdo (g/L) de
biopolimero das amostras com células lisadas e inativadas em 30 e 46 h e
intactas retiradas em cada tempo foram avaliadas pelo peso do produto seco
por volume de meio. A produtividade (g/L/h) foi avaliada pelo peso do produto

seco por volume de meio e pelo tempo de fermentacao.

2.5 — Andlise estatistica
O teste aplicado foi a analise de variancia ANOVA, para verificar se
existem diferencas significativas entre os tratamentos. Apés aplicou-se o teste

de Tuckey, para verificar entre quais tratamentos ocorreu a diferenca.
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Caracterizagdo morfo-fisiolégica e bioquimica da Beijerinckia sp.
7070

Para verificar se durante a preservacdo da bactéria ndo houve
modificacbes desta, e para caracterizar morfo-fisiologicamente e
bioquimicamente a Beijerinckia sp. 7070 utilizada nos experimentos foram

realizados testes bioquimicos [20]. Os resultados estdo na Tabela 1.

TABELA 1. Caracteristicas morfo-fisiolégicas e bioquimicas da Beijerinckia sp
7070.

Caracteristicas Beijerinckia sp. 7070

Morfologia bastonete
Coloragédo de Gram -
Motilidade -
Coloragédo em meio YM Amarela
Oxidase -
H.S em meio TSI: gas -

acido +
Urease -
Indol -

Vermelho de metila -
Voges proskauer

Citrato

Liquefacao de gelatina -

O.F. (glicose): Fermentativa
Produz gas +
Produz &cido +

O.F.(sacarose): Fermentativa
Produz gas +
Produz &cido +

McConkey cresce

EMB cresce

(-): negativo (+): positivo

N&o houve modificacbes da bactéria durante a preservacao. Apds essa

caracterizacao, a bactéria foi liofilizada para ser usada em todo experimento.
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3.2 — Antibiograma

A Tabela 2 apresenta os resultados do antibiograma realizado com a
bactéria Beijerinckia sp. 7070 frente a doze antibi6ticos diferentes, pelo Método
de Kirby-Bauer, utilizando a Tabela do Boletim COBA da Sociedade Brasileira

de Microbiologia [1].

TABELA 2. Teste de sensibilidade da Beijerinckia sp. 7070 frente aos

seguintes antibioticos, pelo Método de Kirby-Bauer.

Antibiotico Sensibilidade ou Resisténcia

Acido pepimidico (20 pg) Sensivel
Amicacina (30 ug) Sensivel
Ampicilina (10 pg) Resistente
Cefalotina (30 pg) Sensivel
Cloranfenicol (30 pg) Sensivel
Estreptomicina (10 pg) Moderadamente sensivel
Kanamicina (30 pg) Resistente
Oflaxacina (5 pg) Moderadamente sensivel
Rifampicina (30 pg) Sensivel
Tetraciclina (30 pg) Sensivel
Tobramicina (10 pg) Resistente
Vancomicina (30 ug) Resistente

Pela Tabela 2, podemos observar que a Beijerinckia sp. 7070 é sensivel
aos antibidticos: acido pepimidico, amicacina, cefalotina, cloranfenicol,
rifampicina e tetraciclina; resistente a ampicilina, kanamicina, tobramicina e

vancomicina e moderadamente resistente a estreptomicina e oflaxacina.

3.3- Concentracao inibitdria minima (CIM)
A concentracdo inibitéria minima de tetraciclina para Beijerinckia sp.
7070 foi de 300 pg/mL.
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3.4 - Producéo e produtividade de biopolimeros util  izando células viaveis,
inativadas e lisadas

Os resultados das médias de producédo das amostras de biopolimeros
utilizando células inativadas e lisadas em 30 h e células viaveis, retiradas em
32, 46 e 54 h estdo na Tabela 3, e dos produzidos com células inativadas e

lisadas em 46 h e células viaveis, retirados em 48, 52 e 54 h estdo na Tabela 4.

TABELA 3. Médias da producédo de biopolimeros utilizando células inativadas e

lisadas em 30 h e células viaveis, retiradas em 32, 46 e 54 h.

Producéo (g/L) dos biopolimeros

cél. inativadas cél. lisadas cél. viaveis
32h 19,6 18 17,2
46 h 16,8 17,4 18,6
54 h 14 16,6 21,8

TABELA 4. Médias da producgéo de biopolimeros utilizando células inativadas e
lisadas em 46 h e células viaveis, retiradas em 48, 52 e 54 h.

Producéo (g/L) dos biopolimeros

cél. inativadas cél. lisadas cél. viaveis
48 h 17,8 19,4 19,2
52 h 16,8 18 17,4
54 h 14,6 17 21,8

Na producdo de biopolimeros utilizando células viaveis, inativadas e
lisadas, observou-se, pelas Tabelas 1 e 2 e pela Figura 1, que utilizando
células viaveis (controle), ocorreu um aumento progressivo na producdo de
biopolimero de 30 a 46 h e de 46 a 54 h de cultivo. J&, pela Figura 2, observou-
se que, na verdade, entre 46 e 54 h ocorreu um declinio em 52 h e apdés um
novo aumento. Os periodos de aumento na producdo se devem,
provavelmente, a maior presenca de enzimas polimerizantes (polimerases)
atuando no meio e o periodo de declinio, de enzimas polissacarideo liases que
degradam parte do polimero formado. A presenca de polissacarases ou

polissacarideo liases degradadoras do EPS produzido pela bactéria € um
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problema encontrado tanto em laboratérios como em produg¢des comerciais.
Essas enzimas sao, geralmente, produtos intracelulares localizados no
periplasma. Se as células forem lisadas durante a cultura, as enzimas podem
ser liberadas no meio extracelular e degradar o polimero. Outra hipotese € que
essas enzimas podem ser secretadas normalmente pela bactéria. A X.
campestris produz uma celulase e o Sphingomonas paucimobilis produz uma

gelana liase [17].

g/L 20

32 46 54

‘Elcél inativadas Ecél lisadas [ cél viaveis ‘

FIGURA 1. Producédo de biopolimero (g/L) por células inativadas e lisadas em
30 h de cultivo e por células viaveis, retiradas em 32, 46 e 54 h.

gl 18]

48 52 54

\ O cél inativadas B cél lisadas O cél vidveis \

FIGURA 2. Producéo de biopolimero (g/L) por células inativadas e lisadas em

46 h de cultivo e por células viaveis, retiradas em 48, 52 e 54 h.
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Observou-se também, pelas Tabelas 1 e 2 e pela Figura 1, que as
primeiras amostras retiradas apos a morte celular em 30 h (32 h), tanto por lise
como por inativacao celular, apresentaram maior producédo de biopolimero do
que os respectivos controles (com células viaveis), pois provavelmente neste
periodo existiam mais polimerases atuando do que polissacarideo liases. Ja
nas amostras tratadas em 46 h (Figura 2), somente as amostras produzidas
com células lisadas apresentaram maior producao de polimero do que as com
células viaveis (amostras retiradas em 48 e 52 h). Além disso, quase todas
amostras produzidas com células lisadas com ultrasom apresentaram maior
producdo de biopolimero do que as inativadas por tetraciclina, sendo que a
Gnica excecao foi a amostra com células inativadas em 30 h retirada em 32 h.
A amostra produzida com células lisadas em 30 h retirada em 32 h e as com
células lisadas em 46 h retiradas em 48 e 52 h apresentaram maior producao
do que as amostras dos respectivos horarios produzidas com células viaveis.

Esses resultados sugerem que, provavelmente, a producdo por
Beijerinckia sp. 7070 seja similar a de Xanthomonas campestris, onde as
unidades pentassacaridicas sdo produzidas intracelularmente, polimerizadas e
excretadas para o exterior [2, 5, 6. 8, 17]. A lise celular causou a liberagcéo dos
polissacarideos, que estavam prontos no interior da célula, para o exterior e
liberacdo das polimerases que, provavelmente, agiram polimerizando o0s
oligossacarideos também liberados.

O estégio final da secrecdo da xantana no ambiente extracelular, ainda
ndo é bem esclarecido, assim como o local preciso do processo de
polimerizacdo [5, 16, 17]. Segundo Koplin et al. [9], as unidades
pentassacaridicas sdo secretadas e apés polimerizadas. Entdo, nesse caso a
lise causaria a liberacdo dos oligossacarideos e estes seriam polimerizados por
polimerases extracelulares.

Os resultados também sugerem que ha varias enzimas envolvidas no
processo de sintese e que, provavelmente, a maioria das enzimas sao
intracelulares e ja estdo ativas em 30 horas. A sintese de EPS requer, entéo,
enzimas para producdo de cada aclUcar nucleotideo precursor;
glicosiltransferases para as adicfes dos acucares; uma ou mais polimerases,
para a polimerizacdo dos oligossacarideos, e proteinas envolvidas na

exportacdo do polissacarideo para o meio extracelular [2].
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Em 46 horas, provavelmente maiores quantidades de polissacarideos
estavam prontos no interior da célula e foram liberados para o exterior pela lise,
pois ocorreu uma maior producao de biopolimero por células lisadas do que por
células viaveis tanto 2 horas (em 48 h) como 6 horas apos a lise (52 h). E
houve somente um pequeno decréscimo nessa producao apds 8 horas (54 h).
Esse aumento na producdo pode ser devido, também, a maiores quantidades
de oligossacarideos, secretados através da lise, polimerizados pelas
polimerases também liberadas.

A maior producdo de polimero pela amostra produzida com células
inativadas em 30 h retirada em 32 h do que pela amostra com células lisadas
no mesmo periodo sugere que em 30 h, hda uma predominédncia de
polissacarideo liases no interior da célula que foram liberadas pela lise e
atuaram degradando o polimero produzido.

As Figuras 3 e 4 apresentam o0s resultados da produtividade dos
biopolimeros (g/L/h) produzidos por células inativadas e lisadas em 30 e 46 h

de cultivo e por células viaveis, retiradas nos trés horarios diferentes.

0,65

g/Lh oss5 1
0,5 1
0,45

0,35 + —
0,3 1
0,25 -
0,2
0,15 + —

32 46 54

\ncél inativadas Ecél lisadas Clcél viaveis \

FIGURA 3. Produtividade de biopolimeros (g/L) produzidos por células
inativadas e lisadas em 30 h de cultivo e por células viaveis, retiradas em
32,46 e 54 h.
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FIGURA 4. Produtividade de biopolimeros (g/L) produzidos por células
inativadas e lisadas em 46 h de cultivo e por células viaveis, retiradas em
48, 52 e 54 h.

A produtividade das amostras produzidas com células viaveis
apresentou um acentuado decréscimo de 32 a 46 h e permaneceu
praticamente constante de 46 a 54 h, apresentando uma pequena queda em 52
h. Houve uma queda progressiva na produtividade das amostras lisadas e
inativadas em 30 h e uma queda menos acentuada nas amostras tratadas em
46 h. A produtividade das amostras produzidas com células lisadas, em geral,
foi maior do que a das com células inativadas (sendo menor somente na
amostra tratada em 30 h retirada em 32 h) e, em alguns casos, foi maior do que

a das amostras produzidas com células viaveis (32 e 52 h).

4 — CONCLUSOES

- Os resultados sugerem que é possivel produzir o biopolimero clairana® via
enzimética;

- Provavelmente a maioria das enzimas responsavel pela sintese do polimero
€ intracelular, mas deve existir polimerases extracelulares;

- As enzimas envolvidas na sintese e na degradacdo do biopolimero
permanecem ativas no meio, apés serem liberadas, mesmo sem a presenca

de célula bacteriana viva;
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- As enzimas responsaveis pela producdo e polimerizacdo do biopolimero

comecam a atuar antes de 30 h de fermentacéo;

- Geralmente, a quantidade de polimero produzido pelo processo via

enzimatica através de lise celular foi maior do que a quantidade produzida por

inativacdo e, em alguns casos, até mesmo maior do que a quantidade

produzida pelo processo convencional com células viaveis de Beijerinckia sp.

7070. Uma explicacdo para esse fato seria que a lise celular causou a

liberacdo dos polissacarideos, que estavam prontos no interior da célula, para

o exterior e liberacdo das polimerases que agiram polimerizando o0s

oligossacarideos também liberados.

- O processo utilizando células lisadas apresenta maior potencialidade para

producédo, pois além de apresentar maior producédo de biopolimeros, néo é

necessario realizar centrifugacdo para remocao das células.
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COMPORTAMENTO REOLOGICO E COMPOSICAO QUIMICA DO
BIOBOLIMERO CLAIRANA ® PRODUZIDO VIA ENZIMATICA ATRAVES DE
INATIVACAO E LISE CELULAR E PRODUZIDO COM CELULAS V IAVEIS
DE Beijerinckia sp. 7070

Angela Nunes MOREIRA, Angelita da Silveira MOREIRA, Patricia Silva DIAZ,
Francisco A. B. DEL PINO, Claire Tondo VENDRUSCOLO

RESUMO

Os biopolimeros sdo usados como agentes espessantes, gelificantes e de
suspensdo e podem ser produzidos utilizando enzimas purificadas (via
enzimatica). O objetivo desse trabalho foi estudar o comportamento reologico e
a composicdo quimica do biopolimero clairana® produzido utilizando enzimas
purificadas, através de inativacdo e lise celular, e do biopolimero produzido
com células viaveis de Beijerinckia sp. 7070. Amostras cultivadas com a
bactéria, em meio liquido, foram submetidas a morte celular por inativacdo e
lise celular em 30 e 46 h e retiradas em periodos diferentes junto com amostras
produzidas com células viaveis. Os polimeros foram recuperados, secos e
hidrolisados, para determinacdo da composi¢cdo quimica, e solubilizados em
agua a 6%, para o estudo do comportamento reoldgico. Com relacdo a
composi¢do quimica, todas amostras apresentaram 0s mesmos componentes
em intensidades diferentes e, com relacdo ao comportamento reoldgico, a
maior viscosidade encontrada foi a do biopolimero produzido com células
lisadas em 46 h retirado em 54 h e as maiores viscosidades encontradas, em

geral, foram dos polimeros obtidos com células lisadas.

Palavras-chave: biopolimeros, enzimas, sintese, comportamento reoldgico,

composicao quimica.
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SUMMARY

REOLOGICAL BEHAVIOUR AND CHEMICAL COMPOSITION OF THE
CLAIRANA® BIOPOLYMER PRODUCED BY ENZYMATIC PATHWAY
THROUGH CELLULAR INACTIVATION AND LYSE AND PRODUCED WITH
VIABLE CELLS BY Beijerinckia sp. 7070. Biopolymers are used as thickening,
gelling and suspending agents and can be produced using purified enzymes (by
enzymatic pathway). The aim of this work was to study the reological behaviour
and the chemical composition of the clairana® biopolymer produced using
purified enzymes, through cellular inactivation and lyses, and of the biopolymer
produced with viable cells by Beijerinckia sp. 7070. Samples cultivated with
bacteria, in liquid medium, were subjected to cellular death through cellular
inactivation and lyses after 30 and 46 h, and were removed in different periods
together with samples produced at viable cells. The polymers were recovered,
dried and hydrolyzed, for determination of the chemical composition and
solubilized in water at 6%, to study the reological behaviour. Regarding the
chemical composition, all samples presented the same components in different
intensities and, regarding the reological behaviour, the highest viscosity found
was of the biopolymer produced with cells lysed in 46 h removed in 54 h and
the highest viscosities found, in general, were of the polymers taken from lysed
cells.

Keywords: biopolymer, enzymes, synthesis, reological behaviour, chemical

composition.

1- INTRODUCAO

Microrganismos produzem biopolimeros com aplicacfes potenciais em
uma seérie de segmentos industriais. Na industria de alimentos, sdo usados
como agentes espessantes, de suspensao, gelificantes e em produtos da linha
diet e light (como substitutos de gorduras ou como estruturantes ou
espessantes). Os polissacarideos extracelulares sdo de maior interesse
industrial, devido a maior facilidade de extracdo e purificagcdo. Para um
biopolimero ter uma boa aplicabilidade, ele deve possuir propriedades
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reoldgicas interessantes e continuas durante mudangas na temperatura, pH e
forca idnica [10]. Além disso, deve ter composi¢cdo quimica compativel com o
metabolismo humano e aprovacéo prévia dos 6rgaos competentes, atraves de
um rigoroso controle de qualidade, para serem utilizados em produtos para

consumo humano, como alimentos, farmacos e cosméticos [8, 9].

Os exopolissacarideos (EPS) sintetizados por células microbianas
variam muito em sua composi¢cao e, consequentemente, em suas propriedades
fisicas e quimicas [11]. As propriedades fisicas de alguns EPS microbianos
dependem de sua estrutura primaria, secundaria e terciaria e da natureza das
ligacdes nas cadeias. Em dextranas, por exemplo, ligacdes [3(1-4) conferem ao

polimero rigidez, e a(1-2) conferem flexibilidade [13].

A estrutura de muitos polissacarideos produzidos por bactérias Gram-
negativas é relativamente simples, compreendendo homopolissacarideos que,
geralmente, sdo polimeros compostos de D-glicose, ou heteropolissacarideos,
que, normalmente, sao compostos de unidades repetitivas regulares de
dissacarideos a octassacarideos compostos de 2 a 4 tipos de
monossacarideos e acido glicurénico, radicais de acetato, piruvato,

hidroxibutirato e succinato [11, 13].

A producdo de EPS microbianos fornece uma alternativa valida para
substituicdo das gomas comumente usadas, como o amido e outros, através do
desenvolvimento de produtos com propriedades praticamente idénticas ou,
com melhores caracteristicas reologicas, que podem ser usados para novas
aplicacoes. Isto é devido a variedade de polissacarideos sintetizados por
microrganismos. Embora a composicdo desses polimeros seja limitada a um
pequeno numero de monossacarideos, outros componentes também sao
encontrados, como fosfato, acetato e piruvato. Além disso, a producéo
industrial dos biopolimeros ndo € vulneravel a problemas na colheita,

condicBes climaticas ou poluicdo marinha [1, 4].

Modificagdes na composicao quimica dos biopolimeros alteram as suas
propriedades reoldgicas. Isso pode ser observado na producdo de xantana,
onde alteracbes no comportamento reologico desta sdo ocasionadas por

modificacdes na cadeia lateral do polimero e seus substituintes acil [2] e
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alteracdes na gelatinizagdo sdo ocasionadas por modificacdes na relagao D-
manose:D-galactose [12].

As bactérias do género Beijerinckia spp. sdo bastonetes que possuem a
capacidade de produzir biopolimeros com diferentes composicoes,
dependendo da espécie [4]. O polimero produzido por Beijerinckia sp. 7070
possui caracteristicas pseudoplasticas e alta viscosidade com baixas taxas de
deformacédo. Essa propriedade confere ao polimero excelentes caracteristicas
de suspenséao e sensacéo bucal ndo pegajosa [16].

Os biopolimeros podem ser produzidos em meio liquido pelo processo
convencional, cultivando o microrganismo no meio contendo fonte de carbono e
sais minerais, ou por via enzimatica, utilizando as enzimas previamente
produzidas e purificadas. O processo via enzimatica € utilizado na producao de
dextrana, que é um homopolissacarideo do qual sdo conhecidas a via
metabdlica e a enzima indutora do processo. Este processo apresenta
vantagens, como: diminuicdo dos riscos de contaminacao, reducdo dos custos
industriais do processo e ainda possibilidade de obtencédo de produtos com
melhores caracteristicas, como melhor comportamento reoldgico.

Na producéo de EPS por bactérias Gram-positivas, como Leuconostoc
mesenteroides, enzimas lipoprotéicas extracelulares estdo envolvidas e sdo
secretadas na superficie da célula. J& a sintese de EPS por bactérias Gram-
negativas é intracelular [15] e instavel em diferentes espécies bacterianas,
como Xanthomonas campestris [7]. A biossintese de xantana, por exemplo
comeca com a sintese de precursores UDP-glicose, UDP-acido glicurénico e
GDP-manose a partir da conversdo de acucares simples; ap0s ocorre a
transferéncia de monossacarideos a partir do nucleotideo correspondente para
o lipideo carregador localizado na membrana da célula para formar a unidade
pentassacaridica repetitiva e a adicdo de grupos acetil e piruvato que séo
obtidos a partir de acetil-coA e fosfoenolpiruvato, respectivamente [1, 2, 3, 5, 6,
13]. O estagio final da secrecdo da xantana, a partir da membrana
citoplasmatica, envolvendo a passagem através do periplasma e membrana
exterior e a excrecdo no ambiente extracelular, € pouco elucidado, assim como
o local preciso do processo de polimerizacdo [2, 12, 13]. Alguns autores
consideram que primeiro ocorre a polimerizacdo das unidades

pentassacaridicas no interior da célula, e apds a excrecao do polissacarideo no
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exterior [1, 2, 3, 5, 13]. Ja, segundo KOPLIN et al. [6], as unidades
pentassacaridicas sdo secretadas e ap0s polimerizadas.

Estudos bioquimicos e fisiolégicos, demonstram que a sintese de
xantana € similar a biossintese de exopolissacarideos de outras bactérias
Gram-negativas [6, 11]. A via biossintética da Beijerinckia sp. 7070, que é uma
bactéria Gram-negativa, ainda ndo é conhecida.

O objetivo desse trabalho foi estudar o comportamento reolégico e a
composicdo quimica do biopolimero clairana® produzido por via enzimatica,
através de inativacdo e lise celular, e do biopolimero produzido

convencionalmente com células viaveis de Beijerinckia sp. 7070.

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 — Microrganismo

A bactéria utilizada foi a Beijerinckia sp. 7070, que foi isolada por
VENDRUSCOLO [15] do solo de plantagdo de cana-de-acUcar na regido de
Ribeirdo Preto-SP, identificada e caracterizada como produtora do biopolimero
clairana®. A bactéria foi conservada por liofilizacéo para ser utilizada durante

todo o experimento.

2.2 - Producéo de biopolimeros utilizando-se célula s viaveis, inativadas e
lisadas

A producédo de biopolimeros foi realizada por fermentacédo aerdbica em
batelada, em incubador agitador New Brunswick Scientific, modelo Innova
4230. O inéculo de 1 mL de suspensdo bacteriana com 1x10°UFC/mL,
preparado a partir de colénias de 24 horas de crescimento, foi acrescentado a
100 mL de meio liquido de producdo YM estéril, contendo (g.L™): (1) KoHPO,
2,0, MgSO4 7H,0 2,7, KH,PO,4 13,62; (2) extrato de levedura 0,2, triptose 2,0;
(3) sacarose 50,0 [20], através de metodologia de VENDRUSCOLO [16]
modificada por PADILHA [9]. Em tempo zero, todas amostras contendo o0 meio
adicionado de inoculo foram submetidas as condi¢cdes de incubacéo: 24T a
180 rpm. Apos 30 h de incubacéo, parte dessas amostras foi submetida a

morte celular através de lise com o0 uso de ultrasom (amplitude de 60 Hz e
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pulso de 3 s por 10 min), e inativacdo celular, pela adicdo de 300 pug/mL do
antibiotico tetraciclina. Foi adicionado ainda, em ambas amostras, azida sodica.
Apds, seguiu-se o0 processo de producdo do biopolimero e amostras
produzidas com células lisadas, inativadas e viaveis (controles) foram retiradas
simultaneamente em trés tempos diferentes: 32, 46 e 54 h. Outra parte das
amostras foi submetida a morte celular, pelos mesmos procedimentos, em 46
h, sendo as amostras retiradas apés em 48, 52 e 54 h. Todas amostras foram
retiradas em triplicata. Os meios fermentados de cada amostra foram
centrifugados, para remocédo das células, a 16000 g, a temperatura de 4° a
14°C por 20 minutos em centrifuga refrigerada. Adicionou-se ao sobrenadante
etanol 95%, na propor¢cdo de 1:4 (v/v), para recuperacdo dos biopolimeros
sendo estes secos em estufa a 56T até atingir peso constante, pesados e

triturados.

2.3 - Composigcdo quimica dos biopolimeros produzido s utilizando-se
células viaveis, inativadas e lisadas

Todos os polimeros obtidos foram hidrolisados em HCI 1N (3% m/v) a
80°C por 16 horas, em banho-maria com temperatura controlada, e analisados
por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa em cromatofolhas de
aluminio de gel de silica 60 F,s4 Merck, para determinacdo da composi¢ao
quimica. O eluente empregado foi cloroférmio: metanol: acido acético: agua, na
proporcdo de 40:40:10:10 (v/viviv). Para revelacdo foi utilizado o reagente
anizaldeido sulfurico e os padrdes utilizados foram: glicose, galactose, fucose e

acido glicuronico.

2.4 — Comportamento reoldgico das solucdes de biopo limeros das
amostras produzidas utilizando-se células viaveis, inativadas e lisadas.

O comportamento reologico das solugbes aguosas dos biopolimeros a
6% foi analisado no redbmetro Rheo Stress 150S, utilizando sensor do tipo
placa-cone. A placa utilizada foi de 100 mm de diametro e o rotor (cone) usado
foi o PP35TI. Foi aplicada uma taxa de deformacéao (y) variando de 0,01 a 150
s com um tempo de andlise de 750 s. Esses valores foram obtidos através de
uma varredura de tensdo, pois acima da taxa de deformacdo de 150 s™ toda
estrutura ja havia sido destruida. Os parametros utilizados para varredura
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foram: tensédo de cisalhamento de 1 a 100 Pa com uma frequéncia de 1Hz e
uma tomada de 120 pontos. A amostragem foi realizada em triplicata.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Composi¢do quimica dos biopolimeros produzido s utilizando-se
células viaveis, inativadas e lisadas.

O biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 em todas amostras
analisadas neste trabalho apresentaram os mesmos componentes: glicose,
galactose, fucose e &cido glicurdnico, sendo estes componentes iguais aos dos
polimeros CV-70 e OS-32 [15].

Os resultados das analises cromatograficas dos polimeros produzidos,
respectivamente, com células inativadas e viaveis, e com células lisadas e
viaveis, retirados em diferentes periodos, podem ser vistos nas Figuras 1 e 2. A
mancha azul superior (Rf 0,92), representa produtos da hidrdlise da glicose e a

segunda (rosa, Rf 0,74), produtos da hidrolise do acido glicurénico.
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FIGURA 1. Andlise cromatografica (CCDC) das amostras de biopolimeros
hidrolisados produzidos utilizando células inativadas em 30 h (retiradas em
32, 46 e 54 h) e em 46 h (retiradas em 48, 52 e 54 h) e utilizando células
viaveis (C), retiradas nos respectivos tempos. Padrdes: fucose e galactose
(P1) e glicose e acido glicurdnico (P2). Eluente: cloroférmio: metanol: acido
acético: agua, na proporcéao de 40:40:10:10 (v/v/viv). Revelador: anizaldeido

sulfarico.
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FIGURA 2. Andlise cromatografica (CCDC) das amostras de biopolimeros
hidrolisados produzidos utilizando células lisadas em 30 h (retiradas em 32,
46 e 54 h) e em 46 h (retiradas em 48, 52, 54 h) e utilizando células viaveis
(C), retiradas nos respectivos tempos. Padrbes: fucose e galactose (P1) e
glicose e acido glicurdénico (P2). Eluente: cloroférmio: metanol: acido
aceético: agua, na proporcao de 40:40:10:10 (v/v/viv). Revelador: anizaldeido

sulfarico.

A avaliacdo de cepas e espécies de Beijerinckia tem revelado
polissacarideos com diferentes composi¢cdes. O polimero de B. mobilis
apresenta alto conteudo de acido L-glicurénico. [1]. A bactéria do solo B. indica
produz um polissacarideo em que glicose, ramnose e acido glicurdénico estao
presentes em uma fracdo molar aproximada 6.6:1.5:1 [4]. O polissacarideo CV-
70 obtido por fermentacdo aerdbica de Beijerinckia contém glicose, fucose, e
residuos de galactose em uma proporgdo de 3:1:3, todos na forma piranosidica
[10]; o polimero OS-32 produzido pela cepa 32 de Beijerinckia contém glicose,
galactose e fucose na proporcdo de 3:1:3. [16] e 0 produzido por Beijerinckia
sp. 7070, caracterizado por VENDRUSCOLO [16] é formado por unidades de
glicose, galactose, fucose, &cido galacturénico e glicurdnico, sendo o
componente principal a glicose (52,8% do peso seco do polissacarideo) [15].

Todos as amostras de polimeros produzidos com células viaveis (C)
apresentaram maior quantidade de glicose (Rf 0,54) do que os das amostras

produzidas com células inativadas e lisadas. Essa diferenca foi mais acentuada



77

com relacdo ao método que utilizou células inativadas, demonstrando que os
polimeros obtidos pela producdo utilizando células inativadas apresentam
menor quantidade de glicose do que os produzidos com células lisadas.

Observa-se pelas Figuras 1 e 2 que todas amostras apresentaram
aumento na quantidade de galactose (Rf 0,50), glicose (Rf 0,53) e fucose (rf
0,64) com o passar do tempo, sendo que estas prevaleceram nas amostras
submetidas a morte celular em 46 h, retiradas em 48, 52 e 54 h.

A quantidade de acido glicurénico (Rf 0,33) foi maior nos polimeros das
amostras produzidas com células lisadas, e esta quantidade diminuiu com o
passar do tempo, prevalecendo, entdo, nas amostras lisadas em 30 h de
cultivo, retiradas em 32, 46 e 54 h. Essas amostras também apresentaram
maior quantidade de galactose, em relacdo a glicose. JA as amostras de
biopolimeros obtidos por inativacao celular apresentaram maior teor de glicose
em relagdo a galactose.

3.2 - Comportamento Reolégico das solucdes de biopo limeros das
amostras produzidas utilizando-se células viaveis, inativadas e lisadas
As solugbes aquosas a 6% de todas amostras apresentaram
comportamento pseudoplastico, ou seja, a viscosidade aparente de todas
amostras decresceu de maneira substancial a medida que a taxa de

deformag&o aumentou.

As Tabelas 1 e 2 apresentam as médias das viscosidades, em Pas, de

todos biopolimeros produzidos, na taxa de deformacdo de 1,0a 1,2 s™.

TABELA 1. Viscosidade (em Pas) das amostras de biopolimeros produzidos
com células inativadas e lisadas em 30 h, e das amostras de polimeros
produzidos com células vidveis retiradas em 32, 46 e 54 h, na taxa de

deformacdo de 1,0a 1,2 s™.

Viscosidade (Pas) dos biopolimeros

cél. inativadas cél. lisadas cél. viaveis
32 h 15,5 35 17,5
46 h 14,7 28,9 33,6

54 h 16,3 29,4 39,1




78

TABELA 2. Viscosidade (em Pas) das amostras de biopolimeros produzidos
com células inativadas e lisadas em 46 h, e das amostras de polimeros
produzidos com células viaveis retiradas em 48, 52 e 54 h, na taxa de

deformacdo de 1,0a 1,2 s™.

Viscosidade (Pas) dos biopolimeros

cél. inativadas cél. lisadas cél. viaveis
48 h 42,9 61,3 49,3
52 h 41,9 56 42,1
54 h 28,3 68,4 39,1

A Figura 3 apresenta o comportamento reologico das solugbes de
biopolimeros das amostras produzidas com células inativadas (a), lisadas (b) e
viaveis (c), respectivamente, em 30 horas, retiradas em 32, 46 e 54 h.

Todos os graficos relacionam a taxa de deformacgéo (y) em 1/s com a

viscosidade (n) em Pas e com a tenséo de cisalhamento (1) em Pa.
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FIGURA 3. Comportamento reoldgico das solu¢des aquosas de biopolimeros a
6%, a 25° C, obtidos através da producdo com células inativadas (),

lisadas (b) e viaveis (c) em 30 h, retiradas em 32, 46 e 54 h.
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Observa-se pela Tabela 1 e 2 e pelas Figuras 3 (a), (b) e (c) que a maior
viscosidade encontrada entre as amostras produzidas com células inativadas
em 30 h foi a da amostra retirada em 54 h (16,3 Pas na taxa de deformacao de
1,0 a 1,2 s™), seguido da retirada em 32 h (15,5 Pas) e da retirada em 46 h
(14,7 Pas). As viscosidades dessas amostras foram muito semelhantes. As
solugdes de polimeros das amostras obtidas por células lisadas (b) em 30 h
retiradas em 46 h também apresentaram menor viscosidade (28,9 Pas na taxa
de deformacdo de 1,0 a 1,2 s™), mas a maior viscosidade foi obtida pela
amostra retirada em 32 h seguida pela retirada em 54 h (35 e 29,4 Pas,
respectivamente). Ja as soluc¢des de polimeros obtidos com células viaveis (c)
apresentaram um aumento progressivo na viscosidade, ou seja, de 32 para 46
h (17,5 a 33,6 Pas) e de 46 a 54 h (33,6 a 39,1 Pas). Esse aumento da
viscosidade dos polimeros produzidos com células viaveis em funcéo do tempo
se deve, provavelmente, ao aumento da producdo e polimerizacdo do
biopolimero ao longo do tempo, o que ocasiona aumento das interacfes na
disperséo, e consequientemente, maior viscosidade.

A Figura 4 apresenta o comportamento reoldgico das solucbes de
biopolimeros das amostras produzidas com células inativadas (a), lisadas (b) e

viaveis (c), respectivamente, em 48 horas, retiradas em 48, 52 e 54 h.
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FIGURA 4. Comportamento reoldgico das solu¢cdes aquosas de biopolimeros a
6%, a 25° C, obtidos através da producdo com células inativadas (),

lisadas (b) e viaveis (c) em 46 h, retiradas em 48, 52 e 54 h.
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Observa-se pelas Tabelas 1 e 2 e pelas Figuras 4 (a), (b) e (c) que a
viscosidade das solucdes aquosas de biopolimeros a 6%, a 25° C, obtidos
através da producdo com células inativadas em 46 h, diminuiu com o tempo,
sendo que as viscosidades dos retirados em 48 e 52 h foram muito
semelhantes (42,9 e 41,9 Pas na taxa de deformacdo de 1,0 a 1,2 s*) e a do
retirado em 54 h foi acentuadamente menor (28,3 Pas). Ja a viscosidade das
solucdes de polimeros obtidos por células lisadas (b) retirados em 54 h foi
maior (68,4 Pas na taxa de deformacdo de 1,0 a 1,2 s™*) do que do retirado em
48 h (61,3 Pas) e em 52 h (56 Pas). As solu¢cdes de polimeros produzidos com
células viaveis (c) apresentaram viscosidades decrescentes de 48 a 52 h (49,3
a 42,1 Pas)ede 52a54h (42,1 a 39,1 Pas).

A Figura 5 mostra os resultados da comparacao entre as viscosidades
das solucdes das amostras de polimeros obtidos com células inativadas e
lisadas em 30 h e com células viaveis, retiradas simultaneamente em 32 h (a),
46 h (b) e 54 h (c) de producéo.
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FIGURA 5. Comportamento reoldgico das solu¢des aquosas de biopolimeros a
6%, a 25° C, obtidos através da producédo com células inativadas e lisadas
em 30 h, e de células viaveis, retiradas simultaneamente em 32 h (a), 46 h

(b) e 54 h (c).
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Observa-se, pelas Tabelas 1 e 2 e pelas Figuras 5 (a), (b) e (c) que a
viscosidade da solucdo da amostra retirada em 32 h obtida com células lisadas
(35 Pas na taxa de deformacdo de 1,0 a 1,2 s™) foi bem maior do que a da
amostra obtida com células viaveis (17,5 Pas) e esta maior do que a obtida
com células inativadas (15,5 Pas). Ja em 46 h (b), a viscosidade das amostras
com células lisadas (28,9 Pas na taxa de deformacdo de 1,0 a 1,2 s™) foi
menor do que a com células viaveis (33,6 Pas) mas maior do que a com
células inativadas (14,7 Pas). O mesmo comportamento foi observado na
Figura 5 (c), em amostras retiradas em 54 h, onde as viscosidades das
amostras com células lisadas, viaveis e inativadas foram respectivamente de
29,4: 39,1 e 16,3 Pas na taxa de deformacdo de 1,0 a 1,2 s™.

A Figura 6 mostra os resultados da comparacao entre as viscosidades
das solucdes das amostras de polimeros obtidos com células inativadas e
lisadas em 46 h e com células viaveis, retiradas simultaneamente em 48 h (a),
52 h (b) e 54 h (c) de producéo.
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FIGURA 6. Comportamento reoldgico das solu¢des aquosas de biopolimeros a
6%, a 25° C, obtidos através da producédo com células inativadas e lisadas

em 46 h, e de células viaveis, retiradas simultaneamente em 48 h (a), 52 h

(b) e 54 h (c).
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Observa-se pelas Tabelas 1 e 2 e pelas Figuras 6 (a), (b) e (c), que as
viscosidades das solu¢cdes de polimeros de amostras obtidas através de
células lisadas foram maiores do que as das obtidas por células viaveis e ainda
maiores do que as com células inativadas nos trés tempos (48, 52 e 54 h).

A maior viscosidade encontrada foi a do biopolimero produzido com
células lisadas em 46 h retirado em 54 h (68,4 Pas na taxa de deformacao de
1,0 a 1,2 s*). Em todo experimento, as maiores viscosidades foram de
amostras de polimeros produzidos com células lisadas. Estas apresentam
maior quantidade de &cido glicurbnico e de glicose do que as com células
inativadas. A viscosidade das amostras produzidas com células viaveis, que
apresentam maior quantidade de glicose, foi maior somente nas amostras
retiradas em 46 e 54 h.

Todos esses resultados sugerem que, provavelmente, a via de sintese
de clairana® seja semelhante a de xantana. A lise celular liberou os
polissacarideos produzidos intracelularmente para o exterior e estes e
oligossacarideos também liberados continuaram sendo polimerizados por
polimerases extracelulares. O alongamento da cadeia de polissacarideo fez
com que aumentasse 0 numero de interacbes na dispersdo, ou seja, as
interacdes entre cadeias préximas, produzindo um polimero com melhor
comportamento reoldgico devido a maior viscosidade..

Segundo KANG & McNEELY [4], a viscosidade de solu¢gbes aquosas do
polissacarideo produzido por Beijerinckia spp. pode ser maior que a de
solugbes similares de xantana e a viscosidade é estavel a uma série de
temperaturas, bem como a pH de 3-12. As solu¢des sao pseudoplasticas e a
presenca de sais eleva a viscosidade.

A viscosidade aparente da solucéo do biopolimero B-27 a 6% na taxa de
deformac&o de 0,3 s™ foi de 78 Pas [16] e das solucbes a 3% do biopolimero
clairana® obtido por PADILHA [9] em 24 e 36 h de fermentacdo, na mesma
taxa de deformacéo foram , respectivamente, de 50 e 55 Pas.

Com relacéo as tensdes de cisalhamento, menores tensdes indicam que
uma menor taxa de deformacéo é capaz de destruir a estrutura do gel, ou seja,
o gel é mais fragil e apresenta menor viscosidade do que outro gel com maior

tenséo aplicada.
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CONCLUSOES

A composi¢cdo quimica foi a mesma para todas as amostras. Os
componentes sdo: glicose, galactose, fucose e acido glicurénico. As
amostras de polimeros produzidos com células viaveis apresentaram maior
quantidade de glicose do que as produzidas com células lisadas e estas
maior do que as produzidas com células inativadas. A quantidade de
galactose, glicose e fucose aumentou com o passar do tempo, e a
quantidade de acido glicurénico foi maior nos polimeros das amostras
produzidas com células lisadas, principalmente nas lisadas em 30 h de
cultivo. Essas amostras também apresentaram maior quantidade de
galactose, em relacdo a glicose e as com células inativadas apresentaram
maior teor de glicose em relacdo a galactose.

A maior viscosidade encontrada foi a do biopolimero produzido com células
lisadas em 46 h retirado em 54 h (68,4 Pas na taxa de deformacéo de 1,0 a
1,2 sh.

As amostras de polimeros obtidos com células lisadas apresentaram
maiores viscosidades em geral. As amostras com células viaveis somente
apresentaram maior viscosidade quando retiradas em 46 (33,6) e 54 h
(39,1).

A sintese de clairana®, provavelmente, seja semelhante a de xantana pois
provavelmente a lise celular tenha liberado os polissacarideos produzidos
intracelularmente para o exterior e melhorado o comportamento reoldgico
destes.

O processo utilizando células lisadas apresenta maior potencialidade para
producdo, pois além dos polimeros apresentarem maiores viscosidades,

nNao € necessaria a etapa de centrifugacao para remocéao das células.
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5. CONCLUSOES GERAIS

- A maior producéo total de biopolimero ocorreu em 30 e 72 h, sendo que a
producdo de polimeros de fibra longa aumentou com o tempo,
possivelmente pela acdo de enzimas que foram polimerizando esses
fragmentos, e a de fibra curta diminuiu. Em 30 h ocorreu um equilibrio entre
a quantidade de fibras longas e curtas produzidas. A maior produtividade
encontrada foi apés 48 h de fermentagcdo. Em 72 h de fermentacdo foi
encontrada a maior viscosidade e o polimero foi de fibra longa. Em geral, os
polimeros que apresentaram maior viscosidade foram os de fibra longa, e a
viscosidade dos de fibra curta permaneceu praticamente estavel ao longo do
tempo. A viscosidade destes foi igual em 30 h de cultivo. Os biopolimeros de
16 a 36 h apresentaram comportamento praticamente newtoniano e os de
48, 72 e 96 h, comportamento pseudoplastico. Todos os biopolimeros
apresentaram 0s mesmos componentes: glicose, fucose, galactose e acido
glicurdonico, mas com intensidades diferentes e todos os de fibra curta
apresentaram maior teor de glicose. Os biopolimeros de fibra longa
apresentaram, geralmente, maior teor de acido glicurénico. Foi observado
também que o teor de fucose e galactose influenciou na viscosidade.

- Os resultados sugerem que é possivel produzir o biopolimero clairana® via
enzimatica; e que a sintese, provavelmente, seja semelhante a de xantana,

- Provavelmente parte das enzimas responsaveis pela sintese do polimero

sejam intracelulares, e algumas polimerizantes extracelulares;
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- As enzimas envolvidas na sintese e na degradacdo do biopolimero
permanecem ativas no meio, apds serem liberadas, mesmo sem a acao de
célula bacteriana e comecam a atuar antes de 30 h de fermentacéo;

- Com relacao a producao, a quantidade de polimero produzido pelo processo
via enzimatica através de lise celular foi maior do que a quantidade
produzida por inativagdo e até mesmo maior do que a quantidade produzida
pelo processo convencional com ceélulas viaveis de Beijerinckia sp. 7070.
Uma explicacéo para esse fato seria que a lise celular causa a liberacéo dos
polissacarideos, que estavam prontos no interior da célula, para o exterior e
liberacdo das polimerases que agem polimerizando os oligossacarideos
também liberados.

- Com relacho a composicdo quimica, todas amostras analisadas
apresentaram 0s mesmos componentes. As amostras de polimeros
produzidos com células viaveis apresentaram maior quantidade de glicose
do que as produzidas com células lisadas e estas maior do que as
produzidas com células inativadas. A quantidade de galactose, glicose e
fucose aumentou com o passar do tempo, e a quantidade de acido
glicurdnico foi maior nos polimeros das amostras produzidas com células
lisadas, principalmente nas lisadas em 30 h de cultivo. Essas amostras
também apresentaram maior quantidade de galactose, em relacdo a glicose
e as com células inativadas apresentaram maior teor de glicose em relacao
a galactose.

- Com relacdo ao comportamento reoldgico, a maior viscosidade encontrada
foi a do biopolimero produzido com células lisadas em 46 h retirado em 54 h
(68,4 Pas). As amostras de polimeros obtidos com células lisadas
apresentaram maiores viscosidades, em geral, sendo na amostra lisada em
30 h retirada em 32 h (35 Pas) e em todas lisadas em 46 h (61,3; 56 e 68,4
Pas). As amostras com células viaveis somente apresentaram maior
viscosidade quando retiradas em 46 (33,6) e 54 h (39,1).

- O processo utilizando células lisadas apresenta maior potencialidade para
producdo, pois além de apresentar maior producdo de biopolimeros e com
maiores viscosidades, ndo € necessaria a etapa de centrifugacdo para

remocao das células.
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