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RESUMO

Biopolimeros microbianos sao polissacarideos produzidos por microrganismos. A Beijerinckiasp. 7070 produz o biopolimero denominado
clairana®. Biopolimeros microbianos 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 sao
intra e/ou extracelulares, se as enzimas permanecem ativas no meio e estudar a producao do biopolimero via enzimatica, através de
inativacao e lise celular, e pelo processo convencional com células viaveis. As amostras foram cultivadas com a bactéria em meio liquido
e submetidas a morte celular por inativagao e lise celular apos 30h, através de antibiotico e ultrasom, respectivamente. Amostras foram
retiradas apés 32, 46 e 54h de incubacao, junto com amostras produzidas com células viaveis. O mesmo procedimento foi realizado em
46h e amostras foram coletadas apés 48, 52 e 54h de incubacgao. Os polimeros foram recuperados, secos, pesados e analisados. Os
resultados sugerem que é possivel produzir o biopolimero clairanaa via enzimatica e que, provavelmente enzimas intra e extracelulares
estao envolvidas, permanecendo ativas no meio e comecando a atuar antes de 30h de fermentacao. O processo via enzimatica através de
lise foi mais eficiente pois libera os polissacarideos produzidos intracelularmente para o meio externo.
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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. Microbial biopolymers are polysaccharides produced by microorganisms. Beijerinckia sp. 7070
produces the biopolymer denominated as clairana®. Microbial 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 by enzymatic pathway, through cellular inactivation and lyse, and through conventional process with
viable cells. The samples were cultivated with bacteria in liquid medium, and subjected to cellular death through cellular inactivation
and lyse after 30h, by antibiotic and ultrasom, respectively. Samples were removed 32, 46 e 54h after incubation period, together with
samples produced with viable cells. The same procedure was performed after 46h and samples collected after 48, 52 e 54h of incubation
period. The polymers were recovered, dried, weighed and analyzed. The results suggest that it is possible to produce the clairanaa
biopolymer by enzymatic pathway and that, probably, intra and extracellular enzymes are involved, remaining active in the medium and
beginning to act before 30h of fermentation. The enzymatic pathway process through cellular lyse is more effective, because it releases

the polysaccharides intracellularly produced to medium.

Keywords: microbial biopolymers; enzymes; production; enzymatic pathway.

1 - INTRODUCAO

Biopolimeros microbianos sdo polissacarideos pro-
duzidos por microrganismos, que tém a capacidade de
formar géis e solucdes viscosas em meio aquoso. O
biopolimero produzido por Beijerinckia sp. 7070 é deno-
minado clairana®. Este pode ser utilizado como agente
de suspensao, gelificante, emulsificante e em produtos
da linha diet e light, como substituto de gorduras ou
como estruturante ou espessante [17]. Além disso, pode
substituir as gomas comumente usadas na industria de
alimentos, como o amido e outros, através do desenvol-
vimento de produtos com propriedades praticamente
idénticas ou com melhores caracteristicas reologicas [14].

A producao de biopolimeros microbianos em meio
liquido pode ser pelo cultivo do microrganismo em meio
contendo fonte de carbono e sais minerais, processo uti-
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lizado atualmente para produgao de clairana®. Outro
tipo de producao, em meio liquido, € por via enzimatica,
ou seja, utilizando enzimas purificadas (sem a agao da
bactéria). As enzimas sao primeiramente produzidas e
purificadas e depois, utilizadas para sintese do polimero
em meio contendo substrato. O processo via enzimatica
€ utilizado na producao de dextrana [12].

Na producéao de exopolissacarideos (EPS), por bacté-
rias Gram-positivas, enzimas lipoprotéicas extracelulares
estao envolvidas e sdo secretadas na superficie da célula.
Ja a sintese de EPS (hetero e homopolissacarideos) por
bactérias Gram-negativas € intracelular [16] e instavel em
diferentes espécies bacterianas, como Xanthomonas
campestris [11]. Estudos bioquimicos e fisiologicos, de-
monstram que a sintese de xantana é similar a biossintese
de EPS de outras bactérias Gram-negativas [10, 13]. A
Beijerinckia sp. 7070 é uma bactéria Gram-negativa, e a
sua via biossintética ainda néo € conhecida.

A dextrana €& produzida pela enzima
dextranassacarase, 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 formacao de ligacoes
glicosidicas usando um ac¢ucar difosfo nucleotideo como
o acucar doador e a liberacao de frutose [2, 4, 5].
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A biossintese de xantana € mais complexa e segue os
seguintes passos: (1) sintese de precursores UDP-glicose,
UDP-acido glicuréonico e GDP-manose a partir da conver-
sao de agucares simples, (2) transferéncia de monossaca-
rideos, a partir do nucleotideo correspondente para o
lipideo carregador localizado na membrana da célula, para
formar a unidade pentassacaridica repetitiva, (3) adicao
de grupos acetil e piruvato, que sao obtidos a partir de
acetil-coA e fosfoenolpiruvato, respectivamente, e (4) poli-
merizacao e excrecao do polissacarideo. O local preciso
do processo de polimerizacao e o estagio final da secrecao
do EPS a partir da membrana citoplasmatica, envolvendo
a passagem através do periplasma e membrana exterior e
a excrecao para o ambiente extracelular, ainda sao pouco
elucidados [6, 15, 16]. Alguns autores consideram que
primeiro ocorre a polimerizacdo das unidades
pentassacaridicas no interior da célula, e apos a excrecao
do polissacarideo no exterior [3, 6, 7, 9, 16]. Ja segundo
KOPLIN et al [10], as unidades pentassacaridicas sao
secretadas e apos polimerizadas.

O estudo da producao de biopolimeros via enzimati-
ca é de grande importancia pois, além de diminuir os
riscos de contaminacao, reduz os custos industriais do
processo e possibilita a obtencao de produtos com me-
lhores caracteristicas.

Por isso, os objetivos desse trabalho foram: avaliar a
possibilidade de produzir o biopolimero clairana® via
enzimatica, verificar se a sintese e as enzimas envolvi-
das na sintese sao intra e/ou extracelulares, verificar se
as enzimas envolvidas na sintese e na degradacao do
biopolimero permanecem ativas no meio, mesmo sem a
acao de célula bacteriana e estudar a producao do
biopolimero clairanaa pelo processo via enzimatica, atra-
vés de inativacao e lise celular, e pelo processo conven-
cional com células viaveis de Beijerinckia sp. 7070.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Microrganismo e caracterizacao morfo-fisiolé-
gica e bioquimica

A bactéria utilizada foi a Beijerinckia sp. 7070 isolada
por VENDRUSCOLO [17], produtora do biopolimero
clairana®. Esta bactéria foi caracterizada bioquimicamente
e liofilizada para ser utilizada em todo experimento.

2.2 - Antibiograma e determinacao da concentracao
inibitéria minima (CIM) pela técnica da diluicao em
tubos

Foi realizado um antibiograma utilizando o Método
de Kirby-Bauer, com o objetivo de determinar quais an-
tibiéticos inibem a reproducao celular de Beijerinckia sp.
7070. Foram testados os antibioticos: acido pepimidico
(20ug), amicacina (30ug), ampicilina (10ug), cefalotina
(30ug), cloranfenicol (30ug), estreptomicina (10ug,)
kanamicina (30ug), oflaxacina (Sug), rifampicina (30ug),
tobramicina (10ug), tetraciclina (30ug) e vancomicina
(30ug). Primeiramente, placas com meio yeast malt (YM)
agar foram semeadas com a bactéria e os discos coloca-

dos a uma distancia de 15mm entre eles e entre as bor-
das da placa. As placas foram incubadas a 28°C por 24h
e depois observadas para verificacao da presenca de halos
de inibicao (zonas claras ao redor dos discos). Os diame-
tros desses halos foram medidos e, com o auxilio da Ta-
bela do Boletim COBA da Sociedade Brasileira de
Microbiologia [1], foi determinado se a bactéria em teste
€ considerada sensivel, moderadamente sensivel (sensi-
bilidade intermediaria) ou resistente aos antibioticos.

Para avaliar a viabilidade da producao via enzimati-
ca, é preciso obter o caldo de fermentacao com as enzimas
purificadas secretadas sem a presenca de metabolismo
celular. Por isso € necessario lisar ou inativar a bactéria.
A técnica utilizada para determinacao da concentracao
inibitéria minima, ou seja, a menor concentracao de
antibiético necessaria para causar a morte celular da
bactéria, foi a de diluicao em tubos. A tetraciclina, por
ser um dos antibidticos ao qual a cepa apresentou sen-
sibilidade e por causar inativacao celular, foi adicionada
em concentracdes crescentes em tubos contendo o meio
de crescimento YM e a bactéria. As condicoes do experi-
mento foram: 28°C, 180rpm por 24h em incubador com
agitacdo. Apos esse periodo os tubos foram observados
visualmente e os que se apresentaram turvos, indica-
ram crescimento celular e os limpidos, inibicao do cres-
cimento. Leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro com comprimento de onda de 600nm
e com os resultados, foram calculados os nameros apro-
ximados de células viaveis por mL em cada concentra-
cao do antibidtico e assim, determinada a menor con-
centracdo de tetraciclina necessaria para causar a
inativacao.

2.3 - Producao e produtividade de biopolimeros
microbianos utilizando-se células viaveis, inativadas
e lisadas

Nesta fase, os experimentos utilizaram producao via
enzimatica apos inativacao e apos lise celular, e produ-
cao convencional com células viaveis. Foi realizada pro-
ducao com morte celular em dois periodos (30 e 46h)
com consequente continuacao da fermentacao.

A producao de biopolimeros foi realizada por fermen-
tacao aerdobica em batelada, em incubador agitador New
Brunswick Scientific, modelo Innova 4230. O inéculo de
1mL de suspensao bacteriana com 1x10°UFC/mL, pre-
parado a partir de colonias de 24h de crescimento, foi
acrescentado a 100mL de meio liquido de producao YM
estéril, contendo (g.L'): (1) K,HPO, 2,0, MgSO, 7H,0 2,7,
KH,PO, 13,62; (2) extrato de levedura 0,2, triptose 2,0;
(38) sacarose 50,0, através de metodologia de
VENDRUSCOLO [17] modificada por PADILHA [12].

No tempo zero, todas amostras contendo o meio adi-
cionado de inéculo foram submetidas as condicoes de
incubacao: 24°C, 180rpm. Apds 30h de fermentacgao,
parte dessas amostras foi submetida a morte celular atra-
vés de lise, com o uso de ultrasom (amplitude de 60Hz e
pulso de 3s por 10min), e inativacao celular, pela adicao
do antibiotico tetraciclina, na concentracao recomenda-
da de 300ug/mL. Foi adicionado ainda, em ambas amos-
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tras, azida sodica. Apos, seguiu-se o processo de produ-
cao e amostras de meio fermentado com células lisadas,
inativadas e viaveis (controles) foram retiradas simulta-
neamente em trés tempos diferentes: 32, 46 e 54h de
incubacao. Outra parte das amostras foi submetida a
morte celular, pelos mesmos procedimentos, em 46h,
sendo as amostras retiradas em 48, 52 e 54h de incuba-
cao. Todas amostras e o experimento foram realizados
em triplicata. Os meios fermentados de cada amostra
foram centrifugados, para remocao das células, a 16000g,
a temperatura de 4° a 14°C por 20 minutos em centrifu-
ga refrigerada. Adicionou-se etanol 95% ao sobrenadante,
na proporgcao de 1:4 (v/v), para recuperacao dos
biopolimeros, sendo estes secos em estufa a 56°C até
atingir peso constante, pesados e triturados. A produ-
cao (g/L) de biopolimero das amostras com células lisadas
e inativadas em 30 e 46h e viaveis retiradas em cada
tempo posterior 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.

2.4 - Analise estatistica

O teste aplicado foi a analise de variancia ANOVA,
para verificar se existem diferencas significativas entre
os tratamentos. Apos aplicou-se o teste de Tuckey, para
verificar entre quais tratamentos ocorreu a diferenca.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Caracterizacdo morfo-fisiolégica e bioquimica
da Beijerinckia sp. 7070

Para verificar se durante a preservacao da bactéria
nao houve modificacdes desta, e para caracterizar morfo-
fisiologicamente e bioquimicamente a Beijerinckia sp.
7070 utilizada nos experimentos, foram realizados tes-
tes bioquimicos [18]. Os resultados desses testes estao
na Tabela 1.

Nao houve modificacoes da bactéria durante a pre-
servacao. ApoOs essa caracterizacdo, a bactéria foi
liofilizada para ser usada em todo experimento.

3.2 - Antibiograma e determinacao da concentracao

.....

tubos

A Tabela 2 apresenta os resultados do antibiograma
realizado com a bactéria Beijerinckia sp. 7070 frente a
doze antibidticos diferentes, pelo Método de Kirby-Bauer,
utilizando a Tabela do Boletim COBA da Sociedade Bra-
sileira de Microbiologia [1] como referéncia.

Pela Tabela 2, pode-se observar que a Beijerinckia
sp. 7070 é sensivel aos antibioticos: acido pepimidico,
amicacina, cefalotina, cloranfenicol, rifampicina e
tetraciclina; resistente a ampicilina, kanamicina,
tobramicina e vancomicina e moderadamente resistente
a estreptomicina e oflaxacina.

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

Caracteristicas Beijerinckia sp. 7070
Morfologia bastonete
Coloragao de Gram -
Motilidade -
Coloragao em meio YM Amarela
Oxidase -

H,S em meio TSI: gas -
acido +
Urease -
Indol -
Vermelho de metila -
Voges proskauer +
Citrato +
Liquefacao de gelatina -
Fermentacdo  oxidativa Fermentativa
(OF) da glicose: +
Produz gas +
Produz acido
OF da sacarose: Fermentativa
Produz gas +
Produz 4cido +
McConkey cresce
EMB cresce

(-): negativo (+): positivo
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TABELA 2. Teste de sensibilidade da Beijerinckia sp. 7070 frente
aos seguintes antibidticos, pelo Método de Kirby-Bauer.

Antibidtico Sensibilidade ou Resisténcia

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

A CIM de tetraciclina para Beijerinckia sp. 7070 foi
de 300ug/mL.

3.3 - Producao e produtividade de biopolimeros
microbianos utilizando células viaveis, inativadas
e lisadas

Os resultados das médias de producao das amos-
tras de biopolimeros utilizando células inativadas e
lisadas em 30h e células viaveis, retiradas em 32, 46 e
54h de incubacao estao na Figura 1, e dos produzidos
com células inativadas e lisadas em 46h e células via-
veis, retirados em 48, 52 e 54h estao na Figura 2.
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FIGURA 1. Produgao de biopolimero (g/L) por células inativadas
e lisadas em 30h de cultivo e por células viaveis, retiradas
em 32, 46 e 54h de incubacao. Os numeros acima de cada
coluna se referem ao desvio padrao.

24 0.6
22 it

g/L

0,26

48 52 54
Tempo de incubac@o (h)

O cél. inativadasm cél. lisadas[d cél. viaveis

FIGURA 2. Produgao de biopolimero (g/L) por células inativadas
e lisadas em 46h de cultivo e por células viaveis, retiradas
em 48, 52 e 54h de incubacao. Os numeros acima de cada
coluna se referem ao desvio padrao.

Na producéao de biopolimeros utilizando células via-
veis, inativadas e lisadas, observou-se, pela Figura 1, que
utilizando células viaveis (controle), ocorreu um aumen-
to progressivo na producao de biopolimero de 30 a 46h e
de 46 a 54h de cultivo. Ja, pela Figura 2, observou-se
que, na verdade, entre 46 e 54h ocorreu um declinio em
52h e ap6s um novo aumento. Os periodos de aumento
na producao se devem, provavelmente, a maior presen-
¢a de enzimas polimerizantes (polimerases) atuando no
meio e o periodo de declinio, de enzimas degradadoras
do polimero formado. A presenca de polissacarases ou
hidrolases degradadoras do EPS produzido pela bacté-
ria é um problema encontrado tanto em laboratérios como
em producoes comerciais. Essas enzimas sao, geralmen-
te, 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 pela célula [15].

Observou-se também, pela Figura 1, que as primei-
ras amostras retiradas (32h) apos a morte celular em
30h, tanto por lise como por inativacao celular, apre-
sentaram maior producao de biopolimero do que os res-
pectivos controles (com células viaveis), pois provavel-
mente neste periodo existiam mais polimerases atuando
do que polissacarases. Ja nas amostras tratadas em 46h
(Figura 2), somente as amostras produzidas com células
lisadas apresentaram maior producéo de polimero do que
as com células viaveis (amostras retiradas em 48 e 52h).
Além disso, quase todas amostras produzidas com célu-
las lisadas com ultrasom apresentaram maior producao
de biopolimero do que as inativadas por tetraciclina, sen-
do que a Unica excecao foi a amostra produzida com
células inativadas em 30h retirada em 32h. A amostra
produzida com células lisadas em 30h retirada em 32h e
as com células lisadas em 46h retiradas em 48 e 52h
apresentaram maior producao do que as amostras dos
respectivos horarios produzidas com células viaveis.
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Esses resultados sugerem que, provavelmente, a
producao por Beijerinckia sp. 7070 seja similar a de
Xanthomonas campestris, onde as unidades pentas-
sacaridicas sao produzidas intracelularmente,
polimerizadas e excretadas para o exterior [2, 5, 6, 8,
15]. A lise celular causou a liberagao dos polissacari-
deos, que estavam prontos no interior da célula, para
o exterior e liberacdao das polimerases que, provavel-
mente, agiram polimerizando os oligossacarideos tam-
bém liberados.

O estagio final da secrecdo da xantana no ambiente
extracelular, ainda nao é bem esclarecido, assim como
o local preciso do processo de polimerizacao [5, 13, 15].
Segundo KOPLIN et al [10], as unidades pentassacari-
dicas sao secretadas e apds polimerizadas. Entao, nes-
se caso a lise causaria a liberacao dos oligossacarideos
e estes seriam polimerizados por polimerases extrace-
lulares.

Os resultados também sugerem que ha varias
enzimas envolvidas no processo de sintese e que, prova-
velmente, a maioria € intracelular e ja esta ativa em 30
horas de fermentacdo. A sintese de EPS requer, entao,
enzimas para producao de cada ac¢licar nucleotideo pre-
cursor; glicosiltransferases para as adicdes dos acuca-
res; uma ou mais polimerases, para a polimerizacao dos
oligossacarideos e proteinas envolvidas na exportacao
do polissacarideo para o meio extracelular [2].

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 48h) como 6 horas
apos a lise (52h). E houve somente um pequeno decrésci-
mo nessa producao apos 8 horas (54h). Esse aumento na
producao pode ser devido, também, a maiores quantida-
des de oligossacarideos secretados através da lise,
polimerizados pelas polimerases também liberadas.

A maior producao de polimero pela amostra produ-
zida com células inativadas em 30h retirada em 32h do
que pela amostra produzida com células lisadas no mes-
mo periodo sugere que em 30h, ha predominancia de
polissacarases ou hidrolases no interior da célula que
foram liberadas pela lise.

As Figuras 3 e 4 apresentam os resultados da pro-
dutividade dos biopolimeros (g/L/h) produzidos por cé-
lulas inativadas e lisadas em 30 e 46h, respectivamente
e por células viaveis, retiradas nos trés horarios dife-
rentes.

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

304

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 23(2):

32h) e, em alguns casos, foi maior do que a das amostras
produzidas com células viaveis (32 e 52h). Isso se deve,
provavelmente, a liberacao pela lise de polissacarideos que
estavam prontos no interior da célula e de polimerases.
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FIGURA 3. Produtividade de biopolimeros (g/L) produzidos por
células inativadas e lisadas em 30h de cultivo e por células
viaveis, retiradas em 32, 46 e 54h de incubacgao. Os nume-
ros acima de cada coluna se referem ao desvio padrao.
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FIGURA 4. Produtividade de biopolimeros (g/L) produzidos por
células inativadas e lisadas em 46h de cultivo e por células
viaveis, retiradas em 48, 52 e 54h de incubacgao. Os nume-
ros acima de cada coluna se referem ao desvio padrao.

O processo via enzimatica apos lise celular, além de
obter maior producao e produtividade de biopolimeros,
apresenta a vantagem de nao necessitar da etapa de
centrifugacao para remocao das células.

4 - CONCLUSOES

¢ Os resultados sugerem que € possivel produzir o
biopolimero clairana® via enzimatica;

¢ Provavelmente a maioria das enzimas responsavel
pela sintese do polimero é intracelular, mas deve
existir polimerases extracelulares;
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e As enzimas envolvidas na sintese e na degradacao
do biopolimero permanecem ativas no meio, apos
serem liberadas e comecam a atuar antes de 30h
de fermentacao;

e Geralmente, a quantidade de polimero produzido pelo
processo via enzimatica através de lise celular foi
maior do que a quantidade produzida por inativacao
e, em alguns casos, até mesmo maior do que a quan-
tidade produzida pelo processo convencional com
células viaveis de Beijerinckia sp. 7070. Uma expli-
cacao para esse fato seria que a lise celular causou
a liberacao dos polissacarideos, que estavam pron-
tos no interior da célula, para o exterior e liberacao
das polimerases que agiram polimerizando os
oligossacarideos também liberados.

e O processo utilizando células lisadas apresenta maior
potencialidade para producao, pois além de apre-
sentar maior producao e produtividade de
biopolimeros, nao necessita da etapa de
centrifugacao para remocao das células.
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