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RESUMO - Bactérias do género Xanthomonas produzem indimeras enzimas hidroliticas,
incluindo celulases. Estes microrganismos também fermentam aerobicamente agucares
como a sacarose ou glucose, produzindo um heteropolissacarideo denominado xantana. O
acimulo de xantana durante o processo fermentativo provoca um incremento acentuado
da viscosidade do caldo fermentado. Por este motivo, torna-se necessario empregar um
agente capaz de reduzir a viscosidade do meio e permitir a remocdo celular para
posteriores estudos, quando isto for necessario. O presente trabalho teve como objetivo a
avaliacdo da influéncia de diferentes diluentes do caldo fermentado de Xanthomonas
arboricola pv pruni cepa 101 para a determinacdo da atividade celulolitica. Nesta andlise,
foram empregados como diluentes, na propor¢@o de 1:1 (v/v): solugdo salina 0,89%, dgua
destilada e tampao citrato pH 4,8 e 7,0. A solu¢do salina conduziu a uma redugdo na
viscosidade, sendo mais eficiente na remoc¢do das células de Xanthomonas no caldo
fermentado; além de permitir uma maior atividade celulolitica; sugerindo ser este o
melhor diluente entre os testados.

1. INTRODUCAO

Xantana € um heteropolissacarideo extracelular produzido por bactérias do género
Xanthomonas (Lilly et al., 1958 e Sloneker e Jeanes, 1962). Todas as espécies deste género sdo
consideradas fitopatogénicas, infectando varios géneros. Esta capacidade é dependente de véarios
fatores, os quais incluem a sintese de enzimas extracelulares, tais como as celulases, e também a
producio do exopolissacarideo xantana (Tang et al., 1981 e Hayward, 1993).

Xanthomonas campestris pv campestris produz xantana abundantemente, razdo pela qual é
amplamente utilizada industrialmente para este fim (Sutherland, 1993). No entanto, Xanthomonas
arboricola pv pruni também tem sido considerada eficiente produtora de xantana (Vendruscolo et al.,
2000; Moreira et al., 2001 e Alves et al., 2009), um polissacarideo microbiano de grande significancia
comercial devido as suas propriedades reoldgicas interessantes (Sutherland, 2001) para as industrias
alimenticia, farmacéutica e petrolifera. E o tinico polimero que pode apresentar, simultaneamente, alta
viscosidade, mesmo em baixas concentracdes, pseudoplasticidade e resisténcia térmica a, no minimo
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65°C; além de ser estdvel em ampla faixa de pH e temperatura (Sutherland, 1999 e Born et al., 2002).

Exopolissacarideos microbianos podem ser considerados substratos para uma ampla gama de
enzimas, a maioria dos quais sdo altamente especificos. Bactérias produtoras de xantana sintetizam
uma série de enzimas extracelulares, como celulases, que podem degradar o biopolimero (Sutherland,
1982). De acordo com Dow et al. (2003), a proteina extracelular, principalmente em Xanthomonas
campestris, € uma endo-B-1,4-glucanase. Esta enzima é uma celulase que cliva a cadeia de celulose
em pontos aleatérios internos, produzindo mais cadeias finais onde exo-B-glucanase pode atuar
(Eriksson e Pettersson, 1975 e Wood e McCrae, 1975). Existem também enzimas intracelulares,
localizadas no periplasma; caso ocorra a lise celular durante a cultura, estas enzimas podem ser
liberadas ao meio extracelular e provocarem a degradag¢do do polimero (Sutherland, 2001).

Na produg¢do de xantana, a viscosidade do caldo aumenta pelo actimulo do polimero no meio de
cultivo. Assim, para separar as células do restante do caldo fermentado e estudar as enzimas
extracelulares, torna-se necessdrio o uso de diluentes para possibilitar esta operacdo mediante
centrifugacdo. Por esta razdo, o presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo da influéncia de
diferentes diluentes do caldo fermentado de Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 101 para a
determinacdo da atividade celulolitica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Multiplicacao celular e conducao do processo fermentativo

X. arboricola pv pruni 101 foi empregada para a produciao do inéculo em incubador agitador
rotativo (modelo B. Braun Biotech International®) durante 24h, conforme patente WO/2006047845
(Universidade Federal de Pelotas, 2006). As fermentagdes foram do tipo submersa, em fermentador
(modelo Biostat B de 5L, B. Braun Biotech International®) de 5L, com volume util de 3L, por 72h
(W02006047845). O pH foi ajustado inicialmente em 7,0 e ndo mais controlado durante o processo.

2.2. Remocao celular

As células foram separadas do caldo fermentado por centrifugacdo (47 810 x g, centrifuga
Sorvall ® RC modelo 6). Para melhorar a separagdo de células, diferentes diluentes foram
empregados para reduzir a viscosidade do caldo fermentado: dgua destilada; solucdo salina 0,89%
(v/v); e tampdes citrato de sédio (pH 4,8 e 7,0), na propor¢do de 1:1 (v/v). As células foram lavadas
com os mesmos diluentes, re-centrifugadas e secas em estufa a 56°C, até peso constante e este foi
convertido em gramas de massa celular seca por litro de caldo fermentado. Todas as amostras (caldo
fermentado com e sem diluicdo) foram centrifugadas com o mesmo volume total. Essas
determinacdes foram realizadas em triplicata e os resultados foram tratados estatisticamente por
Andlise de Variancia e Teste de Tukey, com um nivel de 95% de confianc¢a (p<0,05).

2.3. Determinacao da viscosidade do caldo fermentado

A determinacdo da viscosidade foi empregada para confirmar a eficiéncia da separacdo

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 2



(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

celular. Para isto, as viscosidades dos caldos fermentado diluidos foram determinadas em redmetro
(HAAKE ® modelo RheoStress RS150) no modo rotativo a 25°C, utilizando um sistema de cilindro
coaxial, sensor DG 41 e taxa de cisalhamento de 100s™. As medi¢des de viscosidade foram realizadas
em triplicata e os resultados foram tratados estatisticamente por Andlise de Variancia e Teste de
Tukey, com um nivel de 95% de confianca (p<0,05).

2.4. Determinacao da atividade celulolitica

Oito combinacdes de diluente e pH foram usadas para avaliar a atividade celulolitica no caldo
fermentado (Tabela 1). A atividade foi determinada espectrofotometricamente pelo método do édcido
dinitrossalicilico (DNS) (Miller 1959, modificado) a 540nm (HITACHI®, modelo L-180), utilizando
1% (m/v) de carboximetilcelulose (Synth ®) como o substrato diluido em tampao de citrato de sédio
(pH 4,8 ou 7,0). As medigdes de atividade celulolitica foram realizadas em triplicata e os resultados
foram tratados estatisticamente por Andlise de Variancia e Teste de Tukey, com um nivel de 95% de
confianca (p<0,05).

Tabela 1 — Combinagdes de diluentes do caldo fermentado e pH na determinacao da atividade

celulolitica

Diluentes” pH’
. . 4.8

Agua destilada (A)
7,0
4.8
Solucdo salina (S) 70
Tampao citrato de s6dio pH 4,8 (T4,8) 4.8
7,0
4.8
Tampao citrato de sédio pH 7,0 (T7,0) 70

* Diluentes do caldo fermentado
® valor do pH de reagdio empregado na determinagio da atividade celulolitica

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O caldo fermentado de Xanthomonas arboricola pv pruni 101 torna-se altamente viscoso
devido a producdo do biopolimero xantana de elevada viscosidade, o que dificulta separagdao das
células deste meio. A diluic@o torna-se necessdria para melhorar a eficiéncia de remocao celular por
centrifugacdo e, consequentemente, a atividade celulolitica pode ser determinada sem efeitos
prejuizos. A 4dgua destilada é considerada como um diluente cldssico, além de ser mais econdmico; a
solugdo salina é empregada rotineiramente para a recuperacdo da biomassa por centrifugacdo durante
a etapa de lavagem; e o tampao citrato de sédio € recomendado na determinacdo da atividade
celulolitica de acordo metodologia proposta por Miller (1959). Com relagdao aos valores de pH do
tampao citrato de s6dio empregado como diluente no presente trabalho, o pH 4,8 foi utilizado por ser
indicado pelo método padrio para a determinacdo da atividade da celulase extracelular (Miller,
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1959), enquanto que o pH 7,0 foi empregado por este ser o valor de pH comumente utilizado para o
caldo fermentado durante o processo fermentativo para produzir xantanas mais viscosas, conforme
Garcia-Ochoa et al. ( 2000).

Os resultados de massa celular seca e viscosidade dos caldos fermentados diluidos auxiliam na
discussdo da eficiéncia do emprego dos diluentes do caldo fermentado, conforme Tabela 2. Em todas
as amostras de caldo fermentado diluidos constatou-se uma melhoria significativa na remog¢do
celular. Observou-se uma correlacio inversa entre a viscosidade do caldo fermentado e remocao de
células. O emprego de solucdo salina como diluente proporcionou maior redugdo da viscosidade do
caldo fermentado e, consequentemente, uma maior remog¢do celular quando comparado com os
demais diluentes, como pode ser visualizado aumento no valor da massa celular seca (Tabela 2).

Tabela 2 — Massa celular seca e viscosidade dos caldos fermentados diluidos (taxa de
cisalhamento de 100s™, 25 °C)

Viscosidade ~
Incremento de do caldo Reducio de
Diluentes do caldo Massa celular ~ remog¢@o de massa viscosidade do
1 fermentado
fermentado seca (g.L7) celular seca o caldo fermentado
(%) diluido diluido (%)
‘ ‘ ¢ (mPa.s) ¢
) Controle” 1,374 - 60,2% -
Agua destilada (A) 1,6 >€ 23,1¢ 19,9° 66,9°
Solugdo salina (S) 2,1% 61,5* 17,2° 71.4%
Tampao citrato de c d b d
soédio pH 4,8 (T4,8) 1> 15.4 20,7 65,6
- . b
Tampao citrato de 1.8 b 38, sb 18, 49 69,4

sodio pH 7,0 (T7,0)

" Caldo fermentado nio diluido

* Valor original (2,6 g.L"' no caldo fermentado ndo diluido) foi convertido para equivaléncia com as
demais amostras em termos de volume de caldo fermentado na etapa da centrifugacao

Letras mindsculas distintas na mesma coluna diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey com p <0,05

Xantana funciona como um agente espessante e estabilizador de suspensdes, trabalhando
contrariamente a forca centrifuga e, por esta razdo, reduz a eficiéncia da centrifugagdo. O aumento na
remog¢do de celular foi devido a redu¢do na concentracio de xantana e, consequentemente, na
viscosidade do caldo fermentado. No entanto, o tipo de diluente utilizado influenciou
significativamente a viscosidade. Estruturalmente, a xantana comercial é composta por uma cadeia
celuldsica formada por moléculas de glicose unidas por repetitivas ligacdes do tipo B(1-4) e uma
cadeia lateral com duas unidades de manose alternadas por uma de acido glucurdnico.

N

Em algumas moléculas de manose internas, ligadas a cadeia principal, e externas pode ser
observada a presenca dos &4cidos acético e pirdvico, respectivamente (Sloneker e Jeanes 1962;
Jansson et al 1975); e a estes residuos dcidos podem se ligar cétions oriundos de sais de sddio,
potdssio, cdlcio e magnésio. Esses cations podem ser provenientes do meio de cultura utilizado para a
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producdo do polimero ou podem ser adicionados para controle do pH do meio de fermentagdo
(Garcia-Ochoa et al., 2000 ) ou, até mesmo, adicionados apds o processo fermentativo, como, por
exemplo, na diluicdo do caldo fermentado, tais como solucao salina e tampao citrato, como realizado
no presente estudo.

Para Ross-Murphy et al.(1983) e Rinaudo (2001), as propriedades da xantana podem ser
influenciadas pela natureza e concentracdo de sais adicionados. De acordo com Katzbauer (1998),
Garcia-Ochoa et al. (2000), Sutherland (2001) e Born et al. (2002), a presenca ou a adi¢do de
eletrélitos em solugdes de xantana influencia as propriedades quimicas e 0 comportamento reoldgico,
especialmente sobre a viscosidade do polimero. Uma concentra¢do muito elevada de sal pode causar
mudanca conformacional na molécula do polimero, reduzindo o volume hidrodindmico e,
consequentemente, a viscosidade (Carrington et al., 1996 e Pelletier et al., 2001). No presente estudo,
a reducao da viscosidade foi desejavel.

Pela Figura 1 pode-se observar que a atividade celulolitica determinada em pH 4,8 foi menor, e
ndo apresentou diferenca significativa entre os diluentes (dgua destilada, solugdo salina e tampao
citrato de sodio) testados neste pH. Em pH 7,0 de reagdo nao houve diferencga significativa entre as
atividades enzimdticas determinadas a partir dos diluentes dgua e tampao citrato pH 4,8; sendo
significativamente diferentes dos demais diluentes empregados (solu¢do salina e tampao citrato pH
7,0). A atividade mais elevada foi alcan¢ada empregando solugdo salina, determinada em pH 7,0 de
reacdo para determinacgdo da atividade celulolitica.
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e
1
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Figura 1 — Avaliagdo da atividade celulolitica no caldo fermentado por X. arboricola pv pruni 101
diluido com dgua destilada (A), solu¢do salina (S), tampao citrato de sédio pH 4,8 (T4,8) ou tampao
citrato de sédio pH 7,0 (T7,0). Os valores sobrescritos (4,8 e 7,0) nos diluentes abreviados como A, S
e T referem-se ao valor do pH de reagdo, ou seja, valor de pH empregado na determinacdo da
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atividade celulolitica. * Letras distintas diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey com p<0,05.

A solugdo salina, além de ser considerada um diluente econdmico, ocasionou redugdo da
viscosidade do caldo fermentado sem exercer prejuizos a determinacdo da atividade celulolitica. A
reducdo da viscosidade pode auxiliar na determinagdo da atividade enzimatica. Desta forma, solugdo
salina como diluente juntamente empregando o pH 7,0 da reacdo para determinacdo da atividade
enzimdtica constituem as melhores condi¢des, dentre as testadas, para a determinagdo da atividade
extracelular da celulase no caldo fermentado por X. arboricola pv pruni.

4. CONCLUSAO

Solug¢do salina mostrou ser o diluente mais eficiente do caldo fermentado de Xanthomonas
arboricola pv pruni 101 para a remocdo celular e subsequente determinacdo da atividade
celulolitica. A redugdo na viscosidade do caldo fermentado incrementou a atividade celulolitica.
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