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1. INTRODUCAO

A goma xantana € um aditivo estabilizante de grande importancia e ampla
utilizacdo industrial, por isso sua producéo € bastante estudada. As propriedades
e o0 rendimento de xantana obtidos no processo fermentativo podem ser
influenciados pela variacdo das condi¢des operacionais impostas na fermentagao
(GARCIA-OCHOA et al., 2000). Outro fator que também deve ser levado em
conta é a atividade de enzimas extracelulares, que podem vir a degradar o
biopolimero; como exemplo dessas enzimas cita-se a celulase (SUTHERLAND,
2001).

De acordo com Dow et al. (2003), a celulase € uma enzima que apresenta
atividade sobre a goma xantana, no entanto, ndo possui nenhum papel aparente
contra a bactéria Xanthomonas. O biopolimero sofre hidrélise parcial em presenca
da enzima celulase, que é sintetizada pela bactéria. Esta enzima também torna
limitada a utilizacdo de xantanas que nao sofreram tratamento térmico
previamente, que promove a inativacdo enzimatica, em combinacdo com
compostos derivados da celulose, como carboximetilcelulose (SUTHERLAND,
1999; SUTHERLAND, 2001).

Entende-se que durante a producdo da goma xantana ocorre producdo de
enzimas que podem atuar auxiliando a sua sintese, como também ocorre a
producdo de enzimas que podem atuar degradando o polimero. A partir desse
entendimento objetivou-se o presente trabalho, tendo como razdo de seu
desenvolvimento tracar a relacédo entre a atividade celulolitica e o rendimento de
xantana pruni.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Manutenc¢do do microrganismo e multiplicagao celular

Para o0 desenvolvimento dessa pesquisa utilizou-se a bactéria
Xanthomonas arboricola pv pruni, cepa EDE, da cole¢do do Laboratério de
Biopolimeros, mantida por repiques mensais em meio SPA. Preservou-se um
estoque por liofilizagdo. Conduziu-se a fase de multiplicagéo celular (producéo de
in6culo) em incubador agitador rotativo (modelo B. Braun Biotech International)
durante 24h, conforme patente WO/2006047845 (VENDRUSCOLO et al., 2006).
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2.2.Producéo de xantana

Para obtencdo da xantana, realizaram-se fermentacfes do tipo submersa,
em duas fases, sendo a inicial, de producéo de inéculo, em shaker, com 24h de
duracéo, e a segunda, de producdo em fermentador (modelo Biostat B de 5L, B.
Braun Biotech International®), com volume atil de 3L, de acordo com a patente
W0/2006047845 (Vendruscolo et al., 2006), utilizando-se duas combinacfes de
agitacdo e aeracdao. No ensaio 1 utilizaram-se agitacdo e aeracao altas e no
ensaio 2 empregou-se baixa agitacdo e aeracao intermediaria. As fermentacfes
foram conduzidas por 72h com o pH ajustado inicialmente em 7,0 e ndo mais foi
controlado durante o processo. Realizaram-se fermentacdes em triplicata. Fez-se
um acompanhamento mediante retiradas de amostras dos caldos fermentados
nos intervalos de 0, 6, 20, 24, 30, 44, 48, 54, 66 e 72h, através da determinacéo
da atividade celulolitica e do rendimento de xantana nos caldos fermentados.
Expressaram-se 0s resultados conforme a codificacdo do tratamento, como
rendimento 1 e 2 e atividade celulolitica 1 e 2.

2.3.Determinagé&o do rendimento

Tratou-se termicamente a 121°C por 15min os caldos fermentados. Das
aliguotas das amostras do caldo fermentado recuperou-se as xantanas, pela
adicdo de etanol 96°GL na proporc¢éo 1:4 (v/v), e secou-se em estufa a 56°C até
peso constante (VENDRUSCOLO et al., 2000). Calculou-se gravimetricamente o
resultado e se expressou em g.L™ de caldo fermentado.

2.4.Determinacao da atividade celulolitica nos caldos fermentados

Determinou-se a atividade celulolitica pelo método DNS, segundo Miller
(1959) modificado por Alves et al. (2011) empregando como substrato
carboximetilcelulase (CMC) (Synth®). Uma unidade de atividade enzimatica (U) é
definida como a quantidade de enzima para liberar por minuto, sob condi¢des do
ensaio, lpmol de glicose. Mensurou-se espectrofotometricamente a 540nm
(HITACHI™, modelo U-180) a glicose liberada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O seguinte grafico (Fig. 1) mostra os resultados obtidos, nos ensaios 1 e 2,
nos diferentes horarios de coleta do caldo fermentado, para o rendimento de
Xxantana e a atividade celulolitica.

Obteve-se o0s maiores rendimentos no ensaio 1. Observou-se, dois picos
em relacédo ao rendimento de xantana, sendo o primeiro em 18h e o segundo em
54h, nos dois ensaios estudados. Os valores mostraram-se quase constantes a
partir das 66h mantendo-se assim até a finalizacdo do processo. A atividade
celulolitica variou de 2,43 a 0,39U.mL™ no ensaio 1 e de 2,43 a 1,02U.mL"no
ensaio 2.

As maiores atividades celuloliticas foram observadas nas amostras do
ensaio 2, com menor rendimento. Nas primeiras 24h de fermentacdo, ocorreu um
decréscimo acentuado na atividade celulolitica, em ambos o0s ensaios. Este
resultado sugere que o meio utilizado para o crescimento celular (producao de
indculo) favorece uma elevada atividade celulolitica inicial, e ndo a producdo de
xantana. A enzima celulase é produzida durante a sintese da xantana, assim
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como outras enzimas que estao relacionadas com esse microrganismo do género
Xanthomonas (CADMUS et al., 1978).
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Figura 1: Rendimento de xantana dos processos fermentativos 1 e 2 e respectivas atividades
celuloliticas

Explicam-se estes resultados levando-se em conta que baixas
concentracfes de oxigénio dissolvido, resultantes de menor aeracdo e agitacao,
resultam em um menor aporte energético para as células mediante metabolismo
respiratorio. Sutherland (1999) relata que algumas enzimas podem degradar
biopolimeros durante o cultivo do microrganismo dependendo das condices
empregadas no processo fermentativo. Nesse caso, o polimero degradado pode
ser utilizado como fonte de energia para o metabolismo celular. Essas enzimas
sdo capazes de transformar estes polissacarideos em fragmentos menores,
reduzindo assim a sua cadeia, e consequentemente, a viscosidade do polimero.
Esse fendbmeno também foi observado na producdo de celulose, curdulana e
dextrana. Cadmus et al. (1978), em suas pesquisas, verificaram enzimas capazes
de degradar a xantana, dependendo das condi¢Ges operacionais de cultivo deste
biopolimero. Menezes et al. (2007), avaliando a producdo de celulase pelo fungo
do género Pleurotus por fermentacdo submersa em frascos agitados, por 30 dias
a 30°C, empregando bagaco de cana como fonte de carbono, obtiveram
atividades enzimaticas na faixa de 0,06 a0,08U.mL™, valores muito inferiores aos
verificados no presente trabalho.

4. CONCLUSAO

Ao fazer o acompanhamento do processo fermentativo, constatou-se um
comportamento inverso entre a producdo de xantana e a atividade celulolitica;
pode-se, também, observar que a variacdo das condi¢cdes de agitacdo e aeracao,
influenciaram o processo. Elevados valores de agitacdo e aeragdo ocasionaram
um maior rendimento e uma menor atividade celulolitica. Em contra partida,



CIC m——

l UFPELOTAS 21° Congresso de Iniciacao Cientifica | 42 Mostra Cientifica | Universidade Federal de Pelotas
f—— 200 ———|

condicbes de baixa agitacdo e média aeracdo resultaram em menores
rendimentos de xantana e uma maior atividade celulolitica.
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