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ABSTRACT

Many exopolysaccharides (EPS)-producing bacterial strains also synthesize storage
polymers. The production of slime EPS and of the storage polymers glycogen and
polyhydroxybutyrate (PHB) were compared in batch cultures of EPS* and EPS™ isogenic
strains of Enterobacter aerogenes type 8 and Alcaligenes sp (ATCC 31961). Conditions of
nutrient imbalance with high C:N ratios favoured both EPS and storage polymer synthesis and
resulted in little subsequent degradation of glycogen (in Enterobacter) and PHB (in
Alcaligenes). Glycogen synthesis was consistently lower in the EPS* than in EPS~
Enterobacter strain, indicating that substrate was preferentially used for EPS production.
Reduced levels of carbon substrate, in the growth medium, resulted in lower storage polymers
synthesis and degradation of them in EPS-producing bacteria. Considerable differences in the
synthesis and breakdown of intracellular carbohydrate were observed comparing bacteria
grown in synthetic media with ammonium sulfate and the same bacteria grown in medium with
casein hydrolysate, as nitrogen source. Growth in media depleted in magnesium was slower
than in complete media, in both genera, but high yields of glycogen were obtained either with
the EPS* or EPS™ Enterobacter strains. Alcaligenes EPS™ strain did not have increase in PHB
accumulation, with magnesium depletion, but reached its better yield in EPS production.

A bacterial strain with morphological and biochemical properties close to Acerobacter
xylinum has been cultured in nonagitated, inverted sucrose- and yeast water-based medium for
the production of thick, smooth, and floating cellulosic pellicles. The cellulose content (> 90%
dry weight, depending on the efficiency of water washing) and the B-D-homopolyglucan nature
of these pellicles were assessed by physical, chemical, and enzymatic methods.

Caffeine and related xanthines were identified as potent stimulators for bacterial

cellulose production in Acetobacter xylinum. These compounds are present in several plants
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whose infusions are useful as culture-medium supplements for this acetobacterium. The
proposed target for these native purine-like inhibitory substances is the novel diguanyl
nucleotide phosphodiesterase(s) that participate(s) in the bacterial cellulogenic complex. A better
understanding of this feature of A. xylinum physiology may facilitate the preparation of

bacterial cellulose pellicles, which are being applied as a biotechnological tool in the treatment

of skin burns and other dermal injuries.
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RESUMO

Muitas cepas bacterianas produtoras de exopolissacarideos (EPS) também sintetizam
polimeros de reserva. A produgdo de EPS "slime" e dos polfmeros de reserva glicogénio e
polihidréxibutirato (PHB) das cepas isogénicas (EPS* e EPS™) de Enterobacter aerogenes tipo
8 e Alcaligenes ATCC 31961 foram comparadas em cultivo em batelada ("batch culture®).
Condig¢des de desiquilibrio nutricional com altas relagdes C:N favoreceram a sintese tanto de
EPS como de polfmero de reserva, e resultaram em pequena degradacio posterior de glicogénio
(em Enterobacter) e PHB (em Alcaligenes). Na cepa EPS* de Enterobacter, a sintese de
glicogénio foi compativelmente mais baixa do que na cepa EPS™, indicando que o substrato foi
preferencialmente usado para a produgéo de EPS. Nfveis reduzidos do substrato de carbono, no
meio de cultura, resultaram em menor sfntese dos polfmeros de reserva e degradagio deles nas
bactérias produtoras de EPS. Considerdvel diferencas na sfntese e quebra do carboidrato
intracelular foram observadas entre as bactérias crescidas em meio sintético com sulfato de
amoOnio e as mesmas bactérias crescidas em meio com casefna hidrolizada, como fonte de
nitrogénio. O crescimento em meio com magnésio reduzido foi menor que no meio completo,
em ambos os géneros, todavia foram obtidos altos rendimentos de glicogénio tanto na cepa
Enterobacter EPS* como na EPS™. A cepa de Alcaligenes EPS* ndo teve aumento no actimulo
de PHB, com redugio do magnésio, mas alcangou seu melhor rendimento na produgio de EPS.

Uma cepa bacteriana com propriedades morfol6gicas e bioqufmicas aproximadas ao
Acetobater xylinum foi cultivada em meio ndo agitado, baseado em sacarose invertida e d4gua de
levedura para a produgio de peliculas celul6sicas flutuantes, lisas e espessas. O contelido de

celulose (> 90% do peso seco, dependendo da eficiéncia na lavagem com 4gua) e a natureza f-

D-homopoliglucana das peliculas foram estimadas por métodos ffsicos, quimicos e enzimaticos.
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Cafeina e xantinas relacionadas foram identificadas como potentes estimuladores
para a produgido de celulose em Acetobacter xylinum. Estes compostos estdo presentes em
vérias plantas cujas infusdes vegetais sao \teis como suplementos para os meios de cultura para
esta acetobactéria. O alvo proposto para estas substincias nativas inibitérias semelhantes a
purina € a fosfodiesterase diguanil nucleotideo, que participa no complexo celulogénico
bacteriano. Um melhor entendimento desta caracterfstica da fisiologia de Acefobacter xylinum
pode facilitar a preparacido de peliculas celulésicas bacterianas, que estdo sendo aplicadas como

uma ferramenta biotecnolégica no tratamento de queimaduras da pele e outras injtrias dérmicas.
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1 INTRODUCAO GERAL

Durante as seis primeiras décadas do século XX, a ciéncia dos polfmeros tendeu no
sentido de substituir os materiais naturais, tais como fibras de plantas e protefnas animais, por
pldsticos sintéticos, produtos de uma indistria qufmica entdo florescente (DAWES, 1990).
Materiais como 13, algodio, seda e madeira foram os alvos deste desenvolvimento, uma vez
percebido que as flutuagées na qualidade e disponibilidade destes produtos naturais seriam
entdo eliminadas. Em pafses desenvolvidos, j4 enfrentando a escassez de suas reservas
naturais, o sucesso da industria petroqufmica assegurou que plésticos derivados de petréleo
fossem mais baratos que seus similares naturais. Embora no Terceiro Mundo este nio tenha
sido inicialmente o caso, por muito tempo os polfmeros naturais continuaram sendo preferidos
aos caros pldsticos importados.

Existe uma vantagem muito grande e ébvia que os polimeros naturais tém sobre os
produtos da indiistria petroquimica - eles sio fontes biodegraddveis e renovaveis.

Plésticos petroquimicos descartados contribuem para a poluigdo do meio ambiente; e
enquanto sdo feitas algumas tentativas limitadas em reciclagem, o material acaba sobre as
praias, nos oceanos ou obstruindo aterros sanitdrios (BRANDAL, GROSS et al., 1990).
Consequentemente, durante as duas tltimas décadas, houve um crescimento na consciéncia e
aumento do senso de responsabilidade pela poluicio, despertada principaimente por grupos de
pressdo e defesa ambiental. Isto tem conduzido 2 pesquisa dirigida na busca de alternativas
biodegraddveis para os derivados petroquimicos. A procura destes novos polfmeros naturais,
que devem possuir as desejadas caracterfsticas dos produtos sintéticos, tem impulsionado a
pesquisa, ajudando a abrir caminho para o mercado de um grupo de produtos naturais - 0s

polfmeros microbianos.



Estes polfmeros ocorrem como inclusdes intracelulares que sdo normalmente
referidas como materiais de reserva, e.g. polissacarideos semelhantes ao glicogénio,
polihidroxibutirato (PHB) e materiais relacionados (polihidréxialcanatos), polifosfatos e
cianoficina, ou como polissacarideos extracelulares (EPS), na forma de cédpsula ou limo
("slime") (DAWES, 1990). A formagao desta diversidade de compostos pelos microrganismos
¢ de formiddvel interesse intrinseco, pois reflete respostas a seus ambientes cont{guos. Nos
microrganismos falta o elegante mecanismo homeostdtico que existe nos organismos superiores
e para responder as mudangas ambientais, estio envolvidos processos regulatérios mais
grosseiros. Por estarem em contato direto com o meio que os cercam, sdo grandemente
influenciados por e dependentes de sua composi¢ao. Ocorrendo uma limitagao nutricional ou
variagao nas condigdes ambientais na presenga de excesso de carbono, f6sforo, nitrogénio ou
enxofre, pode ocorrer deposi¢dio de um ou mais destes materiais, sem qualquer efeito
significativo na pressio osmoética intracelular. A presenca de tais materiais permite a
sobrevivéncia sob condigbes adversas e capacita 0 microrganismo a responder rapidamente,
quando condig¢des favordveis sio restauradas (DAWES, 1989). Alguns organismos s3o capazes
de produzir mais de um tipo de material, e o entendimento dos mecanismos de controle
envolvidos tornam-se essenciais do ponto de vista industrial para evitar o desvio de substrato

em produto indesejado.



1.1 EXOPOLISSACARIDEOS

1.1.1 INTRODUCAO E DEFINICAO

A superficie celular microbiana € fonte riquissima de moléculas contendo
carboidratos. Alguns deles sao tipos raros, restritos a uma faixa limitada de microrganismos.
Estes sio os componentes da parede celular microbiana, tais como mananos nas leveduras,

4cidos teicbico e teicurdnico, lipopolissacarideos e peptidoglicanas em bactérias. A arquitetura
da superficie celular das bactérias Gram-negativas est4 representada na figura 1.
Figura 1 - Diagrama mostrando a arquitetura da superficie celular de bactérias Gram-negativas
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Figura retirada da referéncia WHITFIELD & VALVANO, 1993

O citoplasma da célula bacteriana é cercado pela membrana citoplasmética. Esta
bicamada lipidica é permedvel a 4gua e alguns compostos hidrof6bicos pequenos, € contém a

maquinaria para o transporte de elétrons, fosforilagdo oxidativa e transporte de solutos. A



biossfntese de muitos componentes da superficie celular, incluindo polissacarideos, envolve
enzimas e complexos enziméticos encontrados na membrana citoplasmdtica. A camada de
peptidoglicana, que se localiza imediatamente ap6s o lado externo da membrana citoplasmatica,
€ necessdria para a manutengdo da forma e rigidez celular. As bactérias Gram-negativas
possuem um periplasma que contém uma variedade de protefnas e enzimas, incluindo algumas
envolvidas na importagdo e exportagdio de macromoléculas. Embora seja frequentemente
chamado como espago peripldsmico, o periplasma é preenchido por um gel peripldsmico
eletrondenso (HOBOT, CARLEMALM et al., 1984). O periplasma é contido pela membrana
externa, que € composta de protefnas, fosfolipf{deos e uma molécula distinta, chamada
lipopolissacarfdeo (LPS) (LUGTENBERG & ALPHEN, 1983); (NIKAIDO & VAARA,
1985). A presen¢a de LPS no folheto externo da membrana externa resulta numa camada
lipidica atfpica e pode fornecer uma fronteira hidrofilica na superficie celular. Em muitas
bactérias de diversos nichos ecolégicos, a hidrofilicidade da superficie é aumentada por uma
camada de polissacarfdeo extracelular (EPS). O EPS pode tomar a forma de uma camada
coesiva aderente (frequentememte ligada covalentemente), formando a entidade morfol6gica
chamada cépsula (polissacarfdeo capsular, CPS). Alternativamente, o EPS pode consistir de um
polissacarfdeo solto ("slime"), com pouca ou nenhuma associagdo celular. O termo
"polissacarfdeo extracelular ou exopolissacarideo" pode ser usado tanto para descrever o
polissacarideo "slime" quanto o capsular (SUTHERLAND, 1988b). Existem vdrias formas nas
quais os polissacarideos podem estar organizados na superficie celular. Ao nfvel mais simples,
alguns EPS podem ser libertados diretamente da célula sem qualquer molécula terminal que
serviria como uma ancora 2 superficie celular. Estes polfmeros frequentememte formam EPS
"slime" com mfnima associagio celular. Porém, na maioria dos exemplos, a defini¢do de
"slime" é operacional;, sendo normalmente baseada na retengio do EPS sobre a superficie
celular durante a centrifugagio. E inevitdvel que componentes da superficie celular sejam
removidos durante o crescimento, ou pela exposi¢do A forgas de cizalhamento durante a

centrifugagio (WHITFIELD & VALVANO, 1993).



A definicdo de EPS € mais diffcil do que a defini¢do dos polimeros contendo
carboidratos, encontrados nas paredes microbianas. O termo EPS tem sido largamente
empregado para descrever polissacarfdeos encontrados do lado de fora da superficie externa da
membrana celular microbiana.

O termo "glicocdlix", introduzido por Costerton e colaboradores (COSTERTON,
IRVIN et al.,, 1981), falha em diferenciar as distintas entidades quimicas encontradas na
superficie microbiana. Ele tem sido usado para vdrias espécies macromoleculares, incluindo
componentes verdadeiramente extracelulares, com PS de parede e muitos outros compostos
ndo contendo carboidratos. Embora o termo possa descrever estruturas vistas sob o
microscopio 6tico ou eletronico, € inadequado em termos quimicos.

Os EPS diferem das vdrias incluses poliméricas intracelulares por ndo servirem
normalmente como materiais de reserva, nem como produtos do superfluxo metabélico.
Alguns destes polfmeros podem apresentar forte similaridade quimica com componentes da
parede celular, mas a maioria sio estruturas quimicas distintas, ndo relacionadas aos
constituintes celulares. A celulose de Acefobacter xylinum ¢é um exemplo tipico. Os EPS
ocorrem extensivamente, especialmente entre espécies procarifticas, tanto entre aqueles
sapréfitas quanto entre os que s3o patogénicos a humanos, animais e plantas (SUTHERLAND,
1990). Suas precisas fungdes sdo incertas, mas tém sido formuladas védrias propostas, e.g.
aderéncia as superficies, papel protetor contra fagocitose e ataques de alguns fagos e condigdes
ambientais adversas, barreira para difusio, envolvimento na ligacio ou destoxificagdo de fons
metélicos. Sobretudo, parece provdvel que eles proporcionem uma barreira protetora geral
(SUTHERLAND, 1988a).

H4 mais de uma década, a produgio de EPS foi identificada como sendo uma érea
promissora para a indistria de fermentagio (SUTHERLAND & ELWOOD, 1979). Estes
compostos modificam as propriedades reolégicas das solugoes aquosas por geleificagdo ou por
alteragoes de fluxo, propriedades que estdo em grande demanda na indistria de alimentos,

tintas, farmacéutica e indistrias téxteis. Porém, o maior mercado para EPS ¢ considerado o



emprego da goma xantana como agente controlador da mobilidade no processo de aumento da
recuperagdo do petréleo, permitindo a recuperagdo de algo estimado em torno de 66% do que
permanece (SANDFORD, 1979; GABRIEL, 1979). A goma xantana, produzida principalmente
por Xanthomonas campestris, tem sido usada especialmente para este propdsito, uma vez que é
capaz de suportar temperaturas acima de 80°C por perfodos de 3 a 4 anos.

Até relativamente pouco tempo, o uso industrial de polissacarfdeos era restrito a
materiais originados de plantas e algas marinhas. Estes produtos tradicionais incluem amido,
alginato, agar, carragenana, goma de alfarrobo e outros galactomananos de plantas. Tais
polimeros sio amplamente empregados na industria farmacéutica e alimenticea, mas tém muitas
outras aplicagdes industriais. Estes polissacarideos nem sempre podem estar prontamente
disponfveis na qualidade exigida devido as variagbes ambientais incontroldveis, ou suas
propriedades reol6gicas podem niao combinar com aquelas requisitadas. Portanto, EPS
microbianos podem preencher uma falha na disponibilidade destes polimeros ou ainda substituir
um produto tradicional em termos das caracteristicas reoldgicas e estabilidade melhoradas, uma
vez que eles podem ser produzidos em condi¢es pré-estabelecidas, totalmente controladas.

A hidrossolubilidade ndo é contudo uma condigdo sine qua non para o
aproveitamento. Um exemplo desta assertiva é o uso biotecnolégico da celulose microfibrilar
excretada por Acetobacter xylinum (FONTANA & ABILHOA, 1989)

Existem dois grupos de EPS, homopolissacarideos e heteropolissacarideos definidos
por sua composi¢gao monomérica. Homopolissacarfideos podem ser distinguidos por seus locais
de sfntese e substrato (SUTHERLAND, 1982). Deste modo, dextranos e levanos sao
sintetizados a partir de um substrato especffico, sacarose, por processo essencialmente
extracelular. O outro grupo de homopolissacarfdeos sio sintetizados intracelularmente a partir
de vérias fontes de carbono e entdo excretados, e.g. celulose, pululano e 4dcido polissidlico.

Os heteropolissacarideos tém sido divididos em trés grupos, isto €, aqueles
formados a partir de uma fonte de carbono especffica, aqueles compostos de estruturas de

unidades repetitivas (dissacarfdeos a octassacarfdeos) que incluem xantana e "curdlan”, e



alginato composto de dois mondmeros em Azotobacter vinilandii (4cido D-manurdnico e L-
gulurdnico), sem unidade repetitiva (SUTHERLAND, 1982).

A presenca de EPS associado com células microbianas crescidas em superficie sélida
é freqiientemente reconhecivel pela morfologia mucéide da colénia. Em meio lfquido, culturas
produtoras de EPS podem tornar-se muito viscosas ou, excepcionalmente, podem solidificar
como um gel. (SUTHERLAND, 1988b)

Infelizmente, muitos dos relatos descritos de PS extracelulares produzidos em
laboratério e nos ambientes naturais nao tém conseguido reconhecer a relagdo existente entre as
formas ffsicas destas macromoléculas e as presentes condig¢des fisiol6gicas. Mudangas nas
condi¢des de cultivo podem alterar drasticamente a composi¢do, propriedades fisicas e
organizagido do PS na superficie bacteriana. (SUTHERLAND, 1988b)

A visualizagido de EPS sob microscopia 6tica € possivel através de coloragio negativa
ou através do uso de corantes especializados, os quais freqiientemente utilizam a fungio
polianidnica de muitos destes polimeros. A coloragdao negativa apresenta a vantagem de
distin¢@o entre polissacarideo capsular e "slime". (SUTHERLAND, 1988b)

Técnicas, tais como Microscopia de Varredura (SEM), freqiientemente dao forte
evidéncia da presenca de EPS, mas ndo sdo capazes de proverem evidéncias quimicas
confirmatérias. Do mesmo modo, as modernas técnicas de Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) podem revelar considerdvel informacgdo sobre estruturas de superficie,
inclusive os polissacarideos envolvidos, mas ndo sdo capazes de distinguir entre diferentes
tipos qufmicos, nem tem suficiente resolugdo para dar muita informag¢ao sobre microestrutura da
cdpsula bacteriana. Infelizmente, o altfssimo conteido de dgua dos EPS (em excesso de 99%),
dificulta a preparagdo e resolugao. (SUTHERLAND, 1988b; BAYER, CARLEMAILM et al.,
1985; BAYER & THUROW, 1977). Métodos de microscopia melhorados também podem ser
usados para estudar a estrutura de polissacarideos puros, quando preparados em solugdo

aquosa. Isto pode proporcionar evidéncias para suas conformagdes em solugdo e para



interagdes intramoleculares (STOKKE, ELGSAETER et al., 1987, KOREEDA, HARADA et
al., 1974).
No caso da secre¢do dos filamentos de celulose bacteriana, a documentagio

microscdpica € uma tarefa extremamente ficil (ZAAR, 1979).

1.1.2 COMPOSICAO

Os EPS sdo compostos primariamente de carboidratos, mas além de vdrios agiicares
eles também podem ser orgénica e inorganicamente substituidos.

Os carboidratos encontrados em EPS microbianos sio extremamente diversos. A
maioria dos agiicares sdo aqueles comumente encontrados nos PS de animais e plantas. D-
glucose, D-galactose e D-manose estdo presentes em muitos EPS na forma piranosfdica. As 6-
deoxi-hexoses, L-fucose e L-ramnose, também estdo presentes com freqiiéncia. A distingio
entre eucariotos e procariotos pode ser observada pelas pentoses. Polissacarfdeos eucariéticos
podem conter pentoses tais como D-ribose ¢ D-xilose, mas a ocorréncia delas € menos comum
em polfmeros extracelulares derivados de procariotos (SUTHERLAND, 1990).

Além dos monossacarfdeos mais comuns, alguns PS podem conter um ou mais
agtcares raros. Estes podem incluir L-hexoses ou formas furanosfdicas das hexoses glucose e
galactose. Também existem vdrios agiicares N-acetilaminados, embora por enquanto estes ainda
ndo tenham sido encontrados em nenhum dos PS microbianos de importancia industrial
(JANSSON, LINBERG et al., 1981).0s agiicares aminados mais comuns s3o N-acetil-D-
glucosamina e N-acetil-D-galactosamina.(SUTHERLAND, 1990).

Muitos, ou até mesmo a maioria dos EPS microbianos sdo de natureza polianidnica.
Isto resulta da presenca de 4cidos urdnicos em muitos deles, sendo que o 4cido D-glucurdnico é
o mais encontrado. O 4cido D-galacturOnico € menos freqiiente, € apenas um nimero pequeno

de PS contem o 4cido D-manurdnico (SUTHERLAND, 1990). Embora a maioria dos PS



contém apenas um tipo de 4cico urdnico, o 4cido D-manurdnico normalmente estd presente nos
alginatos bactenanos junto com o 4cido L-gulurdnico (SUTHERLAND, 1991).

Além de carboidratos, os EPS microbianos contém vdrios substituintes ligados na
forma de éster e cetal (piruvato). O acetato, como substituinte esterificado, ndo contribui para a
carga geral na molécula polissacaridica; enquanto que, cetais com piruvato adicionam natureza
anidnica aos polimeros (IELP, COUSO et al., 1981b; IELP, COUSO et al., 1983). O piruvato
estd normalmente presente em razdes estequiométricas com os componentes aglicares do EPS e
normalmente ligado a uma hexose neutra. Porém, ocasionalmente pode estar ligado a dcido
urdnico. (BEBAULT, DUTTON et al., 1978, DUTTON & SAVAGE, 1980a; ERBING,
KENNE et al., 1976). O piruvato estd comumente acompanhado de resfduos de 4cido urdnico,
ambos contribuindo para a carga total anidnica. Em alguns EPS, o piruvato sozinho €
responsdvel pela natureza anionica do polfmero. Isto estd de acordo com um PS de E. coli e do
material de Zooglea ramigera. Ambos os polfmeros contém D-glucose e D-galactose como
unicos monossacarfdeos, sendo o piruvato ligado a galactose (ANDERSON, PAROLIS et al.,
1987, FRANZEN & NORBERG, 1984);

O componente esterificado mais comum € o acetato, mas grupos propionil também
foram encontrados no EPS de E. coli K 14 e K52 (JANN, HOFFMANN et al., 1983); e
resfduos de glicerol esterificado formam parte da estrutura do polfmero de Pseudomonas
elodea, antes de ser convertido a forma desacetilada, que é vendido como "gellan gum" ou
Gelrite® (JANSSON, LINDBERG et al., 1983; KUO, MORT et al., 1986). Em cada caso,
estes ésteres raros estdo presentes bem como acetato e contribuirdo para a natureza lipofilica de
parte da molécula polissacarfidica. Grupos succinilas, quando meio ester, também sio
encontrados acompanhados de grupos acetil e piruvato, e podem representar até 7% do peso do
EPS de certas espécies de Rhyzobium e de Agrobacterium (HISAMATSU, SANO et al., 1978,
AMEMURA & HARADA, 1983). O 3-hidréxibutanoato também est4 presente em alguns PS
bacterianos, esterificados a D-galactose. Este substituinte é encontrado em materiais de R.

trifolii e R. leguminosarum. (HOLLINGSWORTH, ABE et al., 1984, HOLLINGSWORTH,
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DAZZO et al.,, 1987, KUO & MORT, 1986). Grupos lactil sdo encontrados em alguns EPS de
Klebsiella aerogenes. (LINDBERG, LINDQUIST et al., 1977). Embora tenha se pensado que
formiato estivesse presente em alguns PS de K. aerogenes, sua presencga neste grupo de EPS
foi deixado de lado como indigno de confianga, depois de reexaminagio com espectroscopia de
FAB ("fast atom bombardment") (DELL, DUTTON et al., 1983).

O conteddo de grupos acilas de alguns PS pode ser relativamente alto e,
determinando o aumento da lipofilicidade da molécula, que pode afetar a capacidade de interagir
com outros PS e com os cations.

Em muitos EPS os grupos acilas sdo encontrados em razdes estequiométricas
relativos aos monossacarfdeos presentes, mas isto ndo € sempre o caso. Vdrios polimeros
contém substituintes acilas em unidades repetitivas alternadas. Outros polfmeros podem ser
mais randémicos na sua acilagdo e deve-se ter em mente que a maioria das preparagdes
comerciais de goma xantana apenas contém piruvato sobre aproximadamente 30% dos residuos
manosilas das cadeias terminais (SUTHERLAND & ELWOOD, 1979). Em alginatos
bacterianos, nos quais falta qualquer estrutura repetitiva, o conteido de grupos acetil pode ser
de 15-20%, sendo acetilados apenas os resfduos D-manurdnicos (DAVIDSON,
SUTHERLAND et al., 1977, SKAJAK-BRAEK, GRASDALEN et al., 1986). Alginatos
bacterianos também pertencem ao pequeno grupo de polfmeros nos quais foi detectado
muiltiplas acetilagoes de um mesmo resfduo de agicar (SHERBROCK-COX, RUSSEL et al.,
1984; SKAJAK-BRAEK, GRASDALEN et al., 1986).

A presen¢a de amino-dcidos em EPS bacterianos tem sido relatado. A serina foi
encontrada no EPS de E. coli K40 (DENGLER, JANN et al., 1986), e o 4cido L-glutamico foi
detectado durante a reexaminagdo do PS de K. aerogenes tipo K82 (JANSSON, LINBERG et
al., 1988).

Pensou-se por muito tempo que sulfato era restrito a PS eucari6ticos e
proteoglicanas, mas agora hd também indicios de que sulfato também esteja presente em alguns

polfmeros procari6ticos. Por enquanto, estes sdo exclusivos as espécies das cianobactérias. A
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bainha extracelular ou floculante produzida pelas espécies cianobacterianas do género
Pharmidium € um dos tais heteropolissacarideos sulfatados (BAR-OR & SHILO, 1987).

Fosfato tem ocorréncia muito mais difundida em PS bacterianos de significincia
imunolégica. Muitos dos EPS fosforilados lembram os 4cidos teic6icos presentes nas paredes
de bactérias Gram-positivas; de fato, muitas cepas produzem polfmeros de parede contendo
fosfato e PS extracelulares (KENNE, LINBERG et al., 1977).

Assim como os componentes inorganicos, que formam parte da estrutura dos EPS,
deve ser lembrado que todos os polfmeros polianidnicos serdo normalmente obtidos na forma
de sal. Os fons associam com o polimero durante sua produgdo, mas podem ser deslocados por
procedimentos apropriados (troca i0nica, eletrodidlise etc) para permitir a conversio no 4cido
livre ou na forma de sal uniforme (SUTHERLAND, 1990). Isto é importante na determinagio
de propriedades ffsicas de alguns EPS, mas ndo € normalmente necessdrio para produtos

comerciais. Uma série de substituintes nao carboidratos encontrados em EPS microbianos estio

indicados na tabela 1.

Tabela 1 - Substituintes nio carboidratos em exopolissacarfdeos

Substituinte Ligacdo Bactéria produtora do EPS
Ac. orglnicos

Acetato éster vérnas

Glicerato éster Pseudomonas elodea

Hidréxibutanato éster Rhizobium Trifolii, R. leguminosarum

Propionato éster Escherichia coli

Piruvato cetal varias

Succinato éster Rhizobium spp, Agrobacterium spp
Aminodcidos

L-glutamato Klebsiella aerogenes K82

Serina E. coli K40
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Tabela 1 - continuacéo

Substituinte Ligagao Bactéria produtora do EPS
Fosfato varias
Sulfato cianobactéria

Tabela retirada da referéncia Sutherland. 1990.

1.1.3 BIOSSINTESE

A biossintese da maioria dos exopolissacarideos (EPS) se parece muito ao processo
pelo qual os polfmeros da parede bacteriana peptidoglicana e lipopolissacarfdeos (LPS) sio
formados. De fato, os trés tipos de macromoléculas compartilham a caracterfstica de serem
formados de associa¢gdes dos mon6meros, sendo sintetizados na membrana celular e exportados
ao destino final, externo 2 membrana citoplasmdtica. As tnicas exce¢des ocorrem com os EPS
levano e dextrano, os quais sdo sintetizados por um processo totalmente extracelular
(SUTHERLAND, 1990)

A formagao dos precursores (agticares nucleotideos doadores ou "building blocks")
para a sintese de polissacarfdeos (PS) ocorre dentro do citoplasma (TONN & GANDER,
1979). Esta é provavelmente uma necessidade para assegurar que eles estejam sempre
disponfveis, uma vez que eles sdo utilizados para vdnos sistemas que sintetizam polimeros
diferentes. Como sdao livremente soliiveis no citoplasma, eles podem ser prontamente
canalizados ao processo biossintético apropriado, ocorrendo na ou dentro da membrana
citoplasmatica.

Para aqueles EPS que sdo sintetizados na membrana celular, existe um requenimento
por precursores ativados: formas do monossacarfdeo ricas em energia. Estes sdo principalmente
agicares nucleosideo difosfato, mas um pequeno nimero de agicares nucleosfdeo monofosfato

também atuam neste papel. Estes agiicares nucleotfdeos operam potencialmente na sintese de
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todos os polfmeros contendo carboidratos encontrados fora da membrana microbiana. Todavia,
nas bactérias, eles também sdo necessdrios para a sfntese de polimeros de parede e, em muitas
espécies, para a produgdo de oligossacarfdeos derivados da membrana (MDO) encontrados
principalmente no periplasma de bactérias Gram-negativas. Os agiicares nucleotideos também
s@o requeridos para a sfntese de produtos de armazenamento intracelular como glicogénio e,
principalmente em eucariotos, do dissacarideo trealose. O provdvel destino do substrato

(carboidrato) em termos de catabolismo e anabolismo é mostrado na figura 2.

Figura 2 - Rotas do anabolismo da glucose em bactérias Gram-negativas

GLUCOSE 1- FOSFATO
ute \ \ ATP
UDP- GLUCOSE N
PIROFOSFORIL ASE v ADP - eLucose
\  PIROFOSFORILASE
UDP-6LC 3
ADP - aLcC
\
\
, ]
L IPOPOLISSACARIDEO GLICOGENIO

OLIGOSSACARIDEOS .
DERIVADOS DA EXPOLISSACARIDEO 11

MEMBRANA

EXPOLISSACARIDEO I

Figura retirada da referéncia Sutheriand, 1990.

A maneira na qual o substrato (carboidrato) e o nucleotfdeo agiicar sdo canalizados na
producdo destas diferentes moléculas nio estd bem clara, parece que € criticamente dependente
das condigdes fisiol6gicas empregadas para o crescimento microbiano. Até agora, apenas um
exemplo € conhecido, onde um determinado nucleotfdeo agiicar € usado para a formagdo de uma
glicana especffica. Desta maneira, nos procariotos, ADP-D-glucose é empregado na sintese de
glicogénio, enquanto que todos os outros polfmeros contendo glucose parecem ser formados de

UDP-D-glucose. Desta forma, a sfntese do polfmero de reserva glicogénio pode ser regulada de
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uma maneira distinta da formagdo de glicanas. Ainda que os reguladores alostéricos para a
atividade da ADP-D-glucose-pirofosforilase diferem em vérias espécies bacterianas, sao todos
produtos primdrios do catabolismo de carboidratos ou da gluconeogenesis (PREISS &
ROMEQO, 1989).

Os agicares nucleotideos exercem vdrias fungdes: eles sio intermedidrios
monossacarfdicos ativados (capaz de libertar 31,8 kJ mol-! na hidrélise, comparado com os 20
kJ mol-1 de um agiicar fosfato) fornecendo a energia necess4ria para a montagem de seqiiéncias
oligossacarfdicas sobre as moléculas carreadores apropriadas (SUTHERLAND, 1990). Eles
também proporcionam um meio de interconversido de diferentes monossacarfdeos. Isto pode ser
realizado através de vdrios mecanismos: epimerizagio, oxidagao, descarboxilagio, redugio e
rearranjamento. A interconversio de alguns dos agticares nucleotfdeos utilizados mais

comumente estd indicada na figura 3.

Figura 3 - Sistemas catabélicos conduzindo 2 sfntese de nucleotfdeo agiicar e interconversoes
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UDP - AC GLUCURONICO
FRUTOSE 6-P
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1
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Figura retirada da referéncia Sutherland 1990.
As setas abertas indicam sistemas catab6licos usados em substratos especificos
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Com a descoberta de que a D-galactofuranose ¢ um componente de alguns EPS,
torna-se claro que um outro papel dos agticares nucleotfdeos era aquela de prover um
mecanismo de interconversdo da forma piranose para a furanose, e de produzir a forma ativa
dos iltimos (DUTTON & SAVAGE, 1980b). Isto é conseguido através do intermedidrio
contendo galactose normal.

A perda da capacidade para a sfntese de nucleotfdeo agticar normalmente leva a perda
da produg@o de PS. Como pode ser visto da figura 3, se certos mutantes forem supridos com o
monossacarfdeo apropriado, pode ser possivel que através de fosforilagio do agicar e
subseqiiente envolvimento de uma nucleottdeo agiicar pirofosforilase, desviando a parte da via
biossintética perdida por mutagio. Deste modo, o crescimento de mutantes sem UDP-galactose-
4-epimerase em galactose pode superar a perda de atividade enzimética através da fosforilagdo
da galactose pela hexoquinase ou galactoquinase e sua ativagio como UDP-galactose
(SUTHERLAND, 1990).

Tal como a necessidade por formas ativadas dos componentes monossacaridicos, a
sfntese de EPS requer precursores de quaisquer outros grupos presentes no biopolfmero. Deste
modo, o mecanismo biossintético precisa ter disponfvel formas ativadas de acetato, piruvato,
succinato, 3-hidréxibutanato, fosfato, e (em sistemas cianobacterianos) sulfato. Estudos, em
outros sistemas de polfmeros, claramente indicam que grupos acetil provém de acetil-CoA, e
isto foi confirmado para a sintese dos grupos acetil nos resfduos D-manosil internos da goma
xantana de Xanthomonas campestris, bem como para outros EPS bacterianos (IELP, COUSO
et al., 1983).

Ainda que nenhum estudo em sistemas livres de células, de bactérias produtoras de
EPS, tenha relatado PS com grupos acilas mais exéticos, parece provével que eles também
sejam originados dos correspondentes derivativos acil-CoA. Tais componentes acilas sdo
necessdrios para muitos outros processos dentro da célula microbiana e provavelmente estao
sempre presentes. Seus usos para a "decora¢io" dos EPS podem ser estritamente regulados e

dependentes da concentragdo intracelular. Se as quantidades do derivado acil estiver em baixa, a
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prioridade para o PS pode também ser reduzida, reproduzindo ou um polfmero nao acilado ou
um material com o contedo acila grandemente diminufdo. Isto deveria ser considerado para os
resultados obtidos para xantana e outros PS produzidos em certos estdgios do ciclo de
crescimento bacteriano, ou sob certas condigées fisiolégicas de limitagido nutricional (TAIT,
SUTHERLAND et al., 1986, SHU & YANG, 1990).

A exigéncia de um aceptor lipfdico, no qual se juntam as unidades repetitivas dos
PS, € comum a tais polfmeros encontrados externamente 3 membrana celular microbiana. A
descoberta do envolvimento de lipideos isoprendides (bactoprenol) na formagio de
lipopolissacarfdeos e de peptidoglicana, indicou que eles poderiam ter um papel na sintese de
EPS. Estudos com uma série de mutantes de Klebsiella aerogenes mostrou a adigao seqiiencial
de D-glucose-1-fosfato e dois moles de D-galactose a partir de UDP-D-glucose e UDP-D-
galactose, respectivamente, para formar oligossacarideos lipossoliveis (SUTHERLAND &

NORVAL, 1969).

O lipideo funcional na sintese de PS procariéticos é um Css isoprenil fosfato (Sin.
bactoprenil fosfato, undecaprenil fosfato)

A fosforilagao e desfosforilagdo dos derivados bactoprenil podem proporcionar um
meio de controlar sua disponibilidade, mas ndo estd claro se as enzimas necessdrias estdo
presentes em todas as células procariéticas (SUTHERLAND, 1990)

Uma série de estudos em Xanthomonas campestris confirmou que a xantana seguia
o mesmo modelo como foi encontrado em Klebsiella e outras espécies bacterianas. Contudo, o
estudo foi extendido para incluir grupos acilas. Através do uso de agiicares isotopicamente
marcados, foi confirmado que acetato e piruvato, como os monossacarfdeos, sdo adicionados
sequencialmente ao lipideo carreador. Assim, D-glucose-1-fosfato € adicionado inicialmente de
UDP-D-glucose. Depois disso, D-glucose, D-manose e acetato sdo transferidos. Finalmente, o
dcido D-glucurénico, D-manose e piruvato (como um cetal) sdo adicionados de UDP-dc-D-

glucurdnico, GDP-D-manose e fosfoenolpiruvato respectivamente, formando desta maneira a



17
unidade repetitiva pentassacaridica acilada (figura 4) (IELP, COUSO et al., 1981a; IELP,

COUSO et al., 1981b; IELP, COUSO et al., 1983)

Figura 4 - Esquema para a biossintese da xantana (segundo IELPI, COUSQet al., 1981a.b,
1983)

UDP-Glc UMP
4 PIDEO - DEO P P
EXPORTAGAO Pi LIPIDEO - P LIPIDEO -P- P-Glc
UDP - GIc
uor
IPIDEO - P - e )
POLY MER LIPIDEO - P -P LIPIDEO- P-P-Glic - Glo
) CGDP-Man
P
Ac PYr GD
LIPIDEO -P-P - Glc - Gic-Man- GlcA - Man LIPIDEO -P-P - Glc-Glic - Man
5 AcCoA
PEP con
?c lAc
LIPIDEO-P- P-Glc - Glc -Man- GlcA - Man LIPIDEO-P-P - Glc - Gic -Man

GDP 5\ /(‘ UDP - GicA
bp
GDP -Man Ac. v

. |
LIPIDEO -P-P-Glc-Glc-Man-GlcA

Figura retirada da referéncia Sutheriand, 1990.

Seguindo a montagem da unidade repetitiva sobre o lipfdeo isoprenéide, a
polimerizacdo ocorre produzindo a xantana acetilada e piruvatada. O pentassacarfdeo inicial é
essencialmente linear; a ramificagdo apenas acontece quando as unidades oligossacaridicas
repetidas sdo polimerizadas.

Conclui-se de estudos em outros sistemas sintetizadores de PS que a polimerizagio
ocorre por adigdo ao final ndo redutor, enquanto ligado ao lipfdeo isoprenéide pirofosfato. O
maior fragmento ¢é transferido para o lipideo carregando uma unica unidade repetitiva. Este

processo continua até que a macromolécula seja formada.
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A polimerase parece ter relativamente baixa especificidade no caso de X. campestris.
Virios estudos tem sugerido que as moléculas polissacaridicas sdo imperfeitas: faltando cadeias
laterais, ou carregando cadeias laterais incompletas (SUTHERLAND, 1984).

Relativamente pouco se sabe sobre os estdgios finais da sfntese polissacaridica (vide

figura S).

Figura 5 - Postulado dos estdgios finais da sfntese de exopolissacarideo e excregio.
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Figura retirada da referéncia Sutherland 1990.
RU indica a unidade repititiva, tal como o pentassacarideo no caso da xantana

O local de montagem e polimerizagdo das unidades repetitivas é quase certamente a
membrana citoplasmdtica. Enquanto a cadeia é alongada, o intermedidrio torna-se
aumentadamente hidrofflico, contudo as reagdes ocorrem numa membrana em bicamada
lipoproteica. O EPS deve ser liberado do lipfdeo pirofosfato, passado e extrusado através da
membrana externa (em bactérias Gram-negativas) e liberado no ambiente extracelular.

Alternativamente, o material capsular deve ficar atado a um componente especffico na superficie
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celular. Provavelmente, energia na forma de forga préton motriz e/ou ligagdes ricas em energia
¢é necessdria para permitir a extrusdo e a liberagdo do polfmero; todavia, 0 mecanismo ainda nao
foi elucidado. Comparando-se a sfntese de EPS com a de LPS, leva a indicagdo de que existe
um mecanismo para fornecer energia necessdria para translocar o LPS do seu local de sfntese,
na membrana citoplasmdtica, para a face externa da membrana externa. Alguns mutantes,
defeituosos no transporte, podem acumular EPS no periplasma, e em outros casos (letal) ele
encontra-se no citoplasma. E possivel que a transferéncia do EPS do local de sintese, na face
citoplasmdtica, seja acompanhada pela terminalizagdo da cadeia na face periplasmética, e a
transferéncia para a membrana externa deva envolver as zonas de fusdo demonstradas por
Bayer (BAYER, 1968). Estas pontes transitdrias, entre membrana externa e interna, parecem
operar na exportagao dos polissacarfdeos peptidoglicana e LPS de seus locais de sfntese,
também na membrana citoplasmdtica, para seus destinos finais na regiao periplasmética e
membrana externa respectivamente (SUTHERLAND, 1990).

Num sistema bacteriano, a habilidade de produzir EPS estd aparentemente associada
a presenga de uma proteina especffica na membrana externa. Pensa-se que esta protefna fornega
um poro (porin), canal cheio de dgua, através do qual o PS poderia ser exportado.

No caso de Acetobacter xylinum, a microscopia eletronica revela dezenas de poros
pelos quais ocorre a extrusao das microfibrilas nascentes de celulose (ZAAR, 1979).

Poucos estudos detalhados tém procurado quantificar a energia necessdna para
biossintese e secre¢ao dos EPS. Em altas taxas especfficas de sintese, encontradas quando
bacténas crescem em cultivo continuo, a demanda por energia (na forma de ATP) representa
uma significante propor¢ao daquela da célula. Sob tais condiges, a sfntese dos EPS representa
uma grande porgao da atividade biossintética da célula microbiana.

Examinando o esquema proposto para a biossintese da goma xantana (figura 4) pode
ser observado um requerimento de 1 mol de ATP para cada hexose (molécula substrato)
convertida a hexose fosfato. Uma ligagao adicional de alta energia € necessdria para a sintese de

cada nucleotfdeo agiicar, e mais adiante € requerida energia para a fosforilagdo dos
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intermedidrios isoprendides lipfdicos e para os possiveis substituintes acilas. Supostamente, a
polimerizagao e extrusdo do PS também necessita energia. Estimam-se que onze ATPs sao
necessdrios para a produgdao de cada unidade repetitiva (pentassacarideo) da goma xantana,
enquanto que no PS alginato calcula-se trés moles de ATP para cada residuo de 4cido
manurdnico ou dcido gulurdnico (SUTHERLAND, 1990).

Enquanto uma série de EPS pode ser degradado apds a liberagao pela célula
microbiana, por enzimas presentes no ambiente extracelular, um grupo de polimeros sofre
modificagbes sem redugdo na massa molecular. Este tipo de epimerizagao p6s-polimerizagao é
uma caracterfstica de vdrios PS de estrutura irregular, encontrados como sendo componentes
celulares em eucariotos. Assim, na biossfntese da heparina, a inversdo do Cs dos resfduos D-
glucuronosil para resfduos L-iduronosil € catalisado por uma uronil-epimerase (PRIKAR,
CAMPBELL et al., 1980). Todavia, nos procariotos a epimerizagido pds-polimerizagao € restrita
a um grupo de PS: os alginatos bacterianos. Nestes, falta uma unidade repetitiva e sio
polimeros altamente carregados. A propor¢dao carga:massa é maior do que em qualquer outro
PS microbiano, uma vez que eles sdo compostos apenas de dcidos D-manurdnico e L-
gulurdnico. Os alginatos variam amplamente na propor¢ao de 4cido D-manurdnico para dcido
L-gulurdnico e no seu contelddo de acetilagdo. Na falta de evidéncia ao contrdrio, parece que os
alginatos sdo sintetizados como homopolimeros, por mecanismos andlogos a aqueles
encontrados para PS tal como a xantana, i.e. pensa-se que os resfduos de dcido D-manurdnico
sdo juntados e acetilados no lipfdeo isoprenéide e finalmente polimerizados e excretados da
célula bacteriana como 4cido poli-D-manurdnico. Subsequentemente, eles sao epimerizados por
uma epimerase extra-celular, que requer fons cdlcio para sua atividade, sem a necessidade de
cofatores soliveis. A inversdao do Cs do resfduo de dcido D-manurdnico para 4cido L-
gulurdnico em alginatos, e de dcido D-glucurdnico para 4cido L-idurfnico em PS eucariéticos,
ocorre ao nfvel do polfmero. A agdo da epimerase € grandemente afetada pela presenca de
grupos O-acetil no 4cido poli-D-manurdnico. Estes grupos exercem um efeito "protetor” nos

residuos monossacarfdicos, 0s quais inibem suas epimerizagdes. O grau de epimerizagao de
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alginatos bacterianos € portanto dependente de vdrios fatores diferentes, incluindo o grau de
acetilagdo, concentragdo de fons Ca*2, e a espécie bacteriana envolvida (SUTHERLAND,
1991).

O dextrano € o principal polfmero de importancia industrial que € sintetizado
extracelularmente, produzido comercialmente empregando-se cepas de Leuconostoc
mesenteroides. Diferente dos EPS, que sdo formados a partir de precursores intracelulares e
que sdo sintetizados a partir de uma ampla variedade de substratos de crescimento, a sfntese do
dextrano ocorre apenas quando as bactérias crescem em sacarose como fonte de carbono. A
sfntese da glucana requer a clivagem da molécula do substrato para liberar frutose, enquanto
que o resfduo glucosil € transferido para um aceptor apropriado

A energia necessdria para a sfntese vem nesta reagdo, nao de um nucleotideo agiicar
como foi observado para outros PS, mas da hidrdlise do substrato sacarose. A energia livre
obtida da hidrélise de uma molécula de sacarose ¢ dc 23 kJ mol-!, permitindo a reagdo
enzimdtica ocorrer da esquerda para a direita, visto que a ligagdo glucosidica no dextrano tem
nivel de energia livre mais baixo (12-17 kJ mol-!). O dextrano produzido tem uma alta massa
molecular, e nenhuma evidéncia foi encontrada para qualquer intermedidrio de massa molecular
baixa. O produto polissacaridico pode ser composto de até 95% de residuos a-1,6 ligados, mas

ligagdes a-1,2-, a-13- e a-1,4 também podem estar presentes.(SUTHERLAND, 1990).

A sintese da maioria dos EPS microbianos apresenta muitas similaridades com a
produgdo de outros PS bacterianos formados de estruturas com unidades repetitivas, i.e. LPS e
peptidoglicana. Muitos dos precursores sdo agticares nucleotideos comuns a estes outros
polimeros, e os mesmos lipideos isoprendides carreadores sdo usados para a montagem das
unidades repetitivas de cada tipo de polimero. A exportag@o € provavelmente um processo que
requer energia mas, por enquanto, é a parte menos entendida da biossfntese polissacaridica

(WHITFIELD & VALVANO, 1993; SUTHERLAND, 1990).
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1.2 CELULOSE BACTERIANA

1.2.1 INTRODUGCAO E DEFINICAO

O polfmero natural celulose estd intimamente ligado 2 histéria do homem. Téxteis de
algodao e linho tém sido encontrados nas tumbas dos faraés. Barcos de madeira, velas de
algoddo para navegagdo, cordas e papiros foram instrumentos de exploragdo, batalhas
marftimas, trocas e comunicagio. O grau de desenvolvimento de civilizagdes e culturas pode ser
medido em termos da capacidade do homem para produzir substratos celulésicos, a fim de
escrever e pintar. Na sociedade moderna, a celulose continua cumprindo finalidades as mais
diversas.

A celulose forma a parede celular de plantas e algas, e constitui o principal elemento
da parede celular de alguns fungos. Também € sintetizada pela bactéria Gram-negativa
Acetobacter xylinum , sendo este o organismo mais amplamente estudado dentre as poucas
bactérias que produzem o polimero.

Celulose, € um polimero de D-glucose. As moléculas de glucose siao unidas como
uma cadeia f-1,4. Quando sintetizada por A. xylinum € polimerizada em longas microfibrilas
fora da parede celular as quais apresentam a mesma constitui¢ao quimica da celulose produzida
por plantas superiores. Esta similaridade tem feito de A. xiylinum um sistema-modelo ideal para
estudar o processo de biogénese do polfmero. A via biossintética para produgdo de celulose
bacteriana ainda nio estd completamente entendida, proporcionando deste modo um campo
fértil para a pesquisa. O processo biossintético é de miiltiplos passos, envolvendo a produgido

de celulose e sua cristalizagio em fibrilas extracelulares.
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Uma vez que celulose bacteriana é quimicamente idéntica aquela das plantas
superiores € de outros organismos, isto sugere uma provdvel origem evoluciondria entre os
produtores de celulose (DELMER, 1983; DELMER, 1987). Através do estudo do processo
sintético, empregando-se micrébios que sio facilmente mantidos e manipulados em laboratério,

torna-se mais f4cil descobrir os detalhes genéticos e a bioquimica da biossintese.

A celulose bacteriana tem algumas vantagens sobre aquela produzida por outros
organismos;, uma das vantagens da celulose de Acetobacter € que ela ndo precisa ser
deslignificada antes do processamento, como € o caso da celulose de madeira processada em
papel. A. xylinum provavelmente possui o maior potencial para a comercializagao, j4 que outros

micrébios produtores do polimero niao produzem quantidades suficientes para fins comerciais.

A celulose de Acetobacter retém bem dgua quando umida e tem forte resisténcia ao
rasgo. Ela pode assumir ou ser produzida sob vdrias formas retendo-na muito bem. Um
exemplo contemporaneo de uma aplicagao para celulose bacteriana vem da SONY Corporation,
que emprega celulose produzida por A.xylinum para fazer delicados diafragmas para fones de
ouvido (BYRON, 1990, CANNON & ANDERSON, 1991). Celulose microbiana também est4
a disposi¢do como um produto alimenticio conhecido por "Nata de Cocoa" nas Filipinas
(WHITE & BROWN JR, 1989). Weyerhauser and Cetus Corporation desenvolveram
recentemente uma cepa de Acetobacter que € capaz de produzir celulose em larga escala sob
condigdes fermentativas de agitagio (CANNON & ANDERSON, 1991). As fibras produzidas,
denominadas de "Cellulon", tém inimeras aplicagbes comerciais, tais como agregante para pés
de cerdmica e minerais, espessantes para tintas, adesivos, e até mesmo para alimentos. Um
outro possivel uso para Cellulon é como cobertura para papéis por causa de sua alta pureza.
Recentemente, foi relatado o uso de celulose de Acetobacter como um substituto tempordrio da
pele, para proteger especialmente tecidos queimados enquanto a pele normal regenera
(FONTANA, SOUZA et al,, 1990; CANNON & ANDERSON, 1991). Este € o primeiro

exemplo de aplicagado médica especifica da celulose produzida por bactéria. O maternal
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celul6sico, identificado pela marca registrada de "BioFill", tem sido empregado com sucesso
para o tratamento de queimaduras graves, enxerto de pele, tlceras de pele cronica. Vantagens
deste tratamento foram alfvio da dor, boa adesao, uma barreira eficaz a infecgdo, rdpida
cicatrizagao, boa retengdo de fluidos (d4gua e eletrélitos), baixo custo e tempo de tratamento
mais reduzido do que os tratamentos tradicionais; a pele sadia cresce deslocando o substituto
celuiésico da pele O produto biotecnolégico, designado "BioFill" e "Bioprocess" detém patente
em duas dezenas de pafses e € propriedade intelectual da empresa Biofill Produtos

Biotecnolégicos S.A. (Curitiba-Parand, Brasil)

Uma das dificuldades para o uso humano de celulose bacteriana tem sido a
necessidade de remover componentes endot6xicos que podem contaminar o produto; uma
tecnologia que foi desenvolvida e aperfeicoada no LQBB - Laboratério de
Qufmio/Biotecnologia de Biomassa da UFPr, de responsabilidade do Professor José Domingos
Fontana.

O conhecimento do processo da sintese celulésica em A. xylinum cresceu
grandemente na udltima década. Esta pesquisa bdsica estd formando o alicerce para futuras
tentativas na comercializagdo potencial de celulose bacteriana, tentativas que estio em seus

estdgios formadores.

1.2.2 BACTERIAS PRODUTORAS DE CELULOSE

Muitas bactérias Gram-negativas secretam material extracelular polissacaridico, mas
apenas umas poucas tém sido apresentadas como produtoras de celulose. A. xylinwm , o mais
estudado dos produtores de celulose bacteriana, € classificado no "Bergey's Manual of
Sistematic Bacteriology" como um membro da famflia Acetobacteriaceae, Gram-negativo,
aerébico, com forma de bastonete, comumente produzindo coldnias pdlidas em meio sélido

(LEY, SWINGS et al., 1984). Espécies dentro do género Acetobacter incluem A. aceti, A.
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liguifaciens, A. pasteurianus, e A. hansenii.. H4 autores porém, que consideram que o real
produtor de celulose seja A. hansenii. (LEY, SWINGS et al., 1984). A produgio de celulose
por este género foi observada em 1886 por Brown, no estudo de um "fermento" de 4cido
acético (BROWN, 1886). A. xylinwmn ¢ tratado na literatura cientifica como uma espécie, mas
para fins de classificagdo exata, ele tem sido considerado uma sub-espécie de A. aceti.

Uma caracterfstica notdvel de cepas de Acetobacter produtores de celulose € a
formagdo de uma pelicula celulésica flutuante, quando o organismo € cultivado estaticamente
em meio lfquido. Esta pelfcula é formada a partir da organizagao de fibrilas celul6sicas
sintetizadas e secretadas pelas bactérias. Elas sio comumente encontrados sobre frutas c
vegetais em decomposigao, vinagre, bebidas fermentadas, caldo de cana, sélos de jardins etc.

Outras bactérias que produzem celulose em menor quantidade que A. xylinum
incluem Sarcina ventriculi, que € a \nica produtora de celulose Gram-positiva (CANNALE-
PAROLA & WOLFE, 1964).

Quando se isolavam cepas a partir de 16do de esgoto ativado, foi descoberta uma
série de espécies bacterianas como sendo produtoras de fibrilas celul6sicas (DEINEMA &
ZEVENHUIZEN, 1971). Acredita-se que as fibrilas celulésicas explicam a formagao de flocos
nestes ambientes. Os géneros especfficos isolados incluiam Pseudomonas , Achromobacter,
Alcaligenes, Aerobacter, Rhizobium, Agrobacterium e Azotobacter. A formagao de fibrilas
celulésicas aparentemente desempenha uma parte importante na infecgdo de plantas por
Agrobacterium tumefaciens ajudando na ligagdo das bactérias ao tecido da planta, conduzindo

eventualmente a formagio de "gall" (MATTHY SSE,1983).

1.2.3 SINTESE E CARACTERISTICAS DA CELULOSE BACTERIANA

Em suspensdes de células em repouso, aproximadamente 1,5 x 108 resfduos de

glucose podem ser polimerizados. O grau de polimerizagdgo médio (DPw) tem sido medido
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empregando viscosimetria e varia de 2190 a 3470. Diferente das plantas, onde o DPw da
celulose de parede celular é constante durante sua sintese, 0 DPw da celulose de Acerobacter
aumenta linearmente e ¢ dependente do tempo de geragdo do organismo (BYRON, 1991).

Como mencionado, em culturas estdticas Acetobacter produz uma pelicula de
celulose na interface liquido-ar. Acredita-se que isto sirva para trazer as células ao ambiente que
tem tensdo de oxigénio mais alta. Estimag¢Ges de ATP mostraram que as células vidveis estdo
localizadas na superficie pelfcula-ar. Alternativamente, foi sugerido que a celulose protege da
luz ultravioleta, aumentando a capacidade do organismo para competir na colonizagio de um
substrato natural, e conserva a d4gua no ou em associagdo com o substrato (WILLIAMS &
CANNON, 1989).

Repetidas subculturas em condi¢des agitadas rapidamente resultam no isolamento de
mutantes espontdneos celulose-negativa (cel”) (SCHRAMM & HESTRIN, 1954). Tem sido
sugerido que a sfntese de celulose € sensfvel a forgas de cisalhamento e que isto, junto com a
alta taxa de mutagdo expontinea para cel ™, seja responsdvel pelo fendmeno; talvez a combinagao
dos dois fatores. Quaisquer células da populagdo que sejam espontaneamente cel” devem ter
uma vantagem de crescimento sobre os organismos celulose positiva (cel*) em culturas
agitadas, desde que os primeiros ndo necessitam desviar grandes quantidades de carbono e
energia para a sintese de celulose. Em subculturas, muitas células cel”, mas apenas poucas cel”,
serdo transferidas, porque as ultimas estardo agregadas em flocos de fibras celulésicas. A
diferen¢a na cinética das duas cepas assegurard que a tendéncia, no sentido do fenétipo cel”,
aumente a cada subcultura (BYRON, 1991). Em experimentos controlados, onde os efeitos de
agregacdo das células cel” foram eliminados, obteve-se prova de que a taxa de mutagio
espontinea de A. xylinum ndo foi excessivamente alta (menos que 105 mutagdes por célula
por geragdo) sugerindo que altas taxas previamente relatadas podem ter sido devido a efeitos
similares aqueles descritos anteriormente (VALLA & KJOSBAKKEN, 1982). A instabilidade
da produgdo de celulose em condigdes agitadas foi e € um dos principais problemas a ser

resolvido na produg@o de celulose para comercializagéo.
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A celulose bacteriana € produzida tanto em superficie como em cultura agitada como
uma fita de celulose I altamente cristalina. A largura da fita é da ordem de ordem de 40 a 100
nm e de comprimento indeterminado. E muito dificil medir ou estimar o comprimento de fitas
individuais porque elas sdo produzidas como uma massa de fibras emaranhadas na cultura. As
fitas sdo individualmente compostas de feixes de microfibrilas que se associam por pontes de
hidrogénio (GARDNER & BLACKWELL, 1974). Cada microfibrila tem um didmetro de 3 a 4
nm que € por sua vez composta de trés fibrilas subelementares, cada uma com

aproximadamente 1,78 nm, torcida numa hélice da esquerda para a direita (vide figura 6).

Figura 6 - Formagao da fita de celulose
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Figura retirada da referéncia Byron, 1991.
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As fibrilas subelementares sao extrudadas de uma fileira de poros na parede celular
bacteriana, paralelo ao eixo longitudinal da célula (BROWN JR, WILLISON et al., 1976,

ZAAR, 1979). Os poros ocupam apenas aproximadamente 0,5% da membrana externa (vide
figura 7).

Figura 7 - Modelo generalizado da reunido da fita de celulose em Acetobacter xylinum
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Figura retidada da referéncia Ross, Mayer et al. 1991.

A formagdo de celulose estd associada com fileiras de particulas (assume-se que
sejam complexos multienzimsticos) abaixo dos péros. E desconhecido o mecanismo pelo qual
as cadeias de glucanas da microfibrila sdo unidas em fita, mas o processo de polimerizagio e
cristalizagdo estdo associados, sendo que o ultimo limita a velocidade de polimerizagdo
(HAIGLER & BENZIMAN, 1982). E possivel alterar a morfologia da fita normal em dois
niveis através da inclusdo de produtos quimicos especificos no meio de crescimento (e.g.

Calcofluor White ST, Carboximetilcelulose) (BYRON, 1991)
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1.2.4 BIOQUIMICA DA SINTESE DE CELULOSE

Ainda que a celulose seja um polfmero relativamente simples, ainda nao entendemos
completamente a bioqufmica de sua sfntese. Dificuldades tanto no desenvolvimento de um
ensaio para a sintese in vitro quanto a purifica¢do das enzimas envolvidas no processo (e.g.
celulose sintase) tém impedido certas andlises bioquimicas. Estes problemas estio sendo
superados através do uso combinado de técnicas genéticas e bioquimicas com o organismo A.
xylinum, e um quadro mais claro dos passos bioquimicos da sintese de celulose estd
emergindo.

O Acetobacrer pode sintetizar celulose a partir de uma variedade de fontes de
carbono incluindo hexoses (glucose, frutose) e seus 4cidos correspondentes, por exemplo
gluconato, compostos tais como piruvato, glicerol e di-hidréxi-acetona, e intermedidrios do
ciclo do 4cido tricarboxflico como succinato. Pouca celulose € sintetizada a partir de pentoses
(SCHRAMM, GROMET et al,, 1957, BENZIMAN & BURGER-RACHAMINOV, 1962;
WEINHOUSE & BENZIMAN ,1974; ALONI & BENZIMAN, 1982)

Muitos destes substratos estao metabolicamente associados com os ciclos da pentose
ou do 4cido cftrico, indicando que a sfntese de celulose pode estar ligada ao metabolismo
oxidativo de carboidratos (HESTRIN & SCHRAMM, 1954; GROMET, SCHRAMM et al.,
1957, BENZIMAN & MAZOVER, 1973; SWISSA & BENZIMAN, 1976). A produgao
ocorrerd na auséncia de um suprimento exégeno de nitrogénio e na presenga de inibidores da
sintese de protefnas, indicando que a sfntese proteica de novo nao € necessdria para O processo
(WEBB & COLVIN, 1967).

O conhecimento referente a via bioquimica proposta que conduz a formagao de
celulose a partir de glucose vém de duas fontes: (1) estudos das enzimas envolvidas no
metabolismo do carboidrato glucose, e (2) estudos de marcagdo com glucose isotépica,
empregados para delinear relagdes precursor-produto. Um grupo de enzimas envolvidas no

metabolismo de carboidratos foram encontradas em extratos brutos e parcialmente purificados
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de A. xylinum (ALONI, DELMER et al., 1982, GROMET, SCHRAMM et al., 1957,
BENZIMAN & RIVETZ, 1972; SWISSA & BENZIMAN, 1976). Dentro deste grupo de
enzimas, foi proposto que glucoquinase, fosfoglucomutase, e UDPglucose pirofosforilase sdo

as mais provdveis de estarem na via que leva 2 sintese de celulose (vide esquema abaixo)

glucoquinase fosfoglucomutase
glucose -----------------> glucose 6-fosfato > glucose 1-fosfato ----->

UDPglucose pirofosforilase celulose sintase
> UDPglucose > celulose

A fosforilagdo de hexoses fornece um intermedidrio comum tanto para sintese de
celulose como para a oxidagdo via pentose e ciclo do 4cido citrico. A fosforilagdo de aguicar
exégeno € realizada pela glucoquinase ou frutoquinase em A. xylinum (BENZIMAN &
RIVETZ, 1972). A atividade glucoquinase estd sempre presente nas células independente de
qual agiicar exdgeno esteja sendo fornecido, enquanto que a atividade frutoquinase, como a de
outros sistemas de enzimas metabolizadoras de agticar, parece estar sujeita 2 repressao por
glucose. O fluxo de agiicares fosforilados através das duas vias irdo com toda probabilidade
determinar o nivel de celulose produzida. Na via da celulose, a glucose € fosforilada na forma
de glucose 6-fosfato (G6P) é enzimaticamente convertida a glucose 1-fosfato (G1P) pela
fosfoglucomutase (GROMET, SCHRAMM et al., 1957). UDPglucose pirofosforilase é entdo
responsdvel pela sintese de UDPglucose as custas de G1P e ATP (SWISSA, ALONI, et al.
1980). Ainda que todos os quatro agiicares nucleotideos possam atuar como precursores para a
sfntese de celulose, ndo existe nenhuma prova para qualquer outra nucleotfdeo difosfoglucose
pirofosforilase em A. xylinum (ALONI & BENZIMAN, 1982). Esta observagido estd de
acordo com a atuacdo da UDPglucose como precursor primdrio para a sfntese de celulose. Esta
via proposta foi confirmada através do emprego de estudos de marcagio isotépica nos quais foi
examinado o fluxo de carbono a partir de 14C-glucose para celulose (SWISSA, ALONI et al,,
1980).
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UDPglucose € o substrato para a celulose sintase (E.C.2.4.1.12, UDPglucose: 1,4-
p-D-glucana-4-f-glucosiltransferase); acredita-se que seja a principal enzima envolvida no(s)
iltimo(s) passo(s) da biossintese de celulose.

HESTRIN & SCHRAMM (1954) e GLASER (1958) foram os primeiros a relatar a
sfntese de um polfmero insolivel em 4lcali a partir de UDPglucose por uma fragdo particulada
de A. xylinum. Infelizmente, a taxa de sintese foi menor que 0,1% da taxa in vivo e por isso
ndo forneceu um sistema adequado para estudar nem a estrutura da celulose produzida, nem o
mecanismo de sintese. ALONI, DELMER et al. (1982) e ALONI, COHEN et al. (1983), ap6s
a estabilizagdo da fragdo particulada/membranicea com PEG 4000 ou fons célcio e com a
ativag@o do sistema com GTP, conseguiram um aumento de 400 vezes na taxa de sintese in
vitro. Também foi mostrado que, para obtengio da atividade mdxima era necessdrio adicionar
de volta uma protefna regulatdria presente na fragdo soltivel.

Recentemente, LIN & BROWN JR (1989) conseguiram purificar parcialmente a
celulose sintase (mais do que 90% de homogeneidade) a partir de membranas solubilizadas com
detergente. Suas preparagdes continham doispolipeptideos principais de 83 e 93kD. Foi
demonstrado que o polipeptfdeo de 83kD tratava-se de uma glicoprotefna, e os resultados de
cromatografia em coluna estavam de acordo com a celulose sintase sendo uma enzima
multimérica. Mais recentemente, LIN, BROWN JR et al. (1990), demonstraram que a
subunidade de 83kD ¢ a unidade catalftica para a celulose sintase.

In vitro a atividade da celulose sintase é aumentada pela adi¢do de nucleotideo ou
andlogos de guanosina. O trabalho de ROSS, WEINHOUSE et al. (1987) demonstrou além
disso, que o ativador especffico da celulose sintase € o 4cido diguanilico bis-(3'- 5"-ciclico (di-
GMPc ou cGpGp) (vide figura 8).
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Figura 8 - Estrutura do di-GMPc (segundo ROSS, WEINHOUSE et al., 1987)
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Figura retirada da referéncia Ross, Mayer et al., 1991.

OH

0

.
N,/

o)

o}

N

0

H
\2

o\P /o
7N\

o o)

G

OH

Eles sugeriram que a atividade da celulose sintase € controlada por um sistema

regulatério multicomponente (vide figura 9) que inclui (1) diguanilato ciclase, a enzima

envolvida na sintese do ativador diguanilico ciclico, e (2) as atividades das enzimas

fosfodiesterases, que estdo envolvidas na degradagdo do ativador.

Figura 9 - Modelo proposto para a regulagdo da sintese de celulose pelo ativador da sintese de
celulose, o 4cido diguanilico ciclico (segundo ROSS, WEINHOUSE et al., 1987)
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A primeira fosfodiesterase (PDE-A) que € inibida por Ca?*e hidrolisa a abertura do
nuclcotfdeo ciclico; a segunda (PDE-B) que ndo ¢ afetada por Ca®*, converte o dinucleot{deo
linear em 5’GMP. De acordo com este modelo, a velocidade de polimerizagdo de UDPglucose
em celulose € dependente dos nfveis intracelulares do ativador diguanflico ciclico e do nivel de
Ca?*.

FONTANA, FRANCO et al (1991) propuseram que uma agdo inibitéria da cafefna
sobre a(s) fosfodiesterase(s) poderia estar envolvida no aumento da produgio de celulose em
meios de cultura que continham a metil-xantina, j4 que o emprego de infusdes de chd
(Camellia; rica em cafefna e teofilina) € comum no cultivo de Acefobacter xylinum .

AMIKAM & BENZIMAN (1989), mostraram recentemente o possivel envolvimento
do mesmo ativador na modificagdo/regulagio da sintese de celulose em Agrobacterium
tumefaciens. Esta observagao sugere que os dois organismos podem utilizar um mecanismo
regulatério semelhante, ainda que o produto final e as velocidades de sfntese do material
celulésico sejam marcadamente diferentes (feixes ou flocos simples em Agrobacterium vs.

complexas fitas em Acefobacter).

1.2.5 GENETICA DA SINTESE DE CELULOSE

Estudos dos genes e seus produtos envolvidos na sfntese de celulose tém sido
realizados tanto em Acetobacter xylinum como em Agrobacterium tumefaciens. O
desenvolvimento destes sistemas modelo fornecerdo ndo apenas um entendimento da genética
da sfntese de celulose em sistemas bacterianos, mas também uma revelagdo deste processo em
plantas superiores.

A anilise genética da biossintese de celulose em A. xylinwn inclui o isolamento de
mutantes que abalam a produgdo de celulose, caracterizagdo de espécies de plasmideos

selvagens, e a clonagem de gens envolvidos neste processo. Um mimero de pesquisadores,
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iniciando com SCHRAMM & HESTRIN (1954), descreveram o isolamento de mutantes
celulose negativa (cel™). Muitos relatos indicam que mutantes cel”, aparentemente espontineos,
aumentam numa alta propor¢do quando células selvagens sdo cultivadas em meio liquido
agitado (SCHRAMM & HESTRIN, 1954; VALLA & KJOSBAKKEN, 1982; CANNON &
ANDERSON, 1991). A freqiiéncia na qual estes mutantes ocorrem também aumenta com a
idade da cultura. Os mutantes espontineos tém uma aparéncia mucéide em meio sélido, como
verdadeiros mutantes cel” obtidos com mutagénicos, mas a maioria reverte novamente para o
tipo selvagem quando crescidos estaticamente em cultura liquida. A explicagio mais provdvel
para tal comportamento € que estes nao s3o mutantes genéticos verdadeiros, mas em vez disso,
significam alteragdes de expressio fenotfpica das seqiiéncias genéticas envolvidas na sintese de
celulose. Estes mutantes fenotfpicos podem existir devido 2 mudangas na expressio génica, e.
8. a repressao dos gens da sfntese de celulose durante o cescimento sob condi¢bes aeradas,
alterag6es nos componentes da membrana/parede celular induzidas pelas condi¢des de cultivo,
ou outros eventos ndo génicos (CANNON & ANDERSON, 1991).

Provas genéticas tém sido empregadas para confirmar a via biossintética, como
postulada de dados bioqufmicos. Foram feitas tentativas de isolamento de mutantes em gens
estruturais para a celulose sintase a partir de A. xylinum ATCC 10245 (VALLA &
KJOSBAKKEN, 1982), mas em vez disso obtiveram-se mutantes exercendo efeitos
pleitrépicos na sfntese de celulose. Num trabalho posterior, mutantes cel” de A. xylinwn ATCC
23768 foram complementados por um fragmento de DNA (2,8 kb) clonado a partir de um
organismo selvagem. Andlise bioquimica mostrou que os mutantes eram deficientes na enzima
UDPglucose pirofosforilase. A confirmagio da atividade codificada pelo fragmento de 2,8 kb
foi obtida por complementagdo de um mutante de Escherichia coli na qual faltava a enzima.

Este foi o primeiro exemplo da clonagem de um gen com uma fungio conhecida na sintese de

celulose. O gen foi denominado cel A (VALLA, COUCHERON et al., 1989).
A andlise genética de Acetobacter fornece um niimero de observagdes interessantes

incluindo (1) a existéncia de uma complexa amostra de plasmideos (VALLA, COUCHERON
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et al., 1983; VALLA, COUCHERON et al., 1986; VALLA, COUCHERON et al., 1987,
CANNON & ANDERSON, 1991); (2) a utilidade de produtos quimicos e mutagénese por
transposons para induzir mutantes cel” (FORNG, ANDERSON et al., 1989; VALLA &
KJOSBAKKEN, 1982; WILLIAMS & CANNON, 1989); (3) aparente instabilidade genética
neste organismo, e.g. a alta taxa de indugido e reversio de mutantes espontineos,
rearranjamentos cromosomal e plasmidial (VALLA, COUCHERON et al., 1987) ); e (4) o uso
da tecnologia de DNA recombinante para isolar gens envolvidos na sintese de celulose
(WONG, FEAR et al., 1990; STANDAL, IVERSEN et al., 1994). A aptidao para clonar os
gens envolvidos na biossintese de celulose nido apenas fornecerd um melhor entendimento deste

processo mas também conduzird & comercializagio potencial da celulose produzida em escala

industrial (CANNON & ANDERSON, 1991).

1.2.6 ASPECTOS ECOLOGICOS DAS BACTERIAS PRODUTORAS DE
CELULOSE

Por causa da observa¢do de que A. xylinum era capaz de produzir uma pelfcula
flutuante durante cultivo estdtico, os investigadores propuseram que o papel da pelfcula era
manter os organismos no ambiente aerébico, favorecendo a obtengdo de oxigénio, uma vez que
foi considerado um organismo aerébico estrito (SCHRAMM & HESTRIN, 1954; COOK &
COLVIN, 1980). Porém, surge a pergunta: haveria outros papéis ecolégicos para a celulose
secretada por A. xylinum elou outras bactérias?

Peliculas celul6sicas imidas retém bem 4dgua; portanto, um papel hipotético para a

celulose seria a retengio de umidade no microambiente, permitindo o crescimento bacteriano e

prevenindo a dessecagio.
Experimentos cultivando A. xylinum com 5% de diéxido de carbono, em "candle

jars" e "Biobags", mostraram que o microrganismo pode crescer microaerofilicamente enquanto
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continua sintetizando celulose; portanto, o argumento de que a pelfcula seja vital para o
crescimento aerébico perde em consisténcia. Testes laboratoriais também indicaram que as
pelfculas poderiam proteger as bactérias de efeitos mortais da luz ultra violeta ambiental
(WILLIAMS & CANNON, 1989). Este efeito protetor seria considerado de grande importincia
ao organismo quando ele cresce sobre frutas em decomposi¢do, no momento em que ele estaria
retendo 4gua para a degradagio bioquimica de substratos para sua nutrigéo.

Uma vez que A. xylinum é encontrado primariamente sobre frutas em
decomposi¢io, seria possivel que a sintese da pelfcula celulésica desempenhasse um papel no
sucesso da colonizagio de um particular "habitat"? Para responder esta questio, foram
realizados uma série de experimentos para determinar a densidade de vdrios organismos
crescendo sobre magas. Pedagos de magd foram inoculados com vdrias cepas de A. xylinum
produtores e ndo produtores de celulose. Os ndao produtores de celulose ¢ controles nio
inoculados tenderam a se tornar secos durante o curso do experimento. Fungos e outras
bactérias tenderam a predominar nos pedagos de maga que tinham sido inoculados com as cepas
nao produtoras de celulose. Quando as peliculas celulésicas de uma cepa selvagem e outra
super produtora cobriram completamente os pedagos de maga, A. xylinum predominava sobre
os outros micrébios crescidos na fruta. Estes resultados indicam que a capacidade para
sintetizar uma pelicula de celulose deve permitir que A. xylinum colonize fontes de alimentos
mais eficientemente do que cepas de A. xylinum que ndo fazem celulose. Esta aptiddo de
colonizag¢do pode ser importante no microambiente, quando A. xylinum busca nutrientes em
competi¢do com outros organismos decompositores tal como outras bactérias e fungos
(WILLIAMS & CANNON, 1989).

Fibrilas celulésicas também estdo envolvidas no processo de infecgdo de tecidos
vegetais por Agrobacterium tumefaciens, que é um outro exemplo da necessidade de um
microrganismo utilizar-se de um exopolfmero para se segurar a um particular substrato
(MATTHYSSE, 1983). A auséncia de fibrilas celul6sicas aparentemente reduz a capacidade das

bactérias ancorarem na superficie da plantas e eventualmente infectarem seus tecidos.
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A formagao de fibrilas celulésicas pode aumentar a floculagio de 16do ativado,
permitindo o crescimento agregado de uma variedade de bactérias Gram-negativas. A
capacidade de formar flocos poderia aumentar o crescimento bacteriano, dando as células uma
superficie sobre a qual elas poderiam agarrar-se enquanto estiao participando do processo de
decomposigdo de 16do de esgoto (DEINEMA & ZEVENHUIZEN, 1971).

Para serem bem sucedidos no ambiente, muitos microorganismos desenvolveram
mecanismos eficientes para colonizar superficies, seja no fundo de um navio, na superficie dos
dentes, ou em plantas em decomposig¢do. O processo de colonizagdo, tipicamente envolve a
producdo de EPS que ajudam na ligagdo, atuando na prevencio de desidratagio, mudangas de
pH e efeitos de moléculas téxicas ao colonizador. Celulose é um EPS altamente organizado,

que pode desempenhar um papel semelhante a exopolfmeros secretados por outras bactérias.

1.2.7 PERSPECTIVAS BIOTECNOLOGICAS

Celulose bacteriana interessa comercialmente por muitas das mesmas razdes pelas
quais os campos de algoddo e florestas atraem a atengido dos industriais: a celulose € um
material leve, mas extremamente resistente, que pode ser cortado e modelado na forma
requisitada. Novos materiais com propriedades desejadas podem ser obtidos por tratamento
quimico da celulose natural. Além do papel e téxteis, muitos produtos comuns de celulose
vegetal incluem aqueles baseados nas reagdes de derivatizagdo (e.g. nitrocelulose, celuldide, e
"rayon") (ROSS, MAYER et al., 1991).

Celulose de origem bacteriana é diferenciada por seu alto grau de cristalinidade, sua
forca mecénica e capacidade absortiva, e sobretudo, por sua pureza qufmica com respeito a
agicares contaminantes e polimeros fenélicos (FIEDLER, FUSSEL et al., 1989; HESTRIN &
SCHRAMM, 1954, WHITE & BROWN IR, 1989; YAMANAKA, WATANABE et al., 1989,

ROSS, MAYER et al., 1991). De um certo modo, esta pureza evita o extensivo processamento,
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tal como mercerizagdo e polpeamento, necessdrios na obtengdo convencional de produtos de
papel a partir de madeira. Na presente época, todavia, ndo se espera que a celulose obtida de
bactéria venha substituir a celulose de plantas em aplicagdes tradicionais, nas quais a
agricultura e silvicultura t€ém provado ser fontes adequadas. Contudo, o entendimento profundo
da biogénese de celulose a nfvel molecular, combinado com o advento de novas tecnologias de
fermentagdo, estio ampliando rapidamente as chances da entrada da celulose bacteriana no
mercado.

Embora A. xylinum seja principalmente conhecido por sua capacidade de produzir
celulose em cultura estdtica, tais métodos de crescimento/produgdo sio extremamente
ineficientes em termos econdmicos. Idealmente, cepas industriais deveriam ser altamente
eficientes na utiliza¢do de suas fontes nutricionais para crescimento, manutengao, e produgdo do
polfmero; deveriam utilizar fontes de carbono e vitaminas baratas e prontamente disponfveis; e
deveriam ser geneticamente estdveis sob estresse ambiental imposto pelo crescimento em
fermentador. Alguns dos maiores obstdculos encontrados na adaptagdo industrial de A. xylinwn
foram o acumulo desperdigado e nocivo de co-produtos metabdlicos, e a tendéncia de cepas
tipo selvagens em reverterem para mutantes ndo produtores de celulose, sob condi¢des de
enriquecimento de oxigénio dos fermentadores agitados.

O isolamento de uma cepa geneticamente estivel, com uma capacidade
substancialmente reduzida de formar &cido glucdnico, foi conseguida por técnicas de
mutagénese e selecdo; esta cepa € relatada como sendo capaz de permitir uma cultura répida e
resistente em glucose, a partir da qual o principal produto € celulose fibrilar. Por exemplo,
empregando-se uma das cepas de A. xylinum sob condig¢des de cultivo agitado,foi alcangado
uma produgio de celulose reticulada, altamente cristalina numa taxa de 0,26 g/l’/h, além de 70
horas. (ROSS, MAYER et al., 1991). Valores mais baixos, mas igualmente impressionantes,
foram relatados por outras firmas que usam fermentadores de desenhos ligeiramente diferentes,

como provavelmente, cepas também diferentes (ROSS, MAYER et al., 1991).
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A escolha do desenho do fermentador € particularmente critico, porque ele deve
conciliar requerimentos opostos; por um lado agitagio mecénica vigorosa da cultura de A.
xylinum crescendo rapidamente e, por outor lado, a sensibilidade das fibrilas de celulose e
matriz fibrilar a0 rompimento mecénico, especialmente quando a for¢a é imposta in sifu, i.e.,
como durante o presente perfodo de montagem da fibrila. Portanto, com culturas agitadas pode
resultar uma celulose de estrutura reticulada, tridimensional, altamente ramificada, que €
adequada para a produgio de papel de alta qualidade; enquanto que em cultura estética, tende a
ser produzida uma pelicula celulésica normal com uma estrutura lamelar com menos
ramificagdes, que permita a utilizagio como "wound dressing" (FONTANA, SOUZA et al,,
1990; FONTANA, FRANCO et al., 1991; ROSS, MAYER et al., 1991). De fato, foi sugerido
que o caminho para modificagdes desejdveis na natureza fibrilar e/ou macroscépica do produto
celuldsico pode ser conseguida através da variagdo dos desenhos dos fermentadores tal como
forma dos tanques e hélices de agitagio (WHITE & BROWN Jr, 1989).

Uma linha de melhoramento muito promissora, no sentido da obten¢ido de cepas
industrialmente valiosas, € a manipulagdo genética direta dos gens que codificam para os
catalisadores da sintese de celulose, suas enzimas regulatérias complementares, e as relevantes
estruturas de membrana associadas, tal como os postulados péros de extrusdo (ZAAR, 1979).
Oito diferentes protefnas j4 foram estabelecidas como sendo diretamente participantes na via
biossintética e sua regulagdo; elas sdo UDPglucose pirofosforilase, a celulose sintase,
diguanilato ciclase, PDE-A, PDE-B, e recentemente a descoberta dos produtos dos gens bcsA,
besC, e besD (WONG, FEAR et al., 1990). Cada uma destas protefnas é um candidato alvo
para se conseguir uma expressio aumentada ou reduzida através da engenharia genética. O
controle da via catabélica (e.g., inibigio de fosfodiesterase(s) do (GMPc)2 € igualmente

importante (FONTANA, FRANCO et al., 1991)

Com base nos niveis de atividade in vifro, medidos sob condi¢bes Stimas, o passo
catalisado pela celulose sintase parece ser o limitante. Porém, em A. xylinum, os nfveis de

enzimas menos especificas ao processo, tal como UDPglucose pirofosforilase, também podem
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ser demonstradamente limitantes em certas cepas. Evidentemente, se algum fator for limitante
da velocidade também € uma fungdo do referido grupo de condigdes fisiolégicas; por exemplo,
num meio pobre a permeabilidade da glucose pode ser o passo mais lento; enquanto que,
quando glicerol é empregado como o substrato, a velocidade da gluconeogénese pode ser o
ponto de estrangulamento. E provdvel que a capacidade mdxima, de bactérias tal como A.
xylinum, para produzir celulose nao tenha alcangado expressdo completa, embora relatos neste
processo, bem como na producdo de outros exopolissacarfdeos bacterianos, indicam que o
potencial das células bacterianas para produzirem tais polfmeros é tanto maior e mais obtenivel

do que se esperava (HARDING, CLEARY et al., 1987, SANDFORD & BAIRD, 1983).

Até agora, os produtos desenvolvidos a partir de celulose bacteriana incluem "wound
dressings" (FONTANA, SOUZA et al., 1990), aditivos de alta qualidade para papel (ROSS,
MAYER et al, 1991), goma de mascar (ROSS, MAYER et al., 1991), estabilizantes para
alimentos (ROSS, MAYER et al. 1991), e diafragmas acisticos para instrumentos de dudio
(BYRON, 1990; CANNON & ANDERSON, 1991). Eventualmente, a ampla disponibilidade
de celulose bacteriana levard a novas aplicagGes e invengoes, baseado neste polimero e em

outros exopolissacarideos.
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1.3 ALGUNS NOVOS POLISSACARIDEOS MICROBIANOS E
SUAS PROPOSTAS DE APLICACOES COMERCIAIS

1.3.1 INTRODUCAO

Os polissacarfdeos derivados de plantas superiores e algas, tais como amido, guar,
goma ardbica, goma de alfarrobo, alginato, vém sendo usados por muitas décadas em grandes
quantidades. Os esforgos para desenvolver polissacarideos de origem microbiana resultaram na
descoberta do dextrano, que no infcio da década de 40 foi desenvolvido para uso comercial.
Portanto, o dextrano foi o primeiro polissacarideo comercializado, produzido por fermentagdo;
a goma xantana, o segundo (KANG, VEEDER et al., 1983)

Na procura incessante por novos produtos hidrossoliiveis, os laboratérios da Kelco
(Divisao da Merck & Co) tém dirigido particular atengdo a produgido de polissacarideos
exocelulares de microrganismos, visando aplicagdes industriais. Apesar do intenso empenho,
nas décadas de 70 e 80, na investigagio de microrganismos com este potencial, apenas se
conhece uma pequena fra¢do destes que sejam produtores de exopolissacarideos. Além disso,
para aqueles polissacarideos, mesmo depois deles se qualificarem economicamente para
produgao, hd uma outra série de propriedades que devem ser adequadas as aplicagdes
industriais e algumas delas estao listadas na tabela 2. Além do mais, o organismo empregado
para produzir um produto deve ser avirulento e o material resultante atéxico (KANG, VEEDER

et al., 1983).



Tabela 2 - Propriedades Uteis de Polissacarideos
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Viscosidade, elasticidade e plasticidade

Capacidade para suspensiao
Caracteristicas reolégicas

Compatibilidade com sais e surfactantes

Formagao de filmes

Estabilidade (térmica, 4cida e alcalina)

Os polissacarideos, em geral, sdo usados comercialmente para engrossar, suspender,

ou estabilizar sistemas aquosos. Eles também sdo usados para produzirem géis e atuarem como

floculantes, agregantes, formadores de filmes, lubrificantes e redutores de fricgao.

(SANDFORD, COTTRELL et al., 1984) lista os mercados industriais mais importantes, bem

como a aplicagdo dos polissacarfdeos no mercado alimentar. A tabela 3 cita alguns

polissacarfdeos microbianos de interesse comercial (SANDFORD, COTTRELL et al., 1984).

Tabela 3 - Polissacarideos microbianos de interesse comercial

Tipo Fonte Microbiana
a. Comercialmente disponfvel
Goma xantana Anidnico Xanthomonas campestris
Goma gelano Anidnico Pseudomonas elodea
Dextrano Neutro Leuconostoc ssp
b.Sob atual desenvolvimento
Polissacarideo S-130 Anidnico Alcaligenes (ATCC 31555)
Polissacarideo S-194 Anidnico Alcaligenes (ATCC 31961)
c.Desenvolvido (larga escala)
Escleroglucano Neutro Sclerotium ssp
Curdlan Neutro Agrobacterium ssp e Alcaligenes faecalis
Pululano Neutro Aureobasidium pullulans
Glicana de levedura (panific.) Neutro Saccharomyces cerevisiae
Alginato bacteriano Anidnico Azotobacter vinelandii e Pseudomonas

aeruginosa
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Estudos estruturais revelaram uma familia de polissacarideos bacterianos
exocelulares (vide figura 10.) cujas estruturas estdo relacionadas 2 estrutura linear da goma
gelano (fig. 10a) (JANSSON, LINDBERG et al., 1983; JANSSON, LINDBERG et al., 1985,
JANSSON, LINBERG et al.,, 1986; JANSSON, SAVITRI et al.,, 1986, O'NEILL,
SELVENDRAN et al., 1983; O'NEILL, SELVENDRAN et al., 1986; CHOWDHURY,
LINDBERG et al., 1987a; CHOWDHURY, LINBERG et al. 1987b). Modificagdes da
estrutura do gelano (figs 10b-f) incluem substituicdo parcial do(s) residuo(s) 4)a-L-
ramnopiranosfdico na cadeia principal e/ou a adi¢do de cadeias laterais contendo uma ou duas

unidades sacarfdicas (CAINS, MILES et al., 1991).

Figura 10 - Familia de estruturas qufmicas baseadas na estrutura da goma gelano.

@  3)-B-D-Glep(1->4)-B-D-GlcpA(1->4)-B-D-Glep(1—4)-a-L-Rhap(1—

(b) 3)-B-D-Glcp(1—>4)-B-D-GlcpA(1—4)-B-D-Glep(1—>4)-a-L-Rhap(1—
3

f
1
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Manp
(c) 3)-B-D-Glcp(1—>4)-B-D-GlcpA(1—>4)-B-D-Glep(1—>4)-a-L- (1—
3 Rhap
!
1

a-L-Rhap
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|
1
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Polissacarideos bacterianos relatados por: (a) goma gelano produzido por Pseudomonas elodea ; (b) S-130
produzido por Alcaligenes ATCC 31555; (c) S-88 produzido por Alcaligenes ATCC 31554, (d) $-657 produzido
por Xanthomonas ATCC 53159, (e) S-194 produzido por Alcaligenes ATCC 31961; e (f) S-198 produzido por
Alcaligenes ATCC 31853 (Cains, Miles et al., 1991).

Apesar da similaridade nas estruturas quimicas, a reologia das dispersdes aquosas
dos polissacarideos acima sdo muito diferentes. Os polfmeros ramificados exibem boa
estabilidade térmica e tixotropia mas ndo geleificam (KANG, VEEDER et al., 1983,
SANDFORD, COTTRELL et al., 1984).

CAINS, MILES et al. (1991) obtiveram padroes de fibra de raio-X para os
polissacarideos ramificados nativos S-130, S-198, S-194 e S-88. Todos produziram padroes
indicando bom alinhamento molecular, mas pobre empacotamento intramolecular ou

cristalizagao.
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Do ponto de vista fermentativo, todos os exopolissacarideos microbianos de
significincia industrial sio produzidos em fermentagio aer6bica submersa. Este fato é devido,
primariamente, 3 fermentagio em meio de viscosidade muito alta, como uma conseqiiéncia da
formagdo do produto. Esta viscosidade torna a fermentagdo de polissacarfdeos microbianos
verdadeiramente excepcional pelo fato de que parimetros da fermentago, tais como aeragdo e

agita¢do, sdo criticamente requisitados e necess4rios.

1.3.2 GOMA GELANO ("Gellan gum" ou S-60)

1.3.2.1 Produgio da goma gelano e Gelrite®

A goma gelano € produzida pela bactériaPseudomonas elodea numa fermentagio
submersa aer6bica. O meio contém glucose como fonte de carbono, fosfato de potdssio como
agente tamponante, nitrato de amOnio e protefna de soja ("Promosy") como fontes de
nitrogénio, e elementos trago tais como magnésio, ferro, cobre, zinco, molibdénio, cobalto,
manganés e boro. Numa tfpica fermentagio, P. elodea converterd aproximadamente S0% da
glucose & goma gelano em 50 horas. A viscosidade do liquido de fermentagio alcanga 5000-
8000 cP, quando medido num viscosfmetro modelo Brookfield LVF em 60 rpm a 25 °C
(KANG, VEEDER et al., 1982).

A goma gelano tem a propriedade de produzir um gel termorreversivel quando
esquentado e esfriado. As caracteristicas deste gel variam de acordo com o conteido de grupos
O-acetil do polissacarideo. Um gel eldstico ou macio é produzido quando o polissacarideo
contém grupos O-acetil ¢ um gel firme, quebradigo, quando o polissacarfdeo ¢ desacetilado. O

tltimo gel é o mais interessante e tem muitas possibilidades comerciais. A versdo clarificada
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deste biopolfmero, chamado Gelrite®, tem grande potencial como um substituto do 4gar em
meio microbiol6gico (ANON., 1985a; ANON., 1985b; KANG, VEEDER et al., 1982).

Como primeiro passo para desacetilagdo, o liquido de fermentagdo € esquentado
entre 90-95 °C . Neste ponto, o liquido de fermentacdo afina consideravelmente. O pH é
ajustado para 10 com KOH e mantido naquele pH por 15 minutos. O liquido € neutralizado
usando H>SO4 e o polissacarideo recuperado por precipitagio com dois volumes de
isopropanol. Gelrite® ¢ produzido, por filtragio do liquido quente tratado com 4lcali para
produzir um produto clarificado seguido pela recuperagdo do polissacarfdeo no filtrado por
precipitagido com isopropanol. Gelrite® também pode ser produzido por reconstituigio, a partir
da goma gelano desacetilada nio clarificada , esquentando para reduzir a viscosidade e filtragdo
para remover materiais insoldveis, com o polissacarf{deo sendo novamente recuperado por
precipitagio com isopropanol. A filtragdo é necessdria para remover células de P. elodea e
outros resfduos insoliveis do meio de cultura, ou aqucles produzidos durante a fermentagio e

processos de desacetilagio (KANG, VEEDER et al., 1982)

1.3.2.2 Composigdo e estrutura da goma gelano

O polissacarfdeo nativo € composto de unidades repetitivas tetrassacaridicas de 4cido
D-glucurdnico (1), D-glucose (2) e L-ramnose (1), esterificado no resfduo 3)B-D-
glucopiranosfdico com uma substitui¢do éster glicérico parcial no C; e 50% de substituigoes
éster acético no Cg, tendo a estrutura da figura 10a (O'NEILL, SELVENDRAN et al., 1983;
JANSSON, LINDBERG et al., 1983; KUO, MORT et al., 1986). A esterificagdo ndo impede a
geleificagdo mas altera a textura dos géis através de inibigdo da associagdo intermolecular e

cristalizagdo (CARROL, CHILVRES et al., 1983; SANDFORD, COTTRELL et al., 1984).
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3.2.3. Propriedades do gel de Gelrite®

As propriedades do gel foram revisadas por KANG, VEEDER et al. (1982).
Gelrite® produz um gel firme, nio el4stico e quebradigo, semelhante a um gel de 4gar. Gelrite®

é caracterizado pelas seguintes propriedades:

a) Gelrite® tem boa estabilidade térmica e & capaz de suportar um ciclo de autoclavagio normal
(121 °C, 15 psi, 15 minutos) sem significativa perda da for¢a do gel. Quando comparado ao
4gar, sua estabilidade térmica é excepcionalmente semelhante durante o ciclo inicial de
autoclavagdo, que € mais significante uma vez que a maioria dos meios sélidos sofrem apenas

um ciclo de esterilizagéo.

b) Gelrite® requer a presenga de citions tanto mono como divalentes para geleificagio. Tanto a
concentragdo como o tipo de cdtion afetam a forca do gel. Cétions divalentes, tais como
magnésio ou cdlcio tém um efeito muito mais profundo na forga do gel do que fons
monovalentes tais como s6dio ou potdssio. Os meios de gelano, preparados com Gelrite®,
empregando-se uma pequena quantidade de CaCl, (< 0,1%) s@o notavelmente estdveis a 80 °C

pelo mfnimo de 10 dias.

c) Gelrite® requer tanto um ciclo de aquecimento como a presenca de citions para que a
geleificagio ocorra. Gelrite® necessita aquecimento de aproximadamente 100 °C para atingir
sua completa solubilidade. A solugido de Gelrite® permanece entdo essencialmente ndo viscosa
até que, sob resfriamento, alcanga seu ponto de solidificagdo, tempo no qual a geleificagdo

ocorre muito rapidamente.

A tabela 4 compara a goma gelano com os géis de carragenano e d4gar (SANDFORD,
COTTRELL et al., 1984; KANG, VEEDER et al., 1982).
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Tabela 4 - Propriedades da goma gelano: comparagdo com carragenano e dgar

Natureza Ponto Ponto de soli-  Histerese

do gel de fusdo (°C) dificagdo (°C) (°C)
Goma gelano (Gelrite) Firme/quebradigo 90-100 35-502 45-60
Carragenano (Kappa) Firme/quebradico 40-95 25-75 12-20
Agar Firme/quebradigo 60-97 32-39 <65

a._ depende das concentragdes do polissacarideo e do c4tion.

1.3.2.4 Aplicagdes potenciais do gelano/Gelrite®

a) Como substituto ao 4gar microbiolégico, Gelrite® forma géis de alta forga que so estdveis 2
muiltiplas autoclavagées, quimicamente inerte 2 maioria dos aditivos do meio de crescimento,
geralmente resistente 3 degradagdo enzimdtica e, como o 4gar, apresenta reversibilidade
fusdo/solidificagdo (KANG, VEEDER et al., 1982). Tipicamente, a for¢ga do gel de meios
microbiolégicos estd entre 200-400 g/cm?2. Trés vantagens aparentes de Gelrite® sobre o 4gar
sdo: 1) claridade melhorada; 2) forga do gel equivalente apenas com 1/3 a 1/2 da quantidade de
dgar empregada; e, 3) toxicidade reduzida a microrganismos sensfveis e cultura de tecidos
vegetais (SANDFORD, COTTRELL et al., 1984). Um estudo mostra que Gelrite® é superior
ao dgar como o agente geleificante em meio para o crescimento de microrganismos termofilicos

(LIN & CASIDA JR, 1984, ANON., 1985a; ANON., 1985b).

b) A goma gelano forma gel rigido coacervado na presen¢a de gelatina. Estes géis foram
descobertos como sendo adequados para microencapsulamento (ANON., 1983; CHILVRES &
MORRIS, 1987). Acima de 60 °C, este coacervado apresenta baixa viscosidade enquanto que a
25 °C ele produz um gel de alta forga. Coacervados de goma gelano/gelatina sio estdveis sobre
uma ampla faixa de pH e na presencga de sais soliiveis; além do que, contém grupos carboxilas

que estdo disponfveis para ligagdes cruzadas.
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c) A goma gelano ainda nio foi autorizada pela FDA ("Food and Drug Administration") para
uso em alimentos. Particularmente atrativas, sdo as temperaturas de fusio que a goma oferece.
Alguns produtos alimentares necessitam que sejam fundidos para serem processados, enquanto
que outros, podem necessitar de uma estrutura de gel, que seja estdvel para tratamento a quente
(e.g. frituras). A temperatura de solidificagdo estd normalmente entre 30 e 45 °C, enquanto que
a fusdo pode estar acima ou abaixo de 100 °C, dependendo das condiges de formagio tal como
o tipo e quantidade de citions. Em alguns produtos, desejada estrutura, corpo e sensa¢ao na
boca, podem ser conseguidos empregando a goma gelano em combinagdo com outros
hidrocol6ides alimentares, tais como a goma xantana, goma de alfarrobo, guar,

carboximetilcelulose, alginato ou pectina (SANDFORD, COTTRELL et al., 1984).

d) Tanto géis com dgua como com glicéis (etilenoglicol, propilenoglicol, glicerol) tém usos
industriais (ANON., 1983). Por exemplo, podem ser feitos desodorizadores de ar em forma de
géis, controlando assim, a velocidade de evaporagdo variando apenas o conteido do glicol
(KANG, VEEDER et al., 1983). Também pode ser empregado como matriz para imobilizagio
de células inteiras, ou ainda, ser usado como gel de eletroforese, ap6s a neutralizagdo das
cargas anidnicas com grupos metilicos, anulando o efeito eletroforético (KANG, VEEDER et

al., 1983).
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1.3.3 POLISSACARIDEO S-130 ("Welan gum")

1.3.3.1 Producdo do polissacarideo S-130

Este polissacarideo € produzido por uma espécie de Alcaligenes (ATCC 31555) num
processo de fermentagdo submersa aerébica. O meio contém 3% de glucose como fonte de
carbono, e os outros componentes semelhantes a produgio da goma gelano. A fermentagio estd
completa em 60-70 horas, com a conversio de aproximadamente 60% da fonte de carbono
inicial a polissacarideo. O polissacarfideo é recuperado por precipita¢io com dois volumes de

isopropanol (KANG, VEEDER et al., 1983).

1.3.3.2 Composigdo e estrutura do polissacarideo S-130

Com sua estrutura quimica relacionada aquela da goma gelano, este polissacarfdeo €
composto de unidades repetitivas pentassacaridicas, contendo dcido D-glucurdnico (1), D-
glucose (2), L-manose (1 ou 0) e L-ramnose (1 ou 2),0-acetil (O'NEILL, SELVENDRAN et
al., 1986, JANSSON, LINDBERG et al., 1985) estabeleceram que aproximadamente 50% das
unidades repetitivas sio mono O-acetiladas, embora a localizagdo do substituinte ndo seja

conhecida. A estrutura do S-130 ("welan gum") est4 representada na figura 10b.
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1.3.3.3 Propriedades do polissacarideo S-130

Este polissacarfdeo tem alta viscosidade em baixa concentragio, (0,1%) i.e.,
aproximadamente 40 cP quando medido num viscosfmetro Brookfield LVF em 60 rpm
empregando o adaptador UL. A alta viscosidade que exibe em baixa velocidade de cizalhamento
("shear rate"), mais a alta viscosidade em baixa concentragdo do polfmero contribuem para a
excelente capacidade de suspensdo deste polfmero. Este polfmero é hoje o mais termoestével
polissacarfdeo disponfvel no mercado, sob o nome comercial de Welan®, para o uso no campo
do petrdleo. Ele pode suportar temperaturas de até 142 °C por 1 hora, sem perda significante de
viscosidade (KANG, VEEDER et al., 1983; SANDFORD, COTTRELL et al., 1984). A
viscosidade do S-130 nao € afetada pela mudanga de pH (2-12) e o polfmero é compativel e
estdvel em altas concentrages de sal.

Uma outra propriedade chave deste polissacarfdeo € sua capacidade de suspensio.
Ele tem um valor de rendimento de trabalho de aproximadamente 80 dinas/cm2. Um valor de 60
dinas/cm? € indicativo de boa capacidade de suspensio, tal como aquela exibida pela goma

xantana (KANG, VEEDER et al., 1983; SANDFORD, COTTRELL et al., 1984).

1.3.3.4 Aplicagdes potenciais

Pogos de petréleo agora estio sendo perfurados a maiores profundidades e/ou em
locais onde na base do buraco, as temperaturas sao muito maiores do que 120 °C, portanto,
excedendo a estabilidade térmica dos polissacarideos disponiveis. Com base nas suas
propriedades, S-130 funciona bem tanto como um aditivo fluido para perfuragdo como numa
repeti¢io e sistema de concluso para pogos com altas temperaturas (GABRIEL, 1979; KANG,
VEEDER et al., 1983; SANDFORD, COTTRELL et al., 1984).
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1.3.4 POLISSACARIDEO S-194 ("Rhamsan gum")

1.3.4.1 Produgdo do polissacarideo S-194

O polissacarfdeo S-194 ¢ produzido por outra cepa de Alcaligenes sp ATCC 31961
(empregada em nosso trabalho), num processo de fermentagio aerébica. O meio de cultura
consiste de glucose como uma fonte de carbono e dos mesmos componentes empregados na
produgdo da goma gelano e S-130. O tempo de fermentagio € 60-72 horas com viscosidade do
meio de 3400-4900 cP, medido num viscosimetro Broofield LVF com &émbolo ("spindle") n° 4
em 60 rpm. Este organismo converte aproximadamente 50% da fonte de carbono inicial a

polissacarfideo (KANG, VEEDER et al. 1983).

1.3.4.2 Composigéo e estrutura do polissacarideo S-194

Com sua estrutura qufmica relacionada aquela da goma gelano, este polissacarfdeo é
composto de unidades repetitivas hexassacarfdicas, contendo dcido D-glucurdnico (1), D-
glucose (4), e L-ramnose (1), carregando aproximadamente um grupo O-acetil por unidade
repetitiva, distribufdo sobre posi¢oes secundédrias (JANSSON, LINBERG et al., 1986). A

estrutura do S-194 ("rhamsan gum") est4 representada na figura 10e.

1.3.4.3 Propriedades do polissacarideo S-194

Este polimero exibe alta viscosidade em baixa concentragio (0.1%), i.e.,

aproximadamente 50 cP quando medido num viscosfmetro Brookfield LVF em 6 rpm usando
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um adaptador UL. Ele tem boa estabilidade térmica até excedendo 100 °C. Além disso, sua
viscosidade € conservada sob estas condig¢des. S-194 apresenta comportamento pseudopléstico,
ou seja, uma diminui¢io de viscosidade com um aumento de cizalhamento. Novamente, a alta
viscosidade em baixa concentragdo e o comportamento pseudopldstico contribuem para a
excelente capacidade de suspensdo. Na mesma viscosidade, S-194 supera de longe a
carboximetilcelulose, hidroxietilcelulose e guar, na suspensdo de contas de resina ou de vidro.
Também € necessdrio muito menos S-194 do que outras gomas para produzir a mesma
viscosidade (KANG, VEEDER et al., 1983).

A viscosidade de S-194 nio € afetada pelo pH. Este polimero também apresenta boa
estabilidade de cizalhamento sob as condigdes geradas no moedor "Dyno Mill®". Dyno Mill® ¢
empregado para moer ingredientes ativos 2 particulas finas de modo a produzir suspensdes
estdveis. Trata-se de um moedor horizontal que emprega contas de vidro como meio moedor e
também impde intensa forca de cizalhamento as particulas. A maioria dos espessantes nio
podem suportar esta alta for¢a de cizalhamento e sofrem severa perda de viscosidade. S-194 ¢
compativel com altas concentra¢oes de sais (presentes nos fertilizantes), incluindo fosfato. Esta
propriedade € nova, desde que outros polissacarideos comercialmente 2 disposigao precipitardo

na presenga de altas concentragdes de tais sais (COLEGROVE, 1983).

1.3.4.4 Aplicagdes potenciais

Devido a sua excelente capacidade de suspensdo, S-194 deveria ser muito itil em
qualquer aplicagido que exija esta capacidade. Por causa de sua compatibilidade com sais tais
como sulfato, polifosfato ou ortofosfato de amdnio, ele funciona muito bem como um agente de
suspensdo em fertilizantes. Atualmente a argila de "attapulgite" € o agente normalmente
empregado para esta aplicagio. Enquanto que a argila € facilmente disponivel e barata, ela tem

vérias desvantagens que incluem problemas de controle da poeira, inativagdo de alguns
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pesticidas por absors@o e a necessidade de alta for¢a de cizalhamento de mistura para efetuar a
completa hidratagdo e inchamento. O uso de S-194 nestes sistemas, elimina o problema de
poeira da argila e ndo existe nenhuma inativagdo dos principios ativos (COLEGROVE, 1983,
KANG, VEEDER et al., 1983).

Os fertilizantes fluidos tipo suspensdes tém se tornado muito importantes na
agricultura nos ultimos anos, e sua popularidade tem aumentado devido as vérias vantagens
oferecidas sobre os outros sistemas: 1) os custos de produgao s@ao mais baixos devido ao grau
de pureza dos materiais empregados; 2) padroes de andlise mais alto do que com lfquidos
normais, especialmente misturas contendo alta percentagem de potdssio; 3) os micronutrientes
podem ser uniformemente misturados e suspendidos; e, 4) os pesticidas podem ser adicionados

e uniformemente distribufdos através das suspensdes (COLEGROVE, 1983).
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1.4 POLIMEROS DE RESERVA

1.4.1 INTRODUCAO E DEFINICAO

H4 muitos anos, os compostos armazenadores de energia sio elementos
reconhecidamente presentes em plantas superiores e animais. Suas fungdes como fontes
provedoras de carbono e energia, como no caso do amido, glicogénio e lipideos, ou apenas
energia como a creatina ¢ arginina fosfato, conduziram 2 especulacio sobre a possivel existéncia
de compostos andlogos que desempenhassem esse papel nos microrganismos. O fato de
ocorrerem polissacarideos que lembram amido e glicogénio em alguns microrganismos, nio €,
naturalmente, evidéncia de suas fun¢gdes como compostos armazenadores de energia.

Wilkinson foi o primeiro a revisar este tépico em 1959. No infcio ele estava
preocupado em dissipar o ceticismo que, naquele tempo, envolvia a existéncia de tais
compostos em bactérias (WILKINSON, 1959).

Segundo ele, se a fun¢@o de armazenamento fosse atribuida a um composto celular,
trés critérios, deveriam ser primeiramente satisfeitos:

(1) Que o composto seja acumulado intracelularmente, quando o suprimento de
energia proveniente de fonte exdgena estiver além daquele necessdrio pela célula, para o
crescimento e processos relacionados;

(2) Que o composto seja utilizado quando o suprimento de energia exégena nio for
suficiente para sustentar o crescimento € a energia de manutengio necessdria para a preservagao
da viabilidade; e

(3) Que o composto seja degradado para fornecer energia numa forma utilizdvel pela
célula, e por este processo confira 2 celula uma vantagem biolégica para sobrevivéncia sobre

uma célula correspondente que n3o possua a reserva.
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Wilkinson enfatizou a indispensével confianga nos dois primeiros critérios para a
avaliagdo de uma fung¢do armazenadora, desde que alguns compostos possam claramente ser
produzidos pela célula numa tentativa de destoxificar produtos finais do metabolismo, que
poderiam de outro modo ser acumulados em alta velocidade e tornarem-se téxicos a célula.
Contudo, se o primeiro critério de Wilkinson for qualificado como o acimulo intracelular de um
composto, entdio a maioria de sua preocupagio original em distingiiir entre compostos de
armazenamento genufno e de desvio ou produtos do super fluxo metabélico, torna-se
desnecessdria (DAWES & SENIOR, 1973). Uma clara distingdo também deve ser feita entre
compostos que servem como reservas especializadas de carbono e de energia e aquelas que sao
essencialmente basais a célula, e.g. proteinas e RNA, mas que sob condicoes de fome, podem
ser degradados para fornecer energia (DAWES & SENIOR, 1973)

A aceitagio do critério para estabelecer o papel de um composto como material
armazenador de energia, conduz ao progndstico geral de que sob condi¢des onde o crescimento
microbiano € limitado por algum fator, outro do que a fonte de carbono e energia, pode ocorrer
acimulo do material de reserva. Tais condi¢gdes deveriam conduzir a um estado energético
intracelular favordvel que provavelmente atuaria como um sinal para estimular a biossintese do
composto de armazenamento apropriado. Desde que alguns microrganismos sao capazes de
acumular mais do que um tipo de material de reserva, os processos regulatrios sio de
considerdvel significancia (DAWES & SENIOR, 1973)

A década de 60 assistiu & descoberta do controle alostérico de enzimas e o
reconhecimento da importincia dos nucleotideos de adenina e nicotinamida em muitos destes
processos regulatdrios. Estas caracteristicas do metabolismo passaram a receber um tratamento
unificado com o conceito de carga energética de Atkinson (DAWES & SENIOR, 1973).
Atkinson sugeriu que é a carga energética que regula as vias que produzem e utilizam
compostos de alta energia, garantindo deste modo que estes processos sejam mantidos em um

estado equilibrado para a economia celular. Uma carga energética de aproximadamente 0,85 foi
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considerada representar o ponto de equilibrio para o balango das reagdes produtoras e
consumidoras de energia.

Como os compostos armazenadores de energia devem estar necessariamente
envolvidos na economia geral da célula microbiana, pareceria razodvel supor que suas
biossinteses e subsequentes degradagGes poderiam ser controladas de alguma forma pela carga
energética. E importante notar que a biossintese de glicogénio e polifosfatos envolve a direta
utilizagdo de ATP, enquanto que a de p6li-hidréxibutirato ndo, uma caracteristica sem igual
entre tais compostos (DAWES & SENIOR, 1973).

As trés principais classes de materiais de armazenamento sio poligiucanas
(glicogénio e granulose), poliésteres [pdli-3-hidréxibutirato (PHB) e pdéli-hidréxialcanoatos
relacionaaos (PHA)], e polifosfatos. Algumas bactérias acumulam mais do que um tipo de
material de armazenamento e, nestes casos, condigdes ambientais € mecanismos regulatorios
envolvidos determinam a propor¢do dos diferentes polimeros sintetizados. Exemplos de tais
reservas duplas incluem glicogénio e lipideo (Mycobacterium phlei ), glicogénio e PHB
(Rodospirillum rubrum, Bacillus megaterium ), glicogénio e polifosfatos (Enterobacter
aerogenes ) (DAWES & SENIOR, 1973).

Compostos de armazenamento acumulam, normalmente, em granulos
citoplasméticos, em resposta a uma limitagao nutricional na presenga de excesso do substrato
relevante, e.g. no final da fase de crescimento em cultivo em batelada ("batch culture"), ou sob
uma determinada limitag@o nutricional em cultivo continuo. Porém, sdo conhecidas algumas
bactérias que sintetizam reservas em crescimento ndo restrito. A quantidade de reserva
acumulada varia amplamente dependendo do organismo e das condi¢des ambientais
predominantes. Como os compostos de armazenamento sdo polfmeros de alto peso molecular,
sua sintese exerce um efeito minimo na pressdao osmdética intracelular (DAWES & SENIOR,
1973).

A pesquisa sobre 0s compostos de armazenamento avangou muito na ultima década.

Houve um grande impulso na genética da biossintese do glicogénio, os gens estruturais de
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Escherichia coli foram caracterizados e investigados os fatores reguladores de suas fungdes.
(PREISS & ROMEQO, 1989). No mesmo perfodo, o intenso interesse industrial despertado por
PHB e polfmeros relacionados, por conta de suas propriedades como biodegradabilidade,
termopldsticos biocompativeis e suas aplicagdes comerciais em potencial tém estimulado

esforcos da pesquisa mundial (DAWES, 1991).

1.42 POLISSACARIDEOS SEMELHANTES AO GLICOGENIO

1.4.2.1 Ocorréncia em Bactérias

A presenca de glicogénio j4 foi relatada em mais de 40 espécies bacterianas (PREISS
& ROMEQ, 1989). O glicogénio acumula no citoplasma como granulos, cuja localizagdo pode
variar dependendo do género em questio. Estudos com Methanolobus e Methanococcus
mostram que os granulos estdo aparentemente distribuidos pelo citoplasma, e nao
predominantemente localizados pr6ximos 2 membrana citoplamética, porém, células lisadas de
Methanococcus vannieli revelaram o glicogénio ligado principalmente ao envelope (KONIG,
NUSSER et al., 1985).

Os grinulos bacterianos podem variar de 20 a 100 nm em didmetro, mas em
cianobactérias o glicogénio pode ocorrer como cristais, esferas ou bastonetes, normalmente
encontrados entre as membranas dos tilacéides. J4 os grianulos isolados de Oscillatoria
rubescens podem ser tio longos quanto 300 nm e s3o compostos de discos de 7 nm com um
péro central (DAWES, 1991). Nas bactérias estudadas, ndo parece existir uma membrana
ligada ao granulo, mas PREISS e seus colegas relataram que a glicogénio sintase pode ser
encontrada na forma solivel ou particulada, sendo esta normalmente ligada a glicogénio

(PREISS & WALSH, 1981). A granulose sintetase de Clostridium pasteurianum também estd
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intimamente associada com os granulos e a glicogénio fosforilase de Streptococcus mitis
igualmente se liga a granulos de glicogénio (DAWES, 1991).

Normalmente o glicogénio é acumulado quando o crescimento ¢ limitado pelo
suprimento de nitrogénio utilizdvel na presenga de excesso de carbono exégeno, mas sao
conhecidas exce¢oes. Por exemplo, glicogénio € sintetizado durante o crescimento exponencial
de Rhodopseudomonas capsulata e Sulfolobus solfataricus, e durante cultivo contfnuo com
limitagdo dc carbono dc Streptococcus sanguis (EIDELS & PREISS, 1970; KONIG,
SKORKO et al., 1982; KEEVIL, MARCH et al., 1984).

Existe uma relacio inversa entre a velocidade de crescimento e a quantidade de
glicogénio acumulado por E. coli B crescida em cultivos com glucose e limitagio de nitrogénio

(HOLME, 1957); este € um tipo geral de comportamento que tem sido observado com outras

bactérias.

1.4.2.2 Estrutura Quimica

As poliglucanas que funcionam como compostos de armazenamento sao constituidos
de a-D-glucose, a-1,4 ligadas com algumas ramificagoes a-1,6. ApSs a sintese de uma cadeia
linear de unidades glucosil a-1,4 ligadas, uma enzima de ramificagao transfere unidades
glucosil da extremidade da cadeia linear, produzindo ligagoes glucosil a-1,6. O comprimento
das cadeias e o grau de ramificagao variam consideravelmente. Em glicogénio bacteriano,
aproximadamente 10% das ligagdes sao a-1,6, mas o valor mais preciso depende da bactéria e
possivelmente do estigio de sintese, e.g. em Mycobacterium smegmatis o grau de
polimerizagao diminui e o coeficiente de sedimentagdo aumenta quando os grénulos aumentam
de tamanho (ANTOINE & TEPPER, 1969). Os pesos moleculares do glicogénio de diferentes

bactéria também variam; Mycobacterim phlei possui um glicogénio de peso molecular 1-2 x 108
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comparado com 8,2 x 107 para E. coli (ANTOINE & TEPPER, 1969; HOLME, LAURENT et
al., 1957).

O comprimento da cadeia ramificada da maioria dos glicogénios bacterianos ¢ de
aproximadamente 10 a 13 unidades glucosil, mas algumas bactérias formam glicogénio com
cadeias ramificadas mais curtas, na faixa de 7 a 9 unidades. Glicogénio com baixo nivel de
ramificagoes, lembrando a amilopectina e denominada granulose, foi encontrado em
Clostridium pasteurianum com comprimento de 21 a 41 unidades glucosil e Selenomonas

ruminantum com uma cadeias de 23 unidades (DARVILL, HALL et al., 1977, KAMIO,
TERAWAKI et al., 1981).

1.4.2.3 Enzimologia da Biossintese de Glicogénio

1.4.2.3.1 A via biossintética bacteriana

A sintese do glicogénio bacteriano ocorre principalmente por via nucleotideo agticar,
envolvendo a polimerizagdo das unidades glucosil derivadas de glucose 1-fosfato (vide figura
11). O verdadeiro doador glucosil para sfntese do polissacarideo em procariotos € a
ADPglucose (em contraste com 0s microorganismos eucariotos que empregam a UDPglucose),
que é formada a partir de glucose 1- fosfato e ATP pela reagao da ADPglucose pirofosforilase
(RIBEREAU-GAYON, SABRAW et al., 1971; PREISS, 1984). A unidade glucosil € entao
doada a uma a-glucana iniciadora ("primer") para alongar a cadeia linear o-1,4, catalisado pela
glicogénio sintase, e finalmente, uma enzima ramificadora introduz ramificagbes a-1,6 dentro

da estrutura (DAWES, 1991).
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Em Neurospora (fungo ascomiceto), foi bem estabelecido que, pelo menos in vitro ,
a glicogénio sintase pode atuar usando ADPglucose, além de UDPglucose (FONTANA &

KRISMAN, 1978).

Figura 11 - Biossintese e degradagido de glicogénio em procariotos e sua regulagio

GLICOGENIO
" Enzima Ramificadora
( -1.4-D-glucosil)n+1 Pi

( -1,4-D-glucosilin
ADP

Glicogémio Fosforilase
sintase

ADP glucose

ADP glucose
pirofosforilo se

PPI

ATP
PEPO®

F1.6P2 @ Glucose I-fosfato
AMP ©

“ Fosfoglucomuto se

Glucoss 6- fosfato

Figura retirada da referéncia Dawes, 1991.
O controle da atividade da ADPglucose pirofosforilase é afetada positivamente por intermedidrios da glicdlise,e.g.
fosfoenolpiruvato (PEP) e frutose 1,6-bifosfato (F1,6P2), e negativamente por AMP

1.4.2.3.2 ADPglucose pirofosforilase

Esta enzima, primeiramente relatada em bactérias por (SHEN & PREISS, 1964) e
desde entdo identificada em 46 espécies bacterianas (PREISS & ROMEO, 1989), catalisa a

reagao:

a-glucose 1-fosfato + ATP — ADPglucose + PPi
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Ela € a primeira enzima chave 2 seqiiencia biossintética do glicogénio e desempenha
o papel regulatério no processo. Na maioria das bactérias é ativada por intermedidrios da
glicdlise e inibida por AMP, ADP e/ou fosfato inorganico (Pi). Como o ATP € um substrato, a
carga energética da cé€lula pode ser considerada como um regulador da sintese de glicogénio
(SHEN & ATKINSON, 1970), enquanto intermedidrios glicolfticos podem ser vistos como
indicadores do excesso de carbono intracelular. Na maioria dos casos, o ativador glicolitico
intermedidrio aumenta a afinidade aparente da enzima por seus substratos, glucose 1-fosfato e
ATP. A imbigdo causada por AMP, ADP e/ou Pi pode ser revertida ou prevenida pelo aumento
da concentragdo do ativador, assegurando, deste modo, uma formagdo de glicogénio otima

apenas sob condi¢des de excesso de carbono e alta carga energética (PREISS & ROMEO,
1989).

1.4.2.3.3 Glicogénio sintase

Esta enzima catalisa a transferéncia de uma unidade glucosil de ADPglucose para um

"primer" a-1,4-glucana, do seguinte modo:

ADPglucose + (a-1,4-D-glucosil), — (a-1,4-D-glucosil)p,1 + ADP

Glicogénio sintase € especifica por ADPglucose nas enterobactérias e € o substrato
preferido em algumas arquibactérias (KONIG, SKORKO et al., 1982). Ela ndo manifesta
nenhuma propriedade regulatéria e ndo existe nas formas ativa e inativa; portanto difere da
enzima de mamfferos, em substrato e caracterfsticas. Os fons magnésio estimulam sua

atividade, provavelmente por ligagio a ADP e deste modo inibindo o efeito inibitério do

nucleotideo (DAWES, 1991).
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1.4.2.3.4 Enzima ramificadora

Esta enzima tranfere unidades glucosil da extremidade ndo redutora de uma a-1,4-
glucana para a posigdo 6 de certas unidades glucosil dentro da cadeia, criando desta forma
pontos de ramificacdo a-1,6. O grau de ramificacdo € uma caracterfstica da espécie bacteriana e

por 1sso alguma especificidade de funcionamento deve estar envolvida (DAWES, 1991)

1.4.2.4 Gens Estruturais para a Sintese de Glicogénio

Em E. coli foram feitos avangos significativos envolvendo os gens estruturais na
sintese de glicogénio. Os gens para ADPglucose pirofosforilase (glg C ), glicogénio sintase
(glg A ) e enzima ramificadora (g/g B) estdo localizadas juntas na ordem glg B-glg C-glg A..
Técnicas de DNA recombinante foram subsequentemente aplicadas com um mutante faltando os
gens glg e a ordem dos genes foi confirmada. Porém duas regides codificadoras de cadeias
polipeptidicas, designadas glg X e glg Y, foram encontradas num grupo de gen ("gene
cluster"), na ordem glg B-glg X-glg C-glg A-glg Y (transcri¢do da esquerda para a direita), e
evidéncias alegam glg X codificando para enzimas do tipo que hidrolisam a-1,4-glucanas ou
catalizam reagdes de a-1,4-glucana transferase (a-amilase, pululanase etc); o produto de glgY ¢é
glicogénio fosforilase (ROMEO, KUMAR et al.,, 1988, YU, JEN et al., 1988), designado
como glg P pelos tltimos pesquisadores. Portanto as enzimas para sfntese e degradagdo de

glicogénio parecem estar codificadas sobre 0 mesmo operon.

1.4.2.5 Controle da Expressio Génica do Glicogénio

Além da regulagdo alostérica da sintese de glicogénio, também ocorre o controle da

formagdo de enzima. Durante o crescimento rdpido de E. coli B, as enzimas biossintéticas de
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glicogénio sio reprimidas e o acimulo de glicogénio é minimo. A desrepressao ocorre quando
as células em cultivo em batelada entram na fase estaciondria em exaustido de nitrogénio, ou
quando € diminufda a taxa de crescimento das culturas em cultivo continuo em limitagao de
nitrogénio; sendo o efeito mais pronunciado em meio rico do que em meio mfnimo de sais.

Existem vdrios inibidores postulados da sfntese de ADPglucose, mas agora hd boa
evidéncia de que AMPc e guanosina tetrafosfato (ppGpp) estdo envolvidos na regulagio da
expressdo génica do glicogénio. Apés a observagdo original de que AMPc e a protefna receptora
de AMPc (CRP) sao requeridos para a sfntese de glicogénio, obteve-se evidéncia para um efeito
direto de AMPc na expressio do gen glg C (DIETZLER, LECKIE et al., 1977,
URBANOWISK, LEUNG et al., 1983). Mais tarde, PREISS & ROMEO (1989) encontraram
que AMPc e CRP juntos estimulavam a sintese de ADPglucose pirofosforilase até 25 vezes e
glicogénio sintase até 10 vezes num sistema in vifro, mas nao obtiveram efeito significativo
sobre a enzima ramificadora. O AMPc nédo intermedia seu efeito por alosterismo direto, nem
afeta as concentragdes dos moduladores de ADPglucose pirofosforilase.

Mutantes bacterianos que foram alterados no gen rel A (que codifica a enzima
necessdria para sfntese do nucleotfdeo guanosina pppGpp e ppGpp) sdo incapazes de sintetizar
glicogénio com tanta eficiéncia quanto a cepa isogénica rel A*. Direto aumento da sfntese de
ADPglucose pirofosforilase e glicogénio sintase por ppGpp foi demonstrado, embora tenha
havido pouco efeito sobre a enzima de ramificagdo (PREISS & ROMEO, 1989). A ativagdo

efetuada por ppGpp foi intensificada pela presenca de AMPc e CRP.

1.4.2.6 Degradagdo do Glicogénio

A degradagio de glicogénio intracelular ocorre quando a fonte de carbono exégena
estd seriamente reduzida ou esgotada. Enquanto tem sido identificado, em bactérias, um nimero

de enzimas que sdo capazes de catalisar a hidrélise ou fosfor6lise das ligagoes glicosfdicas a-
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1,4 e hidrélise das ligagdes a-1,6, os detalhes precisos da degradagio de glicogénio e seu
controle ainda estdo incompletos. Uma observagio geral indica que a velocidade de utilizagio
do glicogénio € significativamente mais baixa do que sua velocidade de sintese (DAWES,
1991).

A Escherichia coli K-12 possui uma glicogénio fosforilase constitutiva (CHEN &
SEGAL, 1968a; CHEN & SEGAL, 1968b). Ela catalisa a fosforélise de ligacoes a-1,4 do
glicogénio, dando glucose 1-fosfato e eventualmente um produto que requer a atividade de uma
enzima desramificadora para seu posterior metabolismo. A glucose 1-fosfato entra nas
principais vias metabélicas depois de convertida a glucose 6-fosfato pela acio da
fosfoglucomutase. ADPglucose inibe competitivamente a fosforilase com respeito a glucose 1-
fosfato. Diferente da enzima de mamfferos, ndo existe nenhuma evidéncia para o controle da
atividade da fosforilase bacteriana por modificagdo qufmica (DAWES, 1991).

Em bactérias foram encontradas dois tipos de enzimas desramificadoras (a-1,6):
pululanase que desramifica maltodextrinas ramificadas exégenas mas com pouco efeito sobre
glicogénio, duvidosamente presente em E. coli, e uma enzima que desramifica glicogénio e
amilopectina, mas ndo o pululano. A Wltima enzima provavelmente funciona na degradagio de
glicogénio em E. coli. O esquema proposto para este organismo envolve um duplo ataque ao
glicogénio pela glicogénio fosforilase e uma amilase desramificadora que d4 maltodextrinas
lineares, das quais € produzida glucose pela agdo da amilomaltase e glucose 1-fosfato pela
maltodextrina fosforilase (PALMER, WOBER et al., 1973).

A observagao de que ADPglucose , o substrato para a glicogénio sintase, inibe
competitivamente a glicogénio fosforilase, oferece o tnico meio racional de controle da
degradagdo do glicogénio evitando a agdo da fosforilase quando estiver ocorrendo sintese ativa
de glicogénio. (CHEN & SEGAL, 1968a).

A velocidade com que as bactérias degradam seus glicogénios deve estar
individualmente correlacionada com a estrutura de suas poliglucanas. Organismos tais como

Arthrobacter e Mycobacterium que possuem glicogénio altamente ramificado (i.e. com cadeias
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curtas de 7 a 9 unidades glucosil), degradam-no mais lentamente do que aqueles, como E. coli
e Enterobacter aerogenes, cujas cadeias sdo mais longas (12 a 15 unidades) (ZEVENHUIZEN

& EBBINK, 1974). Foi proposto que a degrada¢dao do glicogénio ¢ limitada pela baixa

atividade da enzima desramificadora.

1.4.2.7 Papéis Fisiolégicos do Glicogénio

A posse do depésito intracelular de glicogénio permite que algumas bactérias
sobrevivam melhor, sob condi¢des de fome, do que organismos correspondentes que ndo sio
dotados; todavia, acredita-se que a velocidade com que o material € utilizado seja um fator
crucial. Aquelas bacténas que sdo capazes de igualar intimamente as velocidades de degradacio
do glicogénio e seus requerimentos de energia de manuten¢ao sobrevivem por perfodos mais
longos (DAWES, 1991).

O glicogénio freqiientemente exerce uma ag¢ao poupadora da degradagdo de protefnas
e RNA celular, provendo a célula com energia e carbono. Porém, este comportamento néo é
universal, e existem bacténas (e.g. Sarcina lutea ) que mesmo contendo poliglucanas morrem
numa velocidade mais rdpida do que seus similares sem poliglucana (PREISS & ROMEO,
1989).

O polissacarideo também desempenha um papel na esporulagdo em vdrnas cepas de
Clostridium, Bacillus cereus e Streptomyces viridochromogenes. Previamente a esporulagdo, o
aciimulo de granulose pode chegar até 60% da biomassa, sendo entdo rapidamente consumida,
paralelamente com a formagao e maturagao dos esporos (PREISS & ROMEO, 1989).

E interessante notar que a sintese de glicogénio e sua posterior degradagao por
bactérias bucais (e. g. Streptococcus mutans ou Steptococcus mitis) podem ser um importante

processo no desenvolvimento da cérie dentdria. Quando comparados com bactérias bucais que
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nao sdo capazes de sintetizar glicogénio, eles produzem mais 4cido de agiicar exdgeno e podem
produzir 4cido na auséncia de carboidrato exégeno (PREISS & ROMEO, 1989).

As cianobactérias sao capazes de acumular uma variedade de materiais, considerados
como sendo de reserva. Polissacarideos como o glicogénio, contudo, representam nestes
organismos os principais estoques de energia. ERNEST, KIRSCHENLOHR et al. (1984) e
ERNEST & BOGER, (1985) demonstraram que o suprimento de carboidratos para respiragao é
um pré-requisito para a resisténcia da nitrogenase ao oxigénio.

Embora as evidéncias disponfveis ndo sejam inteiramente decisivas, existem hoje
boas razdes para considerar que, em muitas bactérias, o glicogénio e polissacarideos

relacionados sirvam como reservas de carbono e energia.

1.43 POLI-HIDROXIALCANOATOS

1.4.3.1 Ocorréncia e Estrutura

Quase sete décadas se passaram desde que LEMOIGNE (1926) relatou pela primeira
vez a existéncia do poliester péli-3-hidréxibutirato (PHB) em granulos citoplasméticos de
Bacillus megaterium . Posteriormente foi descoberto ter uma distribuigio espalhada entre
bactérias aerébicas Gram-positivas e Gram-negativas, e em espécies anaerébicas
fotossintéticas, litotrofos, organotrofos e arquibactérias (DAWES & SENIOR, 1973; PREISS,
1989, DAWES, 1989). A primeira indicagdo de que o polimero descoberto por Lemoigne
poderia conter outras por¢des de 3-hidroxidcidos além de 3-hidréxibutirato (3HB) foi fornecida
por WALLEN & ROHWEDDER (1974), que relataram heteropolimeros em extratos
cloroférmicos de 16do de esgoto ativado. Eles notaram a presenca de 3HB e 3-hidr6xivalerato

(3HV; 3-hidréxipentanoato) como principais constituintes junto com menores quantidades de 3-
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hidroxidcidos com Cg e possivelmente C7 . Estas observagdes foram extendidas e um
significante desenvolvimento foi a descoberta de que Pseudomonas oleovorans, quando
crescida em 50% (v/v) de n-octano, acumulava granulos que se pareciam com inclusdes de
PHB, mas consistiam principalmente de um poliester de 3-hidréxioctanoato (FINDLEY &
WHITE, 1983; ODHAM, TUNLID et al., 1986; SMET, EGGINK et al., 1983). Desde aquele
tempo, florescente pesquisa, alimentada pelas atrativas propriedades comerciais destes
polimeros que se comportam como termoplésticos biodegraddveis, tem conduzido & descoberta
de uma ampla faixa de polfmeros de composigio variada. Veio entio o reconhecimento de que
PHB € mais um exemplo, embora o mais abundante, de uma classe geral de poliésteres
microbianos oticamente ativos denominado p6li-hidréxialcanoato (PHA), com férmula geral:
(ANDERSON & DAWES, 1990)

-(-O-CHR- CH-CO-)p-

Estes poliésteres sao acumulados em granulos citoplasméticos, sio normalmente
esféricos e variam em tamanho de acordo com o microrganismo: os didmetros estdo tipicamente
na faixa de 0,2 a 0,7 um . Estudos de microscopia Stica e criofratura de vdrios organismos
indicaram a presenca de uma membrana ligada, sem unidade, com 2,5 a 4,5 nm de espessura, e
a andlise de granulos de Bacillus megaterium revelou que 2% (p/p) do granulo de PHB nativo
era protefna e aproximadamente 0,5% (p/p) lipfdeo, principalmente 4cido fosfatfdico
(GRIEBEL, SMITH et al., 1968). A PHB sintase (e em alguns casos a PHB despolimerase)
parece estar associada com a membrana.

Estudos com Alcaligenes eutrophus mostraram que o nimero de granulos por célula
¢ aparentemente fixada nos estdgios iniciais do aciimulo do polimero (BALLARD, HOLMES et
al., 1987). O nimero e o tamanho dos grinulos foram determinados em dois experimentos de
diferente escala empregando-se criofratura e microscopia eletronica de transmissdo, com
microrganismos limitados em nitrogénio. O nimero médio de grinulos permaneceu constante
em 12,7 + 1,0 e 8,6 + 0,6, respectivamente, e aumentaram uniformemente em didmetro médio

de 0,24 a 0,5 ym para acomodar o PHB sintetizado. A produgdo do polimero no organismo
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cessou num conteido de aproximadamente 80% (p/p), embora a PHB sintase tenha
permanecido com alta atividade e o substrato ainda disponfvel. Foi conclufdo, portanto, que
acontece o constrangimento fisico e as células s@o incapazes de acomodar mais polimero dentro
do espago delimitado pela parede celular.

Estudos conformacionais e de difragio de raio X mostraram que PHB ¢ uma hélice
compacta com orienta¢do no sentido horério apresentando eixo de dois giros e uma repeti¢io de
fibra de 0,596 nm (CORNIBERT & MARCHSSAULT, 1972). E oticamente ativo, com o
centro quiral da unidade monomérica sempre na configuragio R absoluta D-(-).

A maioria da pesquisa publicada sobre PHA, outros além do PHB, tem sido

conceiitrada em duas bactérias: Alcaligenes eutrophus e Pseudomonas oleovorans.

2.4.3.1.1 PHA produzidos por Alcaligenes eutrophus

Um mutante de A. eutrophus , que utiliza glucose como fonte de carbono, acumula
até 80% (p/p) de PHB (HOLMES, 1985). Quando se incluiu 4cido propidnico no meio, foi
produzido um copolfmero randdmico contendo unidades mononéricas de 3HB e 3HV. O
conteido de 3HV do PHA era dependente da proporgio de 4cido propidnico para glucose no
meio, durante o estdgio de acimulo do polfmero, e foram descritas condigdes sob as quais a
bactéria acumula 70% (p/p) do polimero contendo 33 mol% de mondmeros de 3HV. Tendo o
4cido propidnico como tnica fonte de carbono, foi alcangado um contetido de 43 mol% de
3HV, mas o contetido total do polfmero na bactéria foi relativamente mais baixo, 35% (p/p)
(ANDERSON & DAWES, 1990).

O 4cido butfrico, como substrato combinado a glucose, produz apenas PHB
(ANDERSON & DAWES, 1990). Um copolfmero contendo 90 mol% de unidades de HV pode
ser produzido por A. eutrophus com 4cido valérico (pentandico) como twnica fonte de carbono,

e como um co-substrato com glucose, este composto produz um PHA contendo uma maior
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proporgao de 3HV do que o obtido sob condigdes compardveis com glucose e dcido propidnico
(DOI, TAMAKI et al., 1987, HAYWOOD, ANDERSON et al., 1989a)

Além do acimulo de poliésteres de 3-hidroxidcidos com C4 e Cs, A. eutrophus
também € capaz de produzir PHA contendo mondmeros de 4-hidréxibutirato e S-
hidréxivalerato; DOI e seus colegas demonstraram que estes mondmeros sio incorporados em
copolimeros e terpolfmeros quando se fornece fontes de carbono tinicas ou misturas (DOI,
TAMAKI et al.,, 1987). A composigdo de tais poliésters € determinada pelas concentragdes
relativas das fontes de carbono disponiveis durante o actimulo do polfmero, e estas unidades
monoméricas sdo em cada caso, derivadas a partir de um substrato que tenha o mesmo

comprimento de cadeia carbonica.

1.43.1.2 PHA produzidos por Pseudomonas oleovorans

De Smet e seus colegas observaram a presenca de grinulos intracelulares
constitufdos de péli(3-hidréxioctanoato) em P. oleovorans ATCC 29347 quando crescidas em
duas fases contendo 59% (v/v) de n-octano (SMET, EGGINK et al., 1983). Mais tarde,
LAGEEVEN, HUISMAN et al. (1988) estenderam seu estudo e demonstraram o aclimulo de
polfmeros contendo dois ou mais 3-hidréxidcidos a partir de n-alcanos (Cg a C12) como tnica
fonte de carbono, sendo que os maiores rendimentos foram obtidos a partir de alcanos de Cg a
C10- Quando o organismo foi suprido com octeno-1, o 3-hidréxi-7-octenoato foi incorporado
como principal unidade monomérica, apesar de que uma quantidade substancial de 3-
hidréxioctanoato também estivesse presente no PHA. Os poliésteres contendo unidades
monoméricas insaturadas também foram produzidos com noneno-1 e deceno-1 como principais
fontes de carbono. Esta cepa de P. oleovorans também produz representativas quantidades de
PHA a partir de 4cidos n-alcan6icos e de n-4lcools de Cga Clg (HAYWOOD, ANDERSON et
al., 1989b; GROSS, MELLO et al., 1989; BRANDAL, GROSS et al., 1988).
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O comprimento da cadeia carbOnica do substrato determina a série de unidades
monoméricas incorporadas no PHA, com o 3-hidroxidcido possuindo o0 mesmo comprimento
da cadeia carbonica do substrato ou, sendo pelo menos o principal componente do polimero em
todos os casos. E evidente, a partir da incorporagio de proporgdes significativas de outros 3-
hidroxidcidos, que diferem do comprimento da cadeia do substrato carbdnico, por duas
unidades carbOnicas, que a remogio ou adi¢do de unidades C; estdo envolvidas na biossintese

de PHA por P. oleovorans. (HAYWOOD, ANDERSON et al., 1989b).

1.43.1.3 PHA produzidos por outras espécies de Pseudomonas

O aciimulo de PHA a partir de 4cidos n-alcandicos ndo € restrito a P. oleovorans.
HAYWOOD, ANDERSON (1989b) examinaram vdrias espécies de Pseudomonas, avaliando o
crescimento e actimulo de poliester com alcanos de cadeia reta, dlcoois e 4cidos alcandicos de
Ce a Clp como unica fonte de carbono. O acimulo de poliester foi demonstrado em P.
aeruginosa (trés cepas), P. putida, P. fluorescens, e P. testosteroni, e em cada caso, a série de
substratos que sustentaram a sfntese de PHA foi diferente e também diferiu daquela da
P.oleovorans. O modelo de acimulo de PHA nas Pseudomonas sao similares a de P.
oleovorans, pois os 3-hidroxidcidos possuem o mesmo comprimento da cadeia carbonica do
substrato ou diferem por unidades miiltiplas de dois carbonos sdo as principais unidades
monoméricas encontradas nos poliésteres, ¢ nenhum monoméro de 3HB (caracteristica de

PHB) est4 presente no polfmero.

1.4.3.2 Vias e Enzimologia da Biossintese de PHA
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1.4.3.2.1 Investigagdo das vias

Em 1973, foi estabelecida uma via ciclica para a sintese e degradagio de PHB em
Azotobacter beijerinckii e Alcaligenes eutrophus (SENIOR & DAWES, 1973; OEDING &
SCHLEGEL, 1973) (vide figura 12). A rota biossintética para a sintese de PHB a partir de
glucose, e substratos que fornecem acetil-CoA, nestes e em outros organismos envolve a agdo
sequencial de trés enzimas: 3-cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase NADPH-dependente e PHB

sintase (polimerase) que catalisam respectivamente as reagdes abaixo (DAWES, 1991):

2 acetil-CoA — acetoacetil-CoA + CoA
acetoacetil-CoA + NADPH + HY — 3-hidréxibutiril-CoA + NADP*
3-hidréxibitiril-CoA + PG3HB), — P(3HB)p.1 + CoA

Figura 12 - Interrelagdo do ciclo do 4cido tricarboxflico e ciclo metabélico do PHB, e seu
controle, em A. beijerinckii e A. eutrophus ;, (Dawes, 1991)
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Figura retirada da referéncia Dawes, 1991
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Uma vanagao desta via ocorre em Rhodospirilum rubrum envolvendo duas enzimas
adicionais, enoil-CoA hidratase estereoespecifica, que convertem S-3-hidréxiacil-CoA
(formado neste organismo pela agdo de uma acetoacetil-CoA redutase NADH-dependente) para
o enantiomero R, requerido para a atividade da PHA sintase (MOSKOWITZ & MERRICK,
1969).

Também sdo conhecidas duas outras vias para a sintese de PHA em Pseudomonas.
Organismos do grupo I de homologia do RNAr sintetizam poliésteres constituidos por 3-
hidréxi-alcanoatos de cadeia média derivados a partir de intermedidrios acil-CoA da beta-
oxidagdo de alcanos, 4cidos alcandicos e alcanéis (SMET, EGGINK et al., 1983; BRANDAL,
GROSS et al,, 1988; HUISMAN, LEEUW et al., 1989; HAYWOOD, ANDERSON et al.,
1989a). Com excegdo de P. oleovorans, quase todos estes organismos possuem uma outra via
que habilita a sintese de poliésters de cadeia média a partir de acetil-CoA, e.g. Pseudomonas
aeruginosa, quando crescida num carboidrato tal como gluconato, acumula um polfmero
composto principalmente de 3-hidréxidecanoato (PHD) (HAYWOOD, ANDERSON et al,,
1990, TIMM & STEINBUCHEL, 1990).

A bacténa fotossintética Rhodospirillum rubrum, apresenta um outro modelo para o
acimulo de PHA, produzindo poliésters que contém hidréxi-dcidos de C4 a Cg a partir de uma
série 4cidos alcandicos de Cy a Cyp (vide figura 13). Terpoliésteres que contém estes hidréxi-
4cidos foram obtidos de substratos com Cg, C7 € Cjg. Os substratos de cadeias mais curtas
produziram poliésters contendo 3-hidréxi-dcidos de C4 e/ou Cs, mas menos do que um por

cento da unidade monomérica Cg (BRANDAL, KNEE JR et al., 1989).
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Figura 13 - Propostas das vias de biossintese de PHA e PHB a partir de alcanos, 4c. alcandicos
e alcandis
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ESPIRAL 3-CETOACIL-CoA ACETOACETIL -CoA

ACIL -CoA + ACETIL-CoA 4 ACETIL-CoA
(cn-2) f

[6LUOOSE]

Figura retirada da referéncia Dawes, 1991.

1.4.3.2.2 Etapas da sintese de PHA

A 3-cetotiolase é a enzima controladora para sintese de PHB, tendo a CoA como
chave moduladora (OEDING & SCHLEGEL, 1973; SENIOR & DAWES, 1973). Existem
duas isoenzimas com especificidades predominantemente para 3-cetoacil-CoAs de C4e C5e
para substratos de C4 a C10, respectivamente. A primeira € considerada como uma enzima
biossintética e a Wdltima como uma enzima degradativa, envolvida principalmente no
metabolismo de dcidos graxos; embora ambas possam, de fato, funcionar na sfntese de PHB
em A. eutrophus (HAYWOOD, ANDERSON et al., 1988)

Isoenzimas de acetoacetil-CoA redutase, possuindo diferentes especificidades para
substrato e coenzimas, também existem em Zoogloea ramigera e A. eutrophus. Apenas a

enzima NADPH-especffica que atua sobre os substratos R-C4 a Cg na sintese de PHB em A.
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eutrophus, a enzima NADH € especifica para os S-substratos e portanto nido pode funcionar
diretamente na formagao de PHB.

A PHB sintase estd associada com os granulos de bactérias sintetizadoras do
polimero e a sua solubilizagdo na forma nativa tem se mostrado dificil (LIEBERGESELL,
SCHIMIDT et al.,, 1992). Todavia, foram encontradas formas soliveis da enzima em Z.
ramigera ¢ A. eutrophus. (FUKUI, YOSHIMOTO et al., 1976, HAYWOOD, ANDERSON et
al.,1989a). HAYWOOD, ANDERSON et al. (1989a) demonstraram que a localizagdo da
sintase € dependente das condigdes prevalescentes de crescimento: 0s organismos que nio estio
sintetizando PHB ou que estdo crescendo em cultivo continuo limitado em carbono, contém
principalmente a forma solivel. Com a transferéncia para limitagdo de nitrogénio comega o
acimulo de PHB, acompanhado por um rédpido desaparecimento da forma forma solivel da
sintase e 0 aparecimento da enzima associada ao granulo. Ambas as formas da enzima foram
parcialmente purificadas, mas se mostraram altamente instdveis quanto mais purificados for.

A PHB sintase de A. ewtrophus é especifica por R-enantidmeros e apresenta
atividade apenas com 3-hidréxi-acil-CoAs de C4 e Cs. Embora a descoberta de que este
organismo pode incorporar 4-hidréxibutirato e 5-hidréxivalerato no polfmero parece necessitar
de uma sintase adicional para que isso ocorra (DOI, TAMAKI et al., 1987). Estas observagoes
correlacionam com o fato de que as composigdes do poliester em A. eutrophus sao limitadas a
hidréxi-dcidos de C4 e C5 (DOI, SEGAWA et al., 1990).

O mecanismo de agdo da PHB sintase permanece um desafio atual. GRIEBEL &
MERRICK (1971) propuseram uma reagio de polimerizagao em dois estdgios, envolvendo uma
acil-S-enzima intermedidna; enquanto que BALLARD, HOLMES et al. (1987) propuseram um
modelo envolvendo dois grupos ti6is e um estado de transi¢do de quatro membros. Supde-se
que a fungdo de transferéncia da cadeia, realizada pela sintase, deva controlar de algum modo o
peso molecular do polfmero produzido, que € caracterfstico de um dado organismo.

A descoberta mais surpreendente foi que certas Pseudomonas produzem PHA de

substratos quimicamente nio relacionados, e.g. a sintese de polimero contendo principalmente
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3-hidréxidecanoato (3HD) a partir de gluconato, glucose, frutose, glicerol, lactato ou acetato
como tnica fonte de carbono (HAYWOOD, ANDERSON et al., 1990). Esta capacidade foi
demonstrada como sendo caracterfstica de muitas cepas de Pseudomonas aeruginosa e certas
outras espécies do mesmo género. As vias biossintéticas envolvidas estdo sob investigagio, e
parece que os precursores dos polimeros sejam derivados de reagdes envolvidas na sfntese de

4cidos graxos (TIMM & STEINBUCHEL, 1990).

1.4.3.3 Regulacao da Biossintese de PHA

O PHB e a maioria dos outros PHA sdo sintetizados e acumulados na célula se a
fonte de carbono € fornecida em excesso, mas a proliferagio de células é diminufda devido 2
falta de um nutriente essencial para o crescimento, tal como nitrogénio, f6sforo, ferro,
magnésio ou potdssio. Em muitas bactérias aerébicas, a sfntese de PHB também é
desencadeada se o crescimento méximo ndo pode ocorrer devido a limitada disponibilidade de
oxigénio. Em algumas bactérias, tal como Azorobacter vinelandii, o acimulo de PHB ocorre
numa extensio ainda maior durante limitagio de oxigénio do que, por exemplo, durante
limitagdo de nitrogénio (BRIVONESE & SUTHERLAND, 1989). Como as vias biossintéticas
de PHA para A. eutrophus e R.rubrum incluem a redugdo de acetoacetil-CoA (piridina
nucleotideo-dependente), PHB € um reservatério para equivalente redutores e o polimero pode
ser considerado como um produto de fermentagdo. Em contraste, a deficiéncia de oxigénio
exerce um efeito negativo sobre o aciimulo de PHA em bactérias como P. oleovorans e P.
aeruginosa, ou porque estas vias biossintéticas de PHA incluem a formagio de equivalentes
redutores ou energia na forma de ATP é consumida (STEINBUCHEL, 1991).

Nas bactérias que sintetizam PHB a partir de glucose via acetil-CoA, a 3-cetotiolase
¢é a enzima biossintética regulatdria chave, modulada pela concentragio intracelular de CoA. A

caracterfstica chave do controle € o destino de acetil-CoA, que pode ser oxidado via ciclo do
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4cido tricarboxilico (TCA) ou servir como substrato para a sintese de PHB; o desvio depende
das condigdes ambientais, especialmente limitagdo de oxigénio, ou pela suspensao da sintese
proteica causada por limitag@o de nitrogénio ou de outro nutriente, quando a razio NADH/NAD
aumenta. A citrato sintase e a isocitrato desidrogenase sdao inibidas por NADH, em
conseqiiéncia, acetil-CoA ndo entra mais no TCA com a mesma velocidade e, em vez disso, é
convertido a acetoacetil-CoA pela 3-cetotiolase, a primeira enzima da via biossintética de PHB,
que € inibida por CoA. A suspenséo da sintese proteica, um processo endergdnico intimamente
acoplado a geragido de ATP via cadeia transportadora de elétrons, provavelmente conduziria a
um aumento na concentragdo intracelular de NAD(P)H (SENIOR & DAWES, 1973,
JACKSON & DAWES, 1976).

A 3-cetotiolase ndo estd envolvida na regulagio da biossintese de PHB quando os
substratos ndo sdo metabolizados via acetil-CoA. A adi¢ao de (NH4)2SO4 a suspensdes de A.
eutrophus, limitados em nitrogénio acumulando PHB, inibe a biossintese do polfmero a partir
de glucose mas ndo a partir de 4cido butfrico que é convertido a 3-hidréxibutiril-CoA e
incorporado diretamente (DOI, TAMAKI et al., 1988). O acimulo de PHA por P. oleovorans a
partir de n-alcanos e dcidos n-alcandicos, sob condi¢bes de crescimento aparentemente nao
restritas, sugere que pode ndo ocorrer um controle efetivo da sintese do polimero durante o
crescimento exponencial neste organismo (LAGEEVEN, HUISMAN et al., 1988; GROSS,
MELLO et al., 1989). Porém, é necessdrio pesquisa adicional para elucidar a regulagdo da
sfntese de PHA a partir de substratos nao carboidratos.

A sfntese e degradagdo simultinea de PHA foi demonstrada com suspensoes de A.
eutrophus livres de nitrogénio (STEINBUCHEL, 1991). Quando bactérias contendo 55% (p/p)
de PHB (derivado de 4cido butfrico como substrato) foram incubadas com 4cido valérico, a
composi¢do bruta do poliéster acumulado em fungdo do tempo, aumentou o conterido de 3HV
de O para 49 mol% apGs 96h, enquanto que o conteido total de PHA, depois de uma
diminui¢#o inicial, mostrou pouca mudanga em 52% (p/p). No experimento inverso, bactérias

contendo 50% (p/p) de PHA (copolimero de 3HB-3HV, derivado a partir de 4cido valérico
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como substrato) foram incubadas com 4cido butirico por 48h; durante este tempo o conteiido de
3HB do polfmero subiu de 44 para 81 mol%. O contetdo total do polfmero, depois de um
aumento transiente para 66%, permaneceu em 50%.

Em contraste, nenhuma evidéncia foi obtida para o "turnover" de PHB em células de
A. eutrophus quando estas foram crescidas com glucose em cultivo continuo sob condi¢des de

limitagdo de nitrogénio em estado de equilfbrio (HAYWOOD, ANDERSON et al., 1989a).

1.4.3.4 Genética da Biossintese de PHB e PHA

Os genes estruturais para a via biossintética de PHB em A. eutrophus foram
clonados e expressados em Escherichia coli por trés grupos independentes (SLATER, VOIGE
et al., 1988; SCHUBERT, STEINBUCHEL et al., 1988, PEOPLES & SINSKEY, 1989a;
PEOPLES & SINSKEY, 1989b). Os gens estdo agrupados, sio organizados em um operon,
quando sequenciados , mostrou-se que sao transcritos na ordemphb C (sintase), phb A
(tiolase), phb B (redutase) (PEOPLES & SINSKEY, 1989b, STEINBUCHEL, SCHUBERT
et al., 1990; JANES, HOLLAR et al., 1990).

A andlise molecular do operon biossintético de PHB permitiu a identificagdo N-
terminal da sintase, e também revelou o promotor e o sitio de infcio traducional do gen phb C de
A. eutrophus (SCHUBERT, KRUGER et al., 1991). Contudo, a expressao do gen phb C
sozinho em E. coli ndo produz PHB nem niveis significantes de atividade da PHB sintase
(PEOPLES & SINSKEY, 1989b).

Os gens biossintéticos para PHB em A. eutrophus foram expressados em
Pseudomonas oleovorans;, a cepa recombinante resultante sintetizou uma mistura de PHB e
poli-hidréxi-octanoato (STEINBUCHEL & SCHUBERT, 1989; STEINBUCHEL,
SCHUBERT et al., 1990). Mais recentemente, os gens biossintéticos para PHB em A.

eutrophus também foram expressados em E. coli e cepas de Kebsiella, as cepas
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recombinantes resultantes produziram PHA utilizando a sacarose como fonte de carbono
(ZHANG, OBIAS et al., 1994).

Investigagdes do l6cus da PHA sintase de P. oleovorans evidenciaram a presenca de
dois gens para a PHA sintase, com gen para a PHA despolimerase localizado entre eles.
Quando os gens para a sintase foram introduzidos em alto nimero de cépias, o resultante
aumento no nivel de PHA sintase permitiu o alongamento mais rdpido da cadeia, mas ndo um
aumentado no aciimulo do polimero; indicando que outros fatores, ainda desconhecidos, estdao
envolvidos no controle ou limitagdo da produgao total de PHA (WITHOLT, HUISMAN et al.,
1990, PEOPLES & SINSKEY, 1990).

1.4.3.5 Degradagao de PHB e PHA

Ao contrdrio dos intensivos estudos sobre a biossfntese de PHA, relativamente
pouco € conhecido sobre a degradacdo destes polimeros. Todas as bactérias nas quais o0 PHA
ocorre naturalmente, provavelmente possuirdo um sistema de enzimas que, sob certas
condigoes, mobilize intracelularmente o PHA. Estas despolimerases intracelulares sio
diferentes das enzimas de microrganismos que usam PHA exdgeno no ambiente como a \inica
fonte de carbono para o crescimento. As enzimas que degradam PHA exégeno ndo sio
sintetizadas apenas por bactérias mas também por fungos, e sdo excretadas pelas células para
hidrolisar o PHA extracelularmente. Posteriormente, as células usam os produtos de hidrélise
(STEINBUCHEL, 1991). Tem havido um aumento de interesse na degradagio extracelular
destes polfmeros, estimulado por suas exploragdes comerciais como pldsticos biodegraddveis

("environmentally-friendly plastics") (STEINBUCHEL, 1991).
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1.4.3.5.1 Degradagio intracelular de PHB

A degradagdo de PHB normalmente comega quando a fonte de carbono exégena
disponivel torna-se muito limitada ou € esgotada. Dois diferentes tipos de PHB despolimerase
foram reconhecidas em Rhodospirillum rubrum e Bacillus megaterium, tendo R-3-
hidréxibutirato como produto das reagdes (DAWES & SENIOR, 1973). Os granulos nativos de
R. rubrum sao auto-hidrolisados enquanto aqueles de B. megaterium sao bastante estdveis.
Embora um extrato solivel de R. rubrum fosse capaz de degradar grinulos nativos de B.
megaterium, o polfmero purificado ou granulos desnaturados ndo puderam servir como
substrato. Uma protefna ativadora soldvel isolada de extratos de R. rubrum, em presenga de
despolimerase, ativou a hidrélise de PHB, produzindo R-3-hidréxibutirato como principal
produto junto com algum éster dimérico (DAWES & SENIOR, 1973).

A PHB despolimerase de A. eutrophus produziu R-3HB como unico produto de
hidrélise, enquanto que a enzima soliivel de B. megaterium resultou na mistura de dfmero e
monomero. Um estudo detalhado do sistema de B. megateriwm revelou que a despolimerizagiao
requeria um fator termo sensfvel associado com os granulos junto com trés componentes
soliveis: um ativador proteico termoestdvel, PHB despolimerase e uma hidrolase.

Foi conclufdo que embora a despolimerase ndo esteja ligada ao granulo, existe uma
protefna associada ao granulo que inibe a atividade despolimerase (GRIEBEL, SMITH et al.,
1968). Embora seja assumido que a interagao entre inibigdo e ativagio controla a degradagdo de
PHB, o mecanismo detalhado espera por elucidagio e ndo tem havido relatos das

despolimerases atuando em heteropolfmeros contendo 3-hidréxi-dcidos de cadeia média.
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1.4.3.5.2 Degradagdo extracelular de PHA

A produgdo de hidrolases extracelulares para PHA ¢é normalmente demonstrada por
zonas de clareamento envolvendo coldnias em agar meio mineral que contém PHA como tnica
fonte de carbono. Um método de degradagio alternativo € incubar solutos contendo a
despolimerase com finos filmes do poliéster e acompanhar sua dissolu¢do e erosdo. A
degradagido de PHB parece ocorrer em dois passos. Primeiro, uma PHB despolimerase libera
oligbmeros, que sdo preferencialmente dimeros de 3HB. Segundo, uma oligdmero hidrolase
cliva o dfmero em mondmeros de 3HB (BRIESE, JENDROSSEK et al., 1994, MERGAERT,

WEBB et al., 1993; STEINBUCHEL, 1991)

1.4.3.6 Fungoes Fisiol6gicas de PHB e outros PHA

1.43.6.1 Reservas de carbono e energia

Para um organismo, uma das principais vantagens resultantes da sintese destes
materiais de alto peso molecular, contidos em uns 8 a 12 grinulos por célula, € a capacidade de
estocar grandes quantidades de carbono reduzido sem afetar significantemente a pressido
osmética da célula. A posse de PHA freqiientemente, mas ndo universalmente, retarda a
degradagdo de componentes celulares tais como proteina ¢ RNA durante a fome nutricional,
embora nio exista um modelo comum de comportamento e, dependendo da bactéria, pode
haver uma utilizagido seqiiencial ou simultinea destas macromoléculas. O PHB aumenta a
sobrevivéncia de algumas, mas ndo de todas as bactérias investigadas. Também serve como
uma fonte de carbono e energia para a esporulagdo em algumas espécies de Bacillus, ainda que

seu aciimulo ndo seja fundamental para o processo. Da mesma forma, PHB pode servir como
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uma fonte de carbono e energia para o encistamento de Azotobacter. Também tem sido proposto
que PHB proporciona um substrato oxid4vel para fornecer prote¢do respiratéria A nitrogenase
de Azotobacter quando substrato exégeno adequado ndo € imediatamente disponivel para
oxidagdo (SENIOR & DAWES, 1971). Um papel similar para PHB foi formulado para a cepa
de Rhizobium sp. ORS 571 (STAM, VERSEVELD et al., 1986).

Embora ainda ndo tenha havido quaisquer estudos relatando as caracteristicas de
sobrevivéncia de bactérias possuindo outros PHA do que PHB, foi notado que PHA ¢
degradado quando a fonte de carbono externa é esgotada , podendo ser deduzido que eles
também podem ser utilizados como reservas de carbono e energia. Parece provével que, para a
maioria das bactérias que crescem em seus ambientes naturais, a propor¢ao de PHA relativo a

PHB € bastante baixa, e seus papéis seriam por conseguinte menores (KNEE JR, WOLF et al.,
1990).

1.4.3.6.2 PHB na fixagdo de nitrogénio simbidtica

O PHB serve como fonte energia no processo de fixagdo de nitrogénio simbiética
que ocorre entre Rhizobium elou Bradyrhizobium e plantas leguminosas (KAAR, WATERS et
al., 1984, MCDERMOTT, GRIFFTH et al., 1989). A energia requerida para a fixagdo de
nitrogénio por bacterSides € largamente alcancada pelo metabolismo de compostos
fotossintéticos transportados pelos nédulos da rafz. Os bacteréides acumulam até 50% de sua
biomassa em PHB apesar do fato que tanto a fixagdo de nitrogénio quanto a sintese de PHB
competem pela disponibilidade de equivalentes redutores. Foi sugerido que, como em
Azotobacter beijerinckii , o acimulo de PHB cumpra um papel regulatério redox (SENIOR,

BEECH et al., 1972; MCDERMOTT, GRIFFTH et al., 1989).
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1.43.6.3 PHB em membranas procaridticas e eucaridticas

Um progresso na bioquimica foi a descoberta da presenca de dois polimeros de
armazenamento, PHB e polifosfatos, em associagdo, com as membranas plasmiticas de
algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (REUSCH & SADOFF, 1983), ¢ em
fragmentos de membranas eucariéticas (REUSCH, 1989). Como estes complexos atravessam a
membrana, foi sugerido que eles podem desempenhar um papel na regulagio das concentragoes
de cdlcio intracelular e na sinalizagao de cdlcio (REUSCH, 1989).

REUSCH & SADOFF (1983) relataram primeiro a presenga de PHB nas membranas
citoplasméticas de Azotobacter vinelandii, Bacillus subtilis e Haemophilus influenzae, trés
bactérias que sofrem transformagio natural, mas que diferem estrutural e metabolicamente.
Embora A. vinelandii sintetise quantidades representativas de PHB em grinulos
citoplasméticos, o B. subtilis acumula significativamente menos polfmero, e o H. influenzae
ndo acumula nada. Porém, dentro de cada espécie, as concentragdes de PHB em suas
membranas estavam correlacionadas com sua transformabilidade (REUSCH, HISKE et al.,
1987).

Foram apresentadas evidéncias de que para A. vinelandii e B. sbtilis o PHB de
membrana existe como um gel 14bil Foi levantada a hipétese de que a sintese de PHB seja um
pré-requisito para o transporte de DNA exdgeno através da membrana, i.e. a aquisi¢cdo de
competéncia genética (REUSCH & SADOFF, 1983; REUSCH, HISKE et al., 1986).

O desenvolvimento de competéncia dependente de cdlcio em E. coli foi associada
com sfntese de novo e incorporagio de PHB na membrana plasmdtica, acompanhado por
modificagio da estrutura em bicamada, como indicado por uma aguda transigdo irreversfvel da
nova fase lipfdica em aproximadamente 56°C (REUSCH, HISKE et al., 1986). Foi possivel
extrair um complexo de PHB das membranas plasméticas de E. colii geneticamente
competente, € a andlise dos extratos de cloroférmio revelou a presenca de PHB, fosfato

inorganico e fons célcio na razio molar de aproximadamente 1 : 1 : 0.5. O complexo teve
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integridade estrutural suficiente para permitir a sua incorporagdo em liposomos (REUSCH &
SADOFF, 1988).

Um modelo de estrutura foi proposto para o complexo, que poderia funcionar como
um canal transmembrana (REUSCH & SADOFF, 1988, REUSCH, 1989). Uma camada
lipofflica externa, compreendendo um cilindro helicoidal d¢e PHB com quatorze unidades do
mondmero por volta. Apenas estas configuracdes particulares fornecem a geometria adequada
para acomodar Ca®* no complexo. Os fons Ca*t (3,5 por unidade) ligam os dois polimeros,
sendo cada fon ligado a quatro fosforil-oxigénio e quatro oxigénios do ester PHB. Esta suposta
estrutura tem um didmetro de 240 nm com um comprimento médio de 450 nm. Além de sua
importdncia como estoque de célcio, sugere-se que o complexo transmembrana funcione no
transporte de célcio, fosfato e DNA (REUSCH & SADOFF, 1988). Por exemplo, a
exportagio de Ca®* e fosfato poderia ser afetada pelo alongamento da cadeia polifosfato na
interface citoplasmdtica pela agdo da polifosfato quinase, de acordo com a atividade
polifosfatase na face citoplasmética na face periplasmética. Também, a importagdo de Ca?*
poderia ser proveniente de mudangas no potencial de membrana ou nos gradientes de
concentragao.

REUSCH (1989) obteve evidéncia de que existem complexos similares nas
membranas eucariéticas, derrubando a cren¢a de que PHB seja uma caracterfstica exclusiva de

procariotos.

1.4.3.7 Propriedades Fisicas e SignificAncia Comercial de PHA

Os PHA sdo polfmeros parcialmente cristalinos, e a defini¢io de suas propriedades
térmicas ¢ mecénicas € expressa normalmente em termos da temperatura de transigdo vidro-
para-borracha (Tg - "glass transition") da fase amorfa, e da temperatura de fusdo (Tm - "melting

temperature”) da fase cristalina. Calorimetria de varredura diferencial é usada para estas
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determinagbes. Amostras de PHB comumente exibem um grau de cristalinidade na faixa de 60 a
80%, que diminui para 30 a 40% quando o contetido de 3HV do p6li(3HB-co-3HV) aumenta
para 30 mol% (MITOMO, BARHAM et al., 1987).

Marchessault e colegas mostraram que PHB € uma hélice em sentido hordrio
compacta com eixo de duas voltas e uma repeti¢do de fibra de 0,596 nm (OKAMURA &
MARCHESSAULT, 1967, CORNIBERT & MARCHSSAULT, 1972). E oticamente ativo,
com o centro quiral da unidade monomérica sempre em configuragdo R absoluta (D-(-) na
nomenclatura tradicional). A similaridade da estrutura do PHB com aquela do polipropileno,
que também tem uma configuragdo compacta e um ponto de fusido préximo de 180°C, atraiu a
aten¢io da Imperial Chemical Industries (ICI) ao potencial do PHB para aplicagdes em fibras e
plasticos (ANDERSON & DAWES, 1990), particularmente no campo biomédico, onde a
biocompatibilidade e biodegradabilidade sdo caracterfsticas importantes (GOGOLEWSKI,
JOVANOVIC et al., 1993; BOEREE, DOVE et al., 1993). PHB e polipropileno apresentam
graus de cristalinidade e Tg semelhantes, embora suas propriedades quimicas sejam
completamente diferentes, com o PHB possuindo resisténcia inferior a solventes mas melhor
resisténcia aos raios ultra violeta ambientais. Fisicamente, PHB € mais rigido e mais quebradigo
do que o polipropileno (HOLMES, 1985).

Porém, quando ocorre a formagido do copolfmero com unidades monoméricas de
3HB e 3HV, as propriedades do material (Biopol; ICI) sdo alteradas como uma conseqiiéncia
da diminuigdo da cristalinidade e Tp,. Isto resulta, em termos mecéanicos, numa diminui¢do na
rigidez (médulo de Young) e num aumento na dureza, produzindo propriedades mais
desejéaveis para aplicagdes comerciais. Consequentemente, uma série de propriedades sdo
possiveis a partir de um homopolfmero rigido e quebradigo via um balango de rigidez e dureza
para macio e resistente, com alta incorporagdo de 3HV. Contudo, este tipo de polfmero, o
Biopol ndo € um material especialmente engenhado para aplicagbes mecanicas de alto

desempenho (HOLMES, 1985).
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Embora as propriedades do PHB enquanto um material termopl4stico biodegraddvel
tenham chamado a atengio por mais de 20 anos, e patentes foram depositadas inicialmente nos
Estados Unidos pela W. R. Grace & Co (BAPTIST, 1962; BAPTIST & WEBER, 1965), a
primeira produgao industrial de PHB e PHA néo ocorreu até 1982, quando a ICI comercializou-
os sob a marca registrada de Biopol (ANDERSON & DAWES, 1990).

Ainda que PHB e PHA também estejam a disposigao a partir de sintese quimica, no
momento apenas os processos biotecnolégicos produzem-nos em quantidade suficiente para
aplicagdes técnicas.

P6li(3HB-co-3HV) € produzido pela ICI em escala industrial a partir de um mutante
da cepa de Alcaligenes eutrophus H16 tendo uma mistura de glucose e 4cido propidnico como
uinica fonte de carbono sob condigdes de limitagao de fésforo (BYRON, 1990) O copolimero j4
estd sendo usado para a fabricagido de filmes biodegraddveis e frascos (Brandal & Piichner,
1990). Frascos para xampu feitos de Biopol j4 podem ser encontradas em teste de mercado na
Alemanha (BRANDAL & PUCHNER, 1990)

PHB e p6li-(3HB-co-3HV) sdo at6xicos e biodegraddveis, dando horizonte a vdrias
aplicagdes dos polfmeros para a liberagdo controlada de drogas, tal como a liberagido de
buserelina. Outras aplicagbes médicas possfveis sio como suturas cirirgicas, "swabs"
cirirgicos, protecdo para feridas ou lubrificantes para luvas cinirgicas. Como os PHA sao
oticamente ativos, os mondmeros derivados dos poliésters sdo considerados como uma fonte
para a sfntese de produtos qufmicos enantioméricos puros. Além disso, os PHA foram testados
como fontes de carbono em processos de desnitrificagido para a eliminagdo de nitrato de dgua

potdvel (STEINBUCHEL, 1991).
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OBJETIVOS

Determinar as concentrag¢des iniciais de carbono, nitrogénio e magnésio que
restringem o crescimento das cepas de Enterobacter aerogenes tipo 8 e Alcaligenes sp (ATCC

31961 e mut), em cultivo em batelada ("batch culture");

Estudar a produgao de exopolissacarideo e polfmero de reserva em cepas isogénicas
dc Enterobacter aerogenes tipo 8 e Alcaligenes sp (ATCC 31961 e mut), em "batch culture”

em meios de cultura sintético e semi-sintético sob diferentes razdes iniciais de C:N;

Determinar se a fonte de carbono foi preferencialmente usada para a sfntese de
exopolissacarfdeo ou polfmero de reserva (glicogénio e PHB para Enterobacter e Alcaligenes,
respectivamente), e se a degradagio do polfmero de reserva, apés o esgotamento da fonte de

carbono externa, poderia favorecer posterior produgdo de exopolissacarideo;

Avaliar as melhores condi¢des para a produgdo do exopolissacarideo pelas cepas

acima listadas;

Avaliar o comportamento reolégico (viscosidade) dos meios de cultura e das

solugGes preparadas a partir dos exopolissacarideos isolados;

Investigar a natureza de compostos provenientes de plantas, tais como Camellia (chd

comercial), Paulinia (guarand), Coffea (sementes cruas de café) Theobroma (cacao), Kola ou



88

Sterculia (semente de cola) e llex (chd-mate) e seus possiveis papéis como efetor(es) positivo(s)

na sfntese de celulose por Acetobacter xylinum..

Realizar a caracterizagao parcial do biofilme celul6sico, produzido por uma cepa tipo

selvagem com propriedades morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas de um Acetobacter sp;

Relatar algumas das aplicagdes médicas da pelfcula celulésica (BioFill®), na terapia

de injirias da pele.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

a) Todos os reagentes empregados foram considerados quimicamente puros, isto &,
produtos P.A., adquiridos da Sigma Chemical, British Drug House Ltd (BDH), Oxoid, Difco
Technical e Merck;

b) As enzimas foram adquiridas da Sigma Chemical , Boehringer Mannheim e Novo

Nordisk do Brasil;

¢) Os microrganismos utilizados foram:

Enterobacter aerogenes A4.87Sl, (EPS?);

Enterobacter aerogenes A4.031, (EPS7),

Alcaligenes sp ATCC 31961, (EPS*),

Alcaligenes sp 31961M (EPS™), mantidos liofilizados pelo Banco de Cepas do
Departamento de Microbiologia da Universidade de Edinburgh (Escécia), e gentilmente

fornecidos pelo Prof. Dr. lan W. Sutherland;

Acetobacter sp, uma cepa tipo selvagem, isolada por L.F.X. Farah, gentilmente
fornecida pela empresa Bio Fill Produtos Biotecnol6gicos S.A. e denominada cepa "BF"
Acetobacter sp, uma cepa tipo selvagem, isolada por J.D. Fontana e denominada

cepa "JF"
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Acetobacter xylinum 10245 (= D1), 23769 (= D2), 821 (= D3) e B42/2 Nich 1
(= D4), gentilmente fornecidos por M. Dankert (Argentina)
Acetobacter xylinum NRRC 207 e NRRL 17005, gentilmente fornecidos por R.

Tanner (USDA)

d) As plantas empregadas foram:

llex paraguayensis, Kola nitida, Coffea arabica, Theobroma cacao, Camellia sinensis

e Paulinia cupana .

2.2 METODOS ANALITICOS

2.2.1 Determinagdo de carboidratos

2.2.1.1 Determinagio da glucose residual

Um ensaio de enzimas associadas, envolvendo glucose oxidase e peroxidase foi
empregado para medir a concentragdo da glucose residual nos sobrenadantes dos cultivos,
tendo o 4cido sulfdnico 2,2'-di-azino-3-etil benziltiazolina (ADTS) como cromégeno.
(BRIVONESE & SUTHERLAND, 1989)

760 ul do sistema de incubagdo contendo: 450 ul de tampao Tris/HCl (0,5 M pH
7,0), 100 pl de amostra contendo entre 0-15 ug de glucose, 50 ul de glucose oxidase (1
mg/ml), 10 pl de peroxidase (2 mg/ml) e 150 ul de ADTS (10 mg/ml) foram incubadas a 37°C

em banho-maria por 1 hora. A seguir a absorbancia foi lida a 415 nm, num espectrofotémetro
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PHILIPS, modelo PU 8800 UV/VIS, contra o branco no qual a amostra foi substitufda por
dgua destilada. Empregaram-se padroes contendo 5 e 10 ug de glucose.

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicatas. As enzimas e o ADTS foram

preparados no mesmo tampao do ensaio.

2.2.1.2 Determinagio de glicogénio pelo método da antrona

Foi utilizada uma micromodificagado do método da antrona (TREVELYAN &
HARRISON, 1952). Células lavadas, liofilizadas e dessecadas segundo o item 2.3.5.2. das
cepas de E. aerogenes foram empregadas para a medida do glicogénio intracelular, pois os
carboidratos componentes de LPS de E. aerogenes sao conhecidos por darem uma resposta
relativamente baixa a antrona (SUTHERLAND & WILKINSON, 1966).

Amostras de 15 mg de células, finamente pulverizadas, foram suspensas em 15 ml
de 4gua destilada, e quando necessdrio foram diluidas até uma concentragao celular de 0,6
mg/ml.

Em tubos de ensaio (75 x 10 mm), lavados com 4cido nitrico concentrado, mantidos
em banho de gelo, foram adicionados: 0,1 ml de dgua destilada, 0,1 ml da suspensao de células
e 1 ml do reagente de antrona recentemente preparado - antrona a 0,1% (p/v) em 4cido
sulfirico a 72% (p/v). Os tubos foram vigorosamente agitados e incubados a 100 °C em banho-
maria fervente por exatamente 7 minutos, resfriados e lidos em 625 nm, num espectrofotdmetro
PHILIPS, modelo PU 8800 UV/VIS, contra o branco cuja suspensao teste foi substituida por
dgua destilada. Empregaram-se padrdes contendo 5 e 10 ug de glucose. Todas as
determinagdes foram realizadas em triplicatas. A quantidade de glicogénio foi estimada como

equivalentes de glucose anidra e expressa como porcentagem em relagao ao peso seco de células

(%PSC).
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Alternativamente, o glicogénio foi extrafido por lise alcalina forte, e determinado
espectrofotometricamente com 1.KI na presenca de CaCl, saturado, para identificagdo do grau

médio de ramificagdo (FONTANA, 1980; KRISMAN, 1962).

2.2.1.3 Determinagdo de agicar total e redutor

O monitoramento da liberagio de agiicares redutores nos hidrolizados enzimético e
4cido dos biofilmes celul6sicos, submetidos aos diferentes tratamentos (nativa, lavagem com
dgua, ou dlcali , ou detergente), e de agiicares residuais (totais) nos meios de cultura de
Acelobacter, foram realizados pelos métodos ciiprico em meio alcalino (SOMOGYI, 1945) e
do fenol-sulfirico (DUBOIS, GILLES et al.,, 1956), respectivamente. As determinagdes

espectrofotométricas foram efetuadas num espectrofotdmetro Varian-Intralab modelo DMS-80;

2.2.2 Extragdo e determinagdo de poli-B-hidréxibutirato (PHB)

Método modificado segundo BRIVONESE & SUTHERLAND (1989), adaptado do
procedimento de extracio de WILLIAM & WILKINSON (1958) e do ensaio de LAW &
SLEPECKY (1961). 10-20 mg de células liofilizadas, dessecadas, obtidas segundo o item
2.3.5.2., foram finamente pulverizadas e tratadas com | ml de solugdo comercial de
hipocloritode s6dio (10-14% p/v do sal) a 37 °C em banho-maria por 1 hora, em tubos de vidro
Pirex® de boca rosqueada e tampa com protegio de Teflon®. A seguir, 4 ml de 4gua destilada
foram adicionados, a suspensao agitada e entdo centrifugada a 5 000 rpm, numa centrifuga
MSE Centaur 2. O sobrenadante foi decantado dos granulos de lipidio depositados no fundo do
tubo e descartado. Os granulos foram entdo sequencialmente lavados com 5 ml de acetona, S ml

de éter etilico e 5 ml de etanol absoluto para remover lipidios contaminantes. Cada lavagem foi
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seguida de centrifugacio e descarte do sobrenadante. O PHB foi extrafdo do material com 3 ml
de clorof6rmio em banho-maria fervente por 2 minutos. Depois de resfriada, a mistura foi
centrifugada e o sobrenadante transferido para balao volumétrico de 10 ml. Esta extragdo foi
repetida mais duas vezes; as solugdes de PHB foram reunidas e o volume completado para 10
ml com cloroférmio. Aliquotas, em triplicatas, contendo entre 0,5-3,0 ug de PHB, foram
transferidas para tubos Pirex® com boca rosqueada e o cloroférmio evaporado completamente,
e 1 ml de H2SO4 concentrado foi adicionado para hidrolisar o PHB a 4cido crotdnico. Os tubos
foram fechados com tampa protegida por Teflon® e incubados a 100 °C em banho-maria
fervente por 10 minutos. Depois de frio, foram realizadas leituras a 235 nm, num
espectrofotdmetro PHILIPS, modelo PU 8800 UV/VIS, contra o branco contendo apenas 4cido
sulfiirico concentrado tratado nas mesmas condigdes da amostra.

O coeficiente de extingdo molar do 4cido croténico a 235 nm é 1,56 x 104
(SLEPECKY & LAW, 1960), de modo que, uma absorcio de 0,1 € equivalente a uma
concentracdo original de 0,551 ug/ml de PHB no ensaio. A relagdo entre concentracio €
absorbéncia € linear até 3 ygPHB/ml. A concentragio de PHB foi expressa como porcentagem

em relagio ao peso seco de células (%PSC).

2.2.3 Avaliacdo do crescimento celular

A fim de acompanhar o crescimento bacteriano das cepas de Enterobacter e
Alcaligenes, a cada perfodo, foram feitas leituras espectrofotométricas a 600 nm (DO600nm)s
tendo como branco o meio de cultura ndo inoculado. Amostras com valores para DO acima de

0,6 foram dilufdas. Todas as leituras foram feitas em triplicatas, num espectrofotometro

PHILIPS, modelo PU 8800 UV/VIS.
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O crescimento de Acetobacter spp ndo foi avaliado uma vez que a maioria das
células bacterianas se encontram aprisionadas no biofilme, como uma conseqiiéncia da

gradativa produgio de celulose.

2.2.4 Determinagdo do pH

A fim de acompanhar as variacoes de pH resultantes do metabolismo celular e/ou
detectar possfveis contaminagdes, nos cultivos de Enterobacter e Alcaligenes, foram utilizadas
amostras do meio de cultura recentemente coletadas a cada intervalo de tempo, e as
determinagdes realizadas a temperatura ambiente em pHmetro portdtil Cole-Palmer, aferido
entre a faixa de pH 4,0 e 7,0.

Com Acetobacter apenas foi possfvel a determinagdo do pH apds a inoculagdo e ao

término do cultivo, devido 2 presenga do biofilme celulésico produzido na interface liquido-ar.

2.2.5 Determinagdo do peso seco de exopolissacarideo, células e biofilmes

celulésicos

Ap6s serem processados segundo o item 2.3.5., todos os materiais foram avaliados
gravimetricamente, numa balanga analitica digital Mettler ou Sartorius H-51, e os valores

representados em grama de exopolissacarideo e/ou células por litro (g/I) de meio de cultura.
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2.2.6 Obtengdo das infusdes vegetais

1,2 gramas de folhas ou sementes trituradas de: Camellia sinensis (ch4 comercial -
CAC), Paulinia cupana (guaranid em p6), Coffea arabica (café - semente crua), Theobroma
cacao (cacau - semente crua), Ilex paraguayensis (Mate Ledao®), Kola nitida (cola - semente)
foram submetidas a infusio, por 30 minutos, em 1 litro de 4gua destilada recentemente fervida ,

seguido de filtragdo numa espessa camada de 1a de vidro, a fim de remover toda matéria

particulada.

2.2.7 Determinag¢do da matéria seca de infusdo

100 ml de cada infusio obtida segundo o item 2.2.6. foram concentradas até 5 ml em
rotaevaporador, o material liofilizado e dessecado por 12 horas na presenga de pentéxido de
fésforo, determinando-se o peso seco gravimetricamente, numa balanga analitica Sartorius H-

51.

2.2.8 Obtengdo de extratos cloroférmicos e metandlicos a partir das infuses

vegetais

Parte das infusdes de chd foram extraidas com clorof 6rmio em diferentes pH: no pH
original (pH 5,6); num pH &cido (0,01M HCI); e sob condigdes bdsicas (0,01M NaOH); nas
duas iltimas preparagdes o pH foi ajustado para 5,6. Uma quantidade equivalente de NaCl foi
adicionada s amostas controle e extraida em pH original, para igualar as concentragdes de

cloreto de sédio.
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Amostras dos residuos, resultantes das infusoes vegetais (de chd e outras plantas)
que foram extrafidas com cloroférmio em pH alcalino, foram acidificadas com HCI e
ressolubilizados com metanol, a fim de obter os cloridratos correspondentes. Estes materiais
foram submetidos ao teste cromogénico da reagao de murexida (HORWITZ, 1975) em placa de
toque, cromatografia liquido-gas (GLC), e as espectrometrias de ultra violeta (UV) e massa

(GLC-MS).

2.2.9 Teste em placa de toque para detec¢do de xantinas

Aos extratos metandlicos obtidos no item 2.2.8., empregou-se uma barata
modificagdo da reagdo de murexida (HORWITZ, 1975): adi¢do de iguais partes de NaClO4 (<
10% de Cly ativo) e HCI fumegante. Dependendo da quantidade do material ensaiado, a cor

laranja-avermelhada se desenvolve em aquecimento a 100 °C.

2.2.10 Espectrometria de massa para as xantinas

A espectrometria de massa (GLC-MS), para as xantinas, foi realizada usando o
método de impacto de elétron (e.i.), empregando-se coluna capilar de dimetilsilicone (PONA)
num espectrometro de massa trimodular 5890/5970/ChemiStation (J & W Scientific Inc.).

Ambas as colupas (GLC e MS) operaram isotermicamente a 240 °C, empregando

respectivamente Ny e He como gases de arraste.
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2.2.11 Extragio alcalina do biofilme de Acetobacter

20 g de biofilme nativo, bem escorrido, foram deslipidificadas em cloroférmio-
metanol (2:1 v/v) e a seguir extrafdos exaustivamente com NaOH 5 M contendo 20 mg de
NaBH4. O extrato foi filtrado por membrana de vidro porosa M, seguido de precipitagio com 3

volumes de etanol.

2.2.12 Tratamento dos biofilmes celuldsicos para as hidrélises e difragao de

raio-X

Uma pelfcula celul6sica, proveniente da linha de producdo da Bio Fill Produtos
Biotecnoldgicos S.A., com 48 horas de cultivo, foi quadriculada e cortada em pequenos
pedacos de 1,5 x 1,5 cm. Este material foi tratado como segue:

Nativa: pelfcula apenas enxaguada com 4gua destilada para remover o meio de
cultura residual;

Agua: pelicula exaustivamente lavada com 4gua destilada e espremida (durante 2 dias
com trocas de 4gua, sob agitacdo),

SDS: 12 horas sob agitagdo em SDS a 1 g%. Exaustivamente lavada com 4gua
destilada (durante 3 dias com trocas de dgua, sob agitacio);

NaOH: 12 horas sob agitagio com NaOH a 8,65 g% (para o ensaio de hidrélise) ou
17,5% (para a difragio de raio-X). Exaustivamente enxaguada com 4gua destilada (3 dias com

trocas de 4gua, sob agita¢do).
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2.2.13 Hidrélise dos biofilmes celuldsicos

2.2.13.1 Hidrélise enzimética com Celluclast® ou suco gistrico de caramujo

As amostras dos biofilmes hidratados (10 mg de peso seco, antes do tratamento)
previamente tratados (nativo, ou lavado com 4gua, ou SDS, ou NaOH) foram hidrolizadas num
sistema de incubagdo contendo: 4 ml de tampio citrato-fosfato (20 mM, pH 4,8), 100 ul de
enzima (Celluclast® bruta ou "pool" de S-10 de Megalobulimus paranaguensis (FONTANA,
GEBARA et al., 1988), filtrada por Biogel P2/P4), a 35 °C durante 80 horas sob agitagdo.
Foram retiradas alfquotas de 500 ul nas primeiras 3 e 6 horas, seguindo-se a amostragem cada
12 horas. As alfquotas foram imcdiatamente transfcridas para tubos de cnsaio ¢ submetidas a
fervura para a inativagdo das enzimas. Com este material centrifugado, procedeu-se a
determinagdo de agticares redutores (SOMOGYI, 1945) e a cromatografia em camada delgada
(TLC) com periodos curtos e longos de incubagio.

As membranas obtidas nos experimentos com estimuladores xantinicos na presenga
de 14C-glucose foram hidrolizadas com Celluclast® durante 24 horas, com o mesmo sistema de

incubagio anteriormente empregado

2.2.13.2 Hidrélise 4cida com 4cido trifluoracético (TFA)

As amostras dos biofilmes hidratados (10 mg de peso seco, antes do tratamento)
previamente tratados (nativo, ou lavado com 4gua, ou SDS, ou NaOH) foram pré-inchados,
com 1 ml de TFA concentrado durante 2 horas a 95 °C (concentragdo final do TFA foi

aproximadamente 50% devido a hidratagdo da amostra), seguido de incubagdo a 95 °C em tubo

selado durante 18 horas. A seguir, o material foi centrifugado e o 4cido do sobrenadante
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eliminado por rotaevaporagio, seguido de liofilizag@o e ressolubilizagdo da amostra com 500 pl
de dgua destilada. Este material foi empregado para a determinagdo de agicares redutores e

cromatografia em camada delgada (TLC).

2.2.13.3 Hidrélise acida do material obtido por extragio alcalina do biofilme

de Acetobacter

15 mg do material extraido segundo o item 2.2.11 foram hidrolizados segundo
ALBERSHEIN, NEVINS et al. (1967). O 4cido foi eliminado por rotaevaporagio, o material

liofilizado e derivatizado para cromatografia liquido-gés.

2.2.14 Andélises Cromatogréficas

2.2.14.1 Cromatografia em camada delgada dos hidrolizados de biofilmes

celuldsicos tratados

Os hidrolizados de biofilmes celul6sicos tratados (W, D e A, tratamento com 4gua,
detergente e dlcali, respectivamente) resultantes da degradagdo 4cida e enzimitica (S e L,
tempos de incubagdo curto e longo, respectivamente), foram submetidas a cromatografia em
camada delagada (TLC), utilizando os solventes isopropanol/acetato de etila/dgua (85:5:10 v/v),

em cromatoplacas de Sflica Gel 60 (Merck E. Merchag, Darmstadt, W. Germany), e

visualizados com "spray" orcinol-sulfirico com aquecimento a 80-100 °C segundo LEWIS &

SMITH (1969).
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2.2.14.2 Cromatografia liquido-gas de componentes obtidos por extragdo

alcalina do biofiolme de Acetobacter

Ap6s a hidrélise 4cida (TFA) do material obtido por extragdo alcalina da pelicula
celulésica, os aglicares liberados foram analizados através de cromatografias liquido-gés
(GLC), empregando-se os derivados alditol acetato numa coluna OV-225 , ou per-silil
derivados dos padrdes mono e dissacaridicos e amostras, numa coluna SE-30 (FONTANA,

GEBARA et al., 1988).

2.2.143 Cromatografia liquido-gas das xantinas

As cromatografias liquido-gds (GLC) para as xantinas (padroes de cafeina, teofilina
e teobromina) e extratos vegetais, sem prévia derivatizagio, foram realizadas num cromatégrafo
a gds Varian-Intralab 3300 equipado com uma coluna capilar SE-30 (J & W Scientific Inc.) e

detector de ionizagao de chama (FID).

2.2.15 Microscopia 6tica dos biofilmes celuldsicos

Os dois macrocomponentes dos biofilmes celulésicos, a saber, a celulose e a
biomassa bacteriana aderente ou aprisionada, foram microscopicamente monitorados apSs
tingimento com corantes especfficos e inespecificos. A celulose foi convertida em celulose
fluorescente ap6s ligagao com "CalcoFluor White", utilizando-se o corante (10 mg/ml) e tempo
de contato de cerca de 30 minutos (HAIGLER, BROWN JR et al,, 1980); ou ainda Vermelho
Congo (1 mg/ml) a fim de interagir com f-D-glucanas (TEATHER & WOOD, 1982; WOOD,
1980).
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A biomassa bacteriana, através de seus componentes proteicos, foi alternativamente
corada com reagentes cromogénicos para proteinas, ou seja, "Coomassie Brilliant Blue R-250"
ou "Ponceau S" (CONN'S, 1977).0s referidos corantes, bem como alguns componentes de
coloragdo empregadas em bacterioscopia (e.g., safranina), foram igualmente utilizados para
monitorar a remogdo da massa bacteriana da rede celuldsica, como resultado das extensivas
lavagens dos biofilmes nativos. As micrografias 6ticas foram obtidas com um microscépio

Nikon-Labophot modelo AFX-II.

2.2.16 Teste cromogénico em placa de Petri para a natureza celulésica do

biofilme de Acetobacter

A fim de verificar a liberagdo de /)-glucose do biofilme de Acetobacter pela agio dos
complexos celulolfticos de Trichoderma (Celluclast®) e do suco géstrico de caramujo
Megalobulimus paranaguensis (FONTANA, GEBARA et al., 1988), um biofilme lavado
exaustivamente com dgua foi tamponado (tampao citrato-fosfato 10 mM, pH 4,8), recortado e
depositado sobre uma placa de Petri contendo agar solidificado. Este biofilme foi dividido em
setores denominados: 1, 2 ¢ 3 onde foram adicionadas diferentes preparagdes de enzimas de
suco géstrico de caramujo, diluidas trés vezes (nativa, precipitada com sulfato de amdnio
saturado, e filtrada através de BioGel P-2, respectivamente; 4 = Celluclast®; () = enzima
inativada pelo calor; e (+) = teste com a enzima ativa. B = zona onde nao foi aplicada nenhuma
enzima. 20 ug de D-glucose foram aplicadas no centro do biofilme. Apds incubagdo por 2
horas (35 °C) o biofilme foi retamponado com tampdo fosfato 100mM, pH 7,0, contendo um

coquetel de glucose-oxidase mais peroxidase/aminoantipirina.
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2.2.17 Diagrama de raio-X do biofilme de Acetobacter sob diferentes

tratamentos

Os diagramas de difra¢do de raio-X, para as membranas celul6sicas, foram obtidos
com uma cimera "Flat Laue" usando geometria de transmissao e radiag@o de cobre (Kg) filtrado
com niquel. As amostras foram colocadas num segurador de espécime com janelas "mylar",
onde elas puderam ser mantidas imidas durante a exposi¢do. Amostras secas foram montadas
sobre um segurador de espécime de fibra. Os tempos de exposi¢io foram geralmente 4 horas, e

a distancia entre o espécime e o filme de 42 mm.

2.3 PROCESSO FERMENTATIVO

2.3.1 Meios de cultura

2.3.1.1 Meios de manutengio

2.3.1.1.1 Meio sélido para manutengio de Alcaligenes e Enterobacter

Durante o perfodo do trabalho, as cepas de Alcaligenes e Enterobacter sp foram

mantidas vidveis em meio sélido de extrato de levedura (ou meio de casaminodcidos)

(SUTHERLAND & WILKINSON, 1965) e transferidas quinzenalmente.
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Composi¢do do meio de extrato de levedura:

NayHPO4 4,0 g/l
KH,PO4 30¢g/
K2SO4 1,0 g/l
NaCl 1,0 gl
MgS04.7H,0 0,2 gl
CaCly 0,01 g/l
FeSO4 0,001 g/l
Casaminoacidos 10 g/l
Extrato de levedura 1,0 gl
D-glucose 20,0 g/l
Agar 20,0 g/l
Agua destilada g.s.p. 10 1

CaCl, e FeSO4 foram esterilizados separadamente sob vapor fluente por uma hora.
Os demais componentes, com excegdo da glucose, foram esterilizados conjuntamente a 1 atm
por 30 minutos. A glucose, esterilizada sob as mesmas condigdes, foi adicionada

assepticamente, € o meio distribuido em placas de Petri para solidificar.

2.3.1.1.2 Meio sélido/liquido para manutengao de Acetobacter

As cepas de Acetobacter foram mantidas a 28 °C num meio sélido ou liquido, ndo
agitado, contendo 50,0 g/l de glucose, 10,0 g/l de extrato de levedura, 30.0 g/l de carbonato de
célcio ("GYC medium") (LEY, SWINGS et al., 1984), usando o halo de solubiliza¢ao deste sal

como fndice de acidificagdo do meio. As culturas estoques foram transferidas quinzenalmente.
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Culturas de enriquecimento, quando necessérias, foram obtidas substituindo-se a glucose por

40 ml/l de etanol, como tnica fonte de carbono (BROCK, 1979);

2.3.1.2 Meios de cultivos dos microrganismos

2.3.1.2.1 Meio basal modificado de Davis & Mingioli (D&M)

Em todos os cultivos das cepas dc Enterobacter e Alcaligenes, foi empregada a

composi¢do bdsica destc meio contendo a seguinte composigao (CRUICKSHANK, DUGUID

et al., 1965):
K>HPO4 7,0 g/
KH7PO4 3,0 g/l
MgSO4 7H20 0,1 g/
(NH4)2504 1,0 gl
D-glucose 20,0 gl
Agua destilada g.s.p. 1,0 1

O meio basal, sem a glucose, foi esterilizado a 1 atm por 30 minutos. A solugdo de
glucose, esterilizada sob as mesmas condigdes, foi adicionada assepticamente de modo a obter a
concentragio final desejada.

Para a cepa Alcaligenes (EPS™), que nio apresentou bom crescimento em sulfato de

amonio, como fonte de nitrogénio, a casefna hidrolizada foi empregada como substituto
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Foram testadas condigOes, para as quatro cepas, com 3,0; 5,0; 10,0; e 20,0 g/l de
glucose, tendo 0,5 g/l de (NH4)2SO4 ou 1,0 g/l de caseina hidrolizada como fonte de
nitrogénio, com a metade da concentragdo de ambas as fontes de nitrogénio e¢ 10,0 g/l de
glucose; e com 1/16 da concentragio de magnésio (0,00625 g/l) com 10,0 g/l de glucose em

ambas as fontes de nitrogénio.

2.3.1.2.2 Meio de cultivo de Acetobacter

Os cultivos de Acetobacter , em escala laboratorial, para preparagdo de membranas
celuldsicas (36-96 horas a 28 °C) foram realizadas em meio liquido ndo agitado com 50,0 g/l de
D-glucose, ou sacarose ou sacarose parcialmente hidrolizada (por invertase de levedura de
panificagdo, ou hidrélise dcida branda por autoclavagdo e posterior ajuste de pH) suplementada
com 5 ml/l de etanol e 0,005-0,01 g% de extrato de levedura, ou alternativamente a partir de
dgua de levedura, gerada por autélise seguida de um procedimento de breve fervura (TARR &
HIBBERT, 1931).

Nos experimentos de estimulagido da producgio de celulose por infusbes vegetais, os
meios de cultura foram obtidos a partir da adigido dos sélidos ou solugdes 10x concentradas as
diferentes infusdes vegetais. As fontes de carbono foram 50,0 g/l de glucose ou sacarose, ou
sacarose invertida, suplementado com 5 ml/l de etanol. O extrato de levedura (0,005-0,010 g%)
foi inclufdo nos meios a fim de evitar a reducio de massa de membranas celulésicas nos
experimentos controles Todos os componentes, com excecdo da fonte de carbono, foram
esterilizados sob vapor fluente por 45 minutos. A fonte de carbono, esterilizada sob as mesmas

condigdes, foi adicionada de modo a obter a concentragio final desejada.

Em todos os cultivos de Acetobacter foram adicionados ao meio de cultura, no
momento da inoculagiio, 0,1 mi% de Mycostatin® (Squibb Industria Quimica SA) e 0,05 g% de

Benomyl® (du Pont), para evitar o crescimento de microrganismos indesejdveis.
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2.3.2 Preparo do inéculo

2.3.2.1 In6culo de Alcaligenes e Enterobacter

Uma al¢ada de células do micorganismo, recentemente crescido no meio de
manutengio, foi transferida para um Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml de¢ meio basal
(D&M) com concentragdes varidveis de carbono e nitrogénio, estipuladas nos ensaios a que se
destinavam. Os frascos foram incubados sob agitagdo a 30 °C e 250 rpm por 12-24 horas. As

suspensdes de células obtidas foram utilizadas como inéculo.

2.3.2.2 Inéculo de Acetobacter

Para Acetobacter cepa "BF", os in6culos foram preparados a partir do meio liquido
incorporado numa membrana celulésica, proveniente da planta da Bio Fill Produtos
Biotecnolégicos S.A., que era liquidificada em condig¢bes assépticas, filtrada por gaze dobrada
8x e sua pureza determinada microscopicamente com relagdio a microrganismos
morfologicamente estranhos. Este filtrado foi utilizado como in6culo na proporgdo de 5% (v/v)
em relagio ao volume do meio;

Para Acetobacter cepa "JF", 5% (v/v) de liquido proveniente da liquidificagdo de
membranas celulésicas frescas, produzidas com glucose 5 g%, extrato de levedura 0,01 g%,
etanol 0,5 mi%, 0,1 ml% de Mycostatin® e 0,05 g% de Benomyl®,

Para Acetobacter xylinum NRRC 207, NRRL 17005 e D1-D4, 5% (v/v) do liquido
proveniente de uma pelicula espremida, obtido no meio indicado anteriomente, foi adicionado

ao meio de cultura .
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2.3.3 Condi¢oes de Cultivo

2.3.3.1 Condigdes de cultivo de Enterobacter e Alcaligenes sp

Todos os experimentos com variagdo na concentragao nutricional para Enterobacter
e Alcaligenes sp foram realizados em duplicatas, em Erlenmeyers de 2 litros contendo
inicialmente 500 ml de meio de cultura. Os cultivos foram inoculados assepticamente com 5 ml
de suspensdo obtida segundo o item 2.3.2.1.,e incubados em agitador-incubador de movimento
rotatério da L.H. Engineering Co Ltd (Bells Hill, Stoke Poges/ Bucks, England) a 30 °C e 250
rpm por 96-120 horas, com retirada de aliquotas de 50 ml em intervalos de 4-12 horas, nas
primeiras 72 horas, seguido de amostragem a cada 24 horas.

Todas as curvas de crescimento foram realizadas em duplicatas, em Erlenmeyers de
250 ml contendo 50 ml de meio de cultura. Os cultivos, inoculados assepticamente com 0,5 ml
de suspensio obtida segundo o item 2.3.2.1., foram incubados em agitador rotatério a 30 °C e
250 rpm pelo tempo especificado em cada experimento, com retirada de aliquotas de 2 ml a cada

2 horas nas primeiras 12 horas e a seguir a cada 6 horas

2.3.3.2 Condigdes de cultivo de Acetobacter sp

2.3.3.2.1 Cultivo de Acetobacter sp na presenca de infusGes vegetais

Nos experimentos de estimulagdo da produgdo de celulose por infusdes vegetais, os

cultivos de Acetobacter , em duplicatas, foram realizados em copos de 200 ml (tipo "whisky"
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da Cisper®), contendo 100 ml de meio, cobertos com papel absorvente Chiffon® previamente
esterilizado sob luz UV (evitando o acesso de Drosophila ). Os cultivos foram incubados, sem
agitacio, numa incubadora BOD 347-CD (Tecnal, Sao Paulo) a 28 °C e umidade relativa acima
de 80%;

Nos experimentos de estimula¢do da produgdo de celulose por infusdes vegetais, em
temperatura ambiente (verdo curitibano), os cultivos de Acetobacter, em duplicatas, foram
realizados em frascos de 1 litro , contendo 400 ml de meio, e cobertos com papel absorvente

Chiffon® previamente esterilizado sob luz UV , deixados sobre uma bancada isolada na sala

intermedidria do LQBB.

2.3.3.2.2 Cultivo de Acetobacter sp em cultivos normais

Nos cultivos visando a utilizagdo de diferentes fontes de carbono bem como de
variacao na concentracio dos nutrientes empregados, ou ainda para obten¢ido de inéculo, os
cultivos de Acetobacter , em duplicatas, foram realizados em copos de 200 ml (tipo "whisky"
da Cisper®), contendo 150 ml de meio, cobertos com papel absorvente Chiffon® previamente
esterilizado sob luz UV (evitando o acesso de Drosophila ). Os cultivos foram incubados, sem
agitacdo, numa incubadora BOD 347-CD (Tecnal, Sao Paulo) a 28 °C, com umidade relativa

acima de 80% durante 72-96 horas

2.3.4 Coleta e conservagao das amostras

Apés o inéculo de Enterobacter e Alcaligenes sp no meio basal (D&M), a cada

intervalo de tempo, 50 ml de meio de cultura foram coletados assepticamente para a
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detcrminagdo da DO (controle do crescimento bactcriano), pH, glucose residual, peso scco de
exopolissacarideo e/ou células e posteriormente dos polimeros intracelulares.

Imediatamente ap6s cada amostragem, 1 ml de cultivo foi centrifugado, numa
centrifuga Spin 15.000 para separacio das células e o sobrenadante conservado sob
congelamento até o momento do doseamento da glucose residual.

Ap6s ter sido retirada a amostra para determinagio da glucose, determinada a leitura
da DO e do pH, aproximadamente 0,5 ml de solu¢do de formalina foi adicionado ao restante de
cada amostra (= 47 ml) para inibir o metabolismo celular. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas ou mantidas sob refrigera¢do até o dia seguinte.

2.3.5 Processamento da amostras

2.3.5.1 Obtengdo dos exopolissacarideos

Os cultivos das cepas de Alcaligenes e Enterobacter, produtoras de EPS (EPS*):
foram dilufdos para a centrifugagio, permitindo assim uma eficiente deposi¢ao das células. Os
cultivos da cepa Alcaligenes (EPS*) necessitaram dilui¢Oes de até 1:8 e os da Enterobacter
(EPS*) de apenas 1:2. Todos cultivos foram centrifugados, em centrifuga Sorval RC-SB (du
Pont), a 50 000 xg por 30 minutos.

Ap6s a sedimentagio do material celular, os sobrenadantes das cepas EPS* foram
decantados, precipitados com 2-3 volumes de acetona e deixados em repouso pelo minimo 24
horas. Os precipitados foram recuperados com o auxilio de um bastio de vidro, ressuspendidos
em 4gua destilada e dialisados contra 4gua de torneira por 48 horas, em cimara fria, seguido de

12 horas com 4gua destilada. Os sobrenadantes das cepas EPS™ foram descartados.
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Decorrido o tempo de didlise, os EPS foram transferidos para recipientes plastico de
boca larga, congelados, liofilizados num "Edwards Freeze Drier Super module (Pirani 1001)",
dessecados por 12 horas na presenca de pent6xido de fGsforo e pesados numa balanga analitica

digital Mettler.

2.3.5.2 Obtengado das Células

Os sedimentos celulares das quatro cepas foram ressuspendidos em 4dgua destilada e
submetidos 2 nova centrifugagdo. No caso da cepa Alcaligenes (EPS™), a operagio foi repetida
até total eliminagio do EPS, evitando deste modo uma interferéncia do material extracelular na
determinagdo do peso seco de células.

As amostras celularcs das cepas dc Knterobacter (EPS™ ¢ EPS*) foram lavadas até
total eliminagdo da glucose residual, servindo-se de um teste rdpido com glucose
oxidase/peroxidase para verifica¢do, pois a presenca de glucose proveniente do meio de cultura
poderia interferir no posterior doseamento do polfmero de reserva, o glicogénio, pelo método
da antrona (TREVELYAN & HARRISON, 1952).

As amostras celulares, devidamente lavadas, foram transferidas para tubos
eppendorf®, centrifugadas em centrifuga Spin 15.000, congeladas, liofilizadas num "Edwards
Freeze Drier Super module (Pirani 1001)", dessecadas por 12 horas na presenga de pentéxido

de fésforo e pesadas numa balanga analitica digital Mettler.

2.3.5.3 Obtengdo dos biofilmes celuldsicos

Ap6s a interrupgdo dos cultivos de Acefobacter, as membranas nativas formadas

foram coletadas e mantidas imersas em 4gua para remover o meio de cultura residual, seguido
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de exaustivas lavagens com dgua destilada, congeladas, liofilizadas num liofilizador Labconco
4.5, dessecadas na presenga de pentoxido de fésforo por 12 horas e pesadas numa balanga

analitica Sartorius H-51.

2.4 PROCESSO FERMENTATIVO DAS CEPAS DE
ENTEROBACTER E ALCALIGENES

2.4.1 Aspectos gerais de cultivo em meio sélido e liquido

Visando a observagdo de diferencas entre as col6nias formadas pelas cepas
produtoras de exopolissacarfideo (EPSt) e seus mutantes (EPS-), as mesmas foram cultivadas

em meio sélido (casaminodcidos) e liquido (D&M).

2.4.2 Determinagio das concentragGes ideais das fontes de carbono, nitrogénio

e magnésio para o crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

Visando o estabelecimento das concentragGes nutricionais restritoras ou nio do
crescimento, como uma estratégia para posterior obten¢do de EPS e/ou células em diferentes
relagées C:N, foram realizadas curvas de crescimento para todas as cepas, em que o meio de

D&M foi empregado com as devidas alteragoes.
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2.4.2.1 Determinagdo do efeito da concentragdo da fonte de carbono no

crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

Foram realizados os crescimentos de Enterobacter e Alcaligenes no meio de D&M

varniando a concentragdo de D-glucose de 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 g/l.

Tabela 5 - Composi¢ao dos meios empregados para determinagio do efeito da concentragdo da
fonte de carbono no crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

D-Glucose (NH4)2S04 MgS0O4 7H,0 Tamp@o Fosfato
1,0 1,0 0,1 10,0
2,5 1,0 0,1 10,0
5,0 1,0 0,1 10,0
10,0 1,0 0,1 10,0
20,0 1,0 0,1 10,0

Todas as concentragdes estao expressas em g/l

2.4.2.2 Determinagio do efeito da concentrag¢do da fonte de nitrogénio no

crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

Foram realizados os crescimentos de Enterobacter e Alcaligenes no meio basal de

D&M variando a concentragido de (NH4)2SO4 de 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 g/l
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Tabela 6 - Composigido dos meios empregados para determinagdo do efeito da concentragéo da
fonte de nitrogénio no crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

D-Glucose (NHg4)2S04 MgS04.7H,0 Tampao Fosfato
100 0,1 0,1 10,0
100 0,25 0,1 10,0
10,0 0,5 0,1 10,0
10,0 0,75 0,1 10,0
10,0 1,0 0,1 10,0

Todas as concentragdes estdo expressas em g/l

2.4.2.3 Determinagio do efeito da concentragio da fonte de magnésio no

crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

Foram realizados os crescimentos de Enterobacter e Alcaligenes no meio basal de

D&M variando a concentragao de MgSO4 7H50 de 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05 € 0,1 g/l

Tabela 7 - Composigiao dos meios empregados para determinagio do efeito da concentra¢do da
fonte de magnésio no crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

D-Glucose (NH4)2S04 MgS04.7H,O Tampao Fosfato
10,0 0,5 0,00625 10,0
10,0 0,5 0,0125 10,0
10,0 0,5 0,025 10,0
10,0 0,5 0,05 10,0
10,0 0,5 0,1 10,0

Todas as concentragdes estdo cxpressas em g/l
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2.4.3 Verificagdo do restabelecimento do crescimento apés readigio da fonte

de magnésio em Alcaligenes

Uma vez que Enterobacter e Alcaligenes apresentaram curvas de crescimento com
perfil de restricdo quando se empregou 0,00625 g/l de MgSQ4, foram repetidas, para todas as
cepas, as curvas de crescimento com 0,1 (controle), 0,00625 e 0,0125 g/l de MgSQO4 7H;0, a
fim de verificar se naqueles cultivos (2.4.2.3.) o fator limitante do crescimento foi realmente a
insuficiéncia de magnésio.

Cada um destes cultivos foi iniciado em quadruplicata. Ap6s 24 horas de cultivo,
uma duplicata com 0,00625 e 0,0125 g/l de MgSO4 recebeu assepticamente uma aliquota de
solugdo do sal de magnésio de modo a obter a concentragio final de 0,1 g/l, enquanto que a
outra ndo recebeu nada O crescimento bacteriano do controle e dos testes, antes e depois da
adi¢ao de magnésio, foi acompanhado pelas leituras da DOgoonm-

Tomou-se o cuidado para que a restricdo do crescimento fosse apenas devido a
insuficiéncia de magnésio, uma vez que fon sulfato também foi adicionado na forma do sal de

amonio, como fonte de nitrogénio.

2.4.4 Efeito da relagio de C:N no crescimento e produgdo de EPS e polimero

de reserva em Enterobacter e Alcaligenes

Com a finalidade de estudar o efeito das diferentes condi¢gdes nutricionais,
resultantes das relages molares entre os nutrientes primdrios potencialmente limitantes do
crescimento (HARDER & DIJKHUIZEN, 1983), sobre a produgio de EPS,
produgio/degradacgdo do polimero de reserva, bem como uma possivel relagio existente entre a

degradagdo do polimero de reserva em favor da produgdo de EPS, os meios foram preparados
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empregando-se como referéncia a mesma base de sais (D&M), com (NH4)2SO4 ou caseina
hidrolizada como fonte de nitrogénio.

Em experimentos correspondentes, a concentra¢ao de casefna hidrolizada (1,0 g/l = 8
mM de N) foi empregada de forma a obter aproximadamente a mesma molaridade (em
nitrogénio), presente em 0,5 g/l de (NH4)2SO4.

Tabela 8 - Composi¢do dos meios de cultura utilizados por Enterobacter ¢ Alcaligenes
empregando sulfato de amonio como fonte de nitrogénio

Condig¢io D-Glucose (NH4),SO4 MgSO4 7H,O Tampéo Fosf C: N (mM)

EC 20 (SA) 20,0 0,5 0.1 10,0 147: 1
EC 10 (SA) 10,0 0,5 0,1 10,0 73:1
EC 05 (SA) 5,0 0,5 0,1 10,0 37:1
EC 03(SA) 3,0 0,5 0,1 10,0 22:1
EN/2 (SA) 10,0 0,25 0,1 10,0 14,7 : 1
EMg/16 (SA) 10,0 0,5 0,0065 10,0 73:1

Todas as concentragdes estao expressas em g/l

Tabela 9 - Composi¢io dos meios de cultura utilizados por Enterobacter e Alcaligenes
empregando caseina hidrolizada como fonte de nitrogénio

Condigao D-Glucose Caseina Hidr MgSO4 7H,O Tampao Fosf Ca: N (mM)

EC 20 (CH) 20,0 1,0 0,1 10,0 139: 1
EC 10 (CH) 10,0 1,0 0.1 10,0 69:1
EC 05 (CH) 50 1,0 0,1 10,0 35:1
EC 03 (CH) 3,0 1,0 0,1 10,0 2,1:1
EN/2 (CH) 10,0 0,5 0.1 10,0 139:1
EMg/16 (CH) 10,0 1.0 0,0065 10,0 69:1

Todas as concentragdes estdo expressas em g/l
C2 - Para efeito de célculos foi considerada apenas a fonte de carbono presente na glucose
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2.4.5 Determinagao do efeito da concentragido do tampao fosfato sobre o

crescimento da cepa Enterobacter aerogenes (EPSY)

A fim de verificar se uma varia¢do na concentragio dos sais de fosfato interferiria no
crescimento do género Enterobacter, elegeu-se a cepa Enrerobacter EPS*, avaliando desta
forma, ndo apenas o crescimento mas também os possiveis efeitos sobre a produgio do
exopolissacarideo.

Foram realizadas curvas de crescimento empregando-se como meio a base de sais de
D&M, com 10,0 g/l de glucose e 0,5 g/l de (NH4)2SO4, nas quais as concentragdes dos sais de
fosfato (KoHPO4 e KHyPO4) foram multiplicadas por 0,5; 1,0 (controle); 1,5; 2,5; 3,0 e 4,0.
Os crescimentos foram realizadas em Erlenmeyers de 250 ml contendo inicialmente 50 ml de
meio de cultura , 0,5 ml de in6culo foram adicionados assepticamente e o crescimento realizado
nas condigdes jd4 descritas. Retiraram-se aliquotas de 2 ml a cada 2 horas para avaliar o
crescimento e a variagdo de pH. As 74 horas de cultivo, o meio remanescente foi centrifugado,

o sobrenadante precipitado com 2-3 volumes de acetona e processado segundo o item 2.3.5.1.

Tabela 10 - Composigio dos meios empregados na determinagdo do efeito da concentragio do
tampao fosfato no crescimento da cepa Enterobacter (EPS*)

Condigdo D-Glucose (NH4)2SO4  MgSO4 7HoO Tampido Fosf  C: N (mM)

0,5 x TF 10,0 0,5 0.1 5,0 147 : 1
1,0 x TF 10,0 0,5 0,1 10,02 14,7 : 1
1,5 x TF 10,0 0,5 0,1 15,0 147 : 1
25xTF 10,0 0,5 0,1 25,0 147: 1
3,0 x TF 10,0 0.5 0.1 30,0 14,7 : 1
4,0 x TF 10,0 0,5 0,1 40,0 14,7 : 1

2 _ concentragdo presente no meio de Davis & Mingioli referencial
TF - Tampdo Fosfato
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2.4.6 Cultivo comparativo das cepas de Enterobacter aerogenes em duas

forgas iOnicas diferentes do tampao fosfato

A fim de venificar a possibilidade de cultivar as cepas de Enterobacter aerogenes
(EPS™) e (EPS*) em for¢a de tampao duplicada, visando desta forma uma melhora na
manutengdo do pH, e como conseqiiéncia, obter a total incorporacdo da fonte de carbono

exdégena, foram empregadas as seguintes condi¢des de cultivo:

K2HPO4 7,0 ou 14,0 g/l
KH>PO4 3,0 ou 6,0 g/l
MgS04 7H20 0,1 gl
(NH4)2S04 0,5 gl
D-glucose 20,0 g/l
Agua destilada ¢.s.p. 1,0 1

pH 7,00-7,20

Os experimentos foram realizados em duplicatas, em Erlenmeyers de 2 litros
contendo inicialmente 500 ml de meio de cultura. Os cultivos foram incubados em agitador
rotatério a 30 °C e 250 rpm por 120-128 horas, com retirada de aliquotas de 50 ml em

intervalos de 9-24 horas.

2.4.7 Determinagio da viscosidade dos meios de cultura durante a produg@o

de EPS em Enterobacter e Alcaligenes

A fim de acompanhar o aumento de viscosidade nos meios de cultura das cepas de
Enterobacter (EPS*) e Alcaligenes (EPS*), em diferentes tempos de cultivo (0-96 horas), bem

como em diferentes concentragdes de glucose inicial (3,0; 5,0 e 10,0 g/l), foram realizadas
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medidas da viscosidade num viscosfmetro digital "Wells-Brookfield Cone/Plate" empregando-
se o émbolo ("spindle") CP-41, com &ngulo de 3,0 graus e temperatura de 25 °C.

Amostras de 2,0 ml de meio de cultura livre de célula, diluidas quando necessério,
foram adicionadas sobre o receptor da amostra com o auxilio de uma seringa, evitando assim a
formagdo de bolhas. Sobre as amostras foram exercidas velocidades gradientes ("shear rate") de
3,6, 12 e 24 s'1. Com os dados a partir daf obtidos, foram construfdos gréficos de viscosidade
(cP) versus "shear rate"(s-!) em escalas logaritmicas. Destes gréficos, tomaram-se os valores
da viscosidade obtidos com "shear rate" de 10 s-!, e construiram-se novos gréficos de

viscosidade (cP) versus tempo de cultivo.

2.4.8 Determinagio das viscosidades das solugdes preparadas a partir dos

exopolissacarideos isolados

A fim de verificar a diferenga de viscosidade entre exopolissacarideos produzidos em
diferentes tempos de cultivo, com os polissacarideos recuperados segundo o item 2.3.5.1.
foram preparadas solugbes em dgua destilada nas seguintes concentragdes: PS-Alcaligenes, 0,1
g%, PS-Enterobacter , 0,5 g%.

As solugdes das amostas de exopolissacarfdeo produzidos em 24, 48 e 96 horas
foram submetidos as mesmas condi¢bes do experimento anterior, e tragados os grificos da
viscosidade (cP) versus "shear rate" e viscosidade (cP) versus tempo de cultivo com "shear

rate" de 10 s-1.



119

2.5 PROCESSO FERMENTATIVO DAS CEPAS DE
ACETOBACTER

2.5.1 Aspectos gerais e de cultivo dos microrganismos

A fim de avaliar as caractetisticas tintoriais e morfoldgicas, as cepas de Acetobacter,
crescidas em meio de manuteng¢do sélido, por uma semana, foram coradas pelo método de
Gram (STANIER, INGRAHAM et al., 1990). Como uma estratégia para vizualizar a biomassa
microbiana aprisionada nos biofilmes celulésicos recém formados (48 horas de cultivo), os
mesmos foram exaustivamente lavados com 4gua, depositados sobre uma lamina microscépica

e corados com "Coomassie Brilliant Blue R-250" ou "Ponceau S" (CONN'S, 1977).

2.5.2. Aumento da produgdo do biofilme de Acetobacter por infusbes

vegetais

2.5.2.1 Produgdo do biofilme de Acetobacter na presenga de infusdes

vegetais, em temperatura ambiente

A fim de verificar o efeito positivo de um grupo de fontes vegetais na produgio de
celulose em temperatura ambiente, as infusdes vegetais foram empregadas como suplementos

(0,12 g% ), juntamente com 5 g% de sacarose invertida , 0,01 g% de extrato de levedura e 0,5

ml% de etanol.
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2.5.2.2 Produgdo do biofilme de Acetobacter na presenga de infusdes de cha

tratadas, em condig¢des controladas

A fim de averiguar a hipétese da participagao de bases nitrogenadas contidas na
infusdo de chd nao tratada (a, controle), trés amostras (b, pH original; ¢, pH 4cido; e d, pH
alcalino) foram pré tratadas por extragdo com cloroférmio, a fim de aumentar ou diminuir o
conteido de xantinas na solugido aquosa final, a ser empregada como suplemento do meio,
juntamente com 5 g% de sacarose invertida, 4gua de levedura 0,01% (base seca) e 0,5 ml% de
etanol. Para confirmar a evidéncia da participagido de composto(s) extrativeis por cloroférmio na
infusdo de chd, foi realizado outro experimento, em que foram empregadas as infusées de cha
ndo tratada (controle), extrafdas com cloroférmio em pH natural e extraidas em pH natural, mas
reconstitufda apés a evaporagdo do solvente da fragdao cloroférmica, juntamente com S g% de

glucose, dgua de levedura 0,01% (base seca) e 0,5 mi% de etanol.

2.5.2.3 Determinagdo da natureza do(s) estimulador(es) no extrato

clorof6rmico

A fim de avaliar a natureza do(s) estimulador(es) da producdo de celulose no extrato
clorof6rmico, os residuos das infusdes vegetais (chd e outras plantas) extraidas com
clorof6rmio, em pH alcalino, foram acidificadas com HCI e ressolubilizadas com metanol. Este
material foi empregado para o teste cromogénico da reagdo de murexida (HORWITZ, 1975),

cromatografia liquido-g4s (GLC) e espectrometrias de ultra violeta (UV) e massa (GLC-MS)
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2.5.2.4 Confirmagio do efeito estimulador das metil-xantinas na produgio de

celulose com as drogas puras

A fim de confirmar o efeito estimulador das metil-xantinas na produgdo de celulose,
foram realizados cultivos contendo 5 g% de sacarose invertida, 5 mg% de extrato de levedura,
5 ml% de etanol, variando a concentragdo de cafefna ou teofilina de 0,075; 0,15; 0,3 e 0,6 mg%

ou cafefna + teofilina de 0,15 + 0,15 mg%.

2.5.3 Determinagdo da natureza do biofilme de Acetobacter

A fim de determinar a natureza do biofilme de Acetobacter, os mesmos foram
submetidos a diferentes tratamentos e a a¢do dos complexos celulolfticos de Trichoderma
(Celluclast®) e de Megalobulimus paranaguensis, sendo os produtos analizados por
cromatografia em camada delgada (TLC) ou teste cromogénico com glucose oxidase/peroxidase
em placa de Petri. A natureza dos biofilmes também foi acessada por hidrélise 4cida,
espectrometria de infra vermelho (IR) e interagdao com corantes e visualizagdo sob luz ultra
violeta (UV). Para a detecgdo de glicanas poliméricas, o biofiolme nativo lavado foi
deslipidificado, extraido com élcali e 0 material resultante hidrolizado com TFA. O hidrolizado

foi derivatizado e avaliado através de cromatografia liquido-gds (GLC).

2.5.4 Caracteristicas da celulose de Acetobacter

A fim de caracterizar fisicamente a celulose de Acetobacter um biofilme nativo foi
testado em sua capacidade de retengdo de dgua e compactagao das camadas celuldsicas apds o

tratamento de secagem. Com o biofilme pressionado entre duas laminulas, foi possivel avaliar
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microscopicamente a capacidade de re-hidratagao do biofilme seco; a resisténcia ao rasgo foi

testada no biofilme nativo e re-hidratados.

O grau de cristalinidade e a orientacdo das microfibrilas dos biofilmes submetidos a

diferentes tratamentos fisicos/quimicos foi avaliada por difragido de raio-X.

2.5.5 Aplicagio médica do biofilme celulésico de Acetobacter

A avaliag@o dos tratamentos com biolfilmes re-hidratados em salina ou dgua, foram

conduzidos sob a supervisdo do médico dermatologista J.A. Bichara, em pacientes sofrendo de

feridas na pele resultantes de queimaduras, tlceras ou dermoabrasao facial.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PROCESSO FERMENTATIVO DAS CEPAS DE
ENTEROBACTER E ALCALIGENES

3.1.1 Aspectos gerais e de cultivo dos microrganismos

3.1.1.1 Enterobacter sp

Enterobacter aerogenes A4.87(Sl), um mutante "slime" (= Sl), pertencente
ao sorotipo 8 (= A4) , é produtor de um EPS ramificado, ndo acetilado, com uma unidade
repetitiva pentassacaridica contendo D-glucose (1), D-galactose (3) e dcido D-glucurdnico (1)
(JANSSON, LINBERG et al., 1988).

Figura 14 - Estrutura da unidade repetitiva do EPS produzido por Enterobacter aerogenes
A4.87(Sl)

p-D-GlcpA
1
|
4
3)-p-D-Glcp (1-+3)-p-D-Galp (1-+3)-a-D-Galp (1-»
2
1

1
a-D-Galp
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Enterobacter aerogenes A4.031, um mutante ndao mucdide (EPS™) do mesmo
sorotipo anterior. (O = mutante Ocasional expontineo)

Em meio s6lido (manutengio), a cepa Enterobacter EPS* produz coldnias isoladas,
esbranquigcadas e mucdides (vide figura 16a), que no decorrer do tempo se espalham por toda a
superficie da placa de Petri . Em meio liquido (D&M), tanto com caseina hidrolizada quanto
com sulfato de aménio, o Enterobacter EPS* apresenta bom e rdpido desenvolvimento,
levando a produgdo de um meio viscoso;, o Enterobacter EPS™ produz, em meio sélido,
coldnias isoladas esbranquigadas e rugosas ("rough") (vide figura 16b). Como a cepa EPS*,
Enterobacter EPS™ também se desenvolve bem e rdpido nas duas fontes de nitrogénio,
contudo, h4 aglutina¢do de suas células em meio liquido.

O EPS, tipo "slime", apresenta relativa facilidade de separagdo das células
bacterianas, por centrifuga¢cdo. Ambas as cepas t€m a capacidade de produzir/armazenar o

polfmero de reserva glicogénio (DUGUID & WILKINSON, 1953).

3.1.1.2 Alcaligenes sp

Alcaligenes sp ATCC 31961, produtor de um EPS da familia do gelano
("gellan gum™ "), também conhecido como "rhamsan gum™" ou S-194. Também € um EPS
ramificado que contém aproximadamente um grupo O-Acetil por unidade repetitiva - um
hexassacarideo contendo L-ramnose (1), D-glucose (4) e dcido D-glucurdnico (1) (vide figura
15) (JANSSON, LINBERG et al., 1986). Tem excelente compatibilidade com solugoes
concentradas de sal possuindo aplicagdo em suspensoes fluidas de fertilizantes (COLEGROVE,
1983);
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Figura 15 - Estrutura da unidade repetitiva do EPS produzido por Alcaligenes sp ATCC 31961
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Alcaligenes sp 31961Mut, um mutante espontineo, EPS™ da cepa Alcaligenes

ATCC 31961.

Em meio sélido (manutengdo), a cepa Alcaligenes EPS* produz coldnias isoladas,
amarelas e muito mucdides, que no passar do tempo se tornam altas, mas ndo se espalhavam
como as Enterobacter EPS*. Em meio liquido (D&M), o Alcaligenes EPS* cresce e produz
grandes quantidades de exopolissacarideo, tanto com casefna hidrolizada quanto com sulfato de
amonio, todavia, a primeira proporcionou uma fase lag mais curta. Alcaligenes EPS~ cresce
muito lentamente em meio sélido, formando colOnias isoladas, amarelas, rugosas e menores
que Alcaligenes EPS+*. Em meio liquido, Alcaligenes EPS~ somente cresce em presenca de
casefna hidrolizada, mesmo assim, muito lentamente; em meio liquido suas células se aglutinam
como as Enterobacter EPS~. Ambas as cepas tém a capacidade de produzir/armazenar o

polimero de reserva poli-B-hidréxibutirato (PHB).

O aspecto mucéide e ndo mucdide, das colonias de Enterobacter aerogenes tipo 8,

cultivada em meio de manutengio durante 72 horas e 30 °C, pode ser observado nas figuras

16a e b.
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Figura 16a - Aparéncia de uma cepa mucéide de E. aerogenezs tipo 8 cultivada em meio sélido

Figura 16b - Aparéncia de uma cepa nao mucéide de E. aerogenes tipo 8 cultivada em meio
solido
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3.1.2 Efeito das concentragdes de carbono, nitrogénio e magnésio sobre o

crescimento de Enterobacter e Alcaligenes

3.1.2.1 Efeito da concentragio da fonte de carbono no crescimento de

Enterobacter e Alcaligenes

Devido a alta concentragio da fonte de nitrogénio empregada (1,0 g/l de sulfato de

amonio), espera-se que o tinico fator restritor ou nao do crescimento tenha sido a concentragdo

da fonte de carbono em cada cultivo.

Tabela 11 - Crescimento mdximo (DOgoonm) alcangado pelas cepas de Enterobacter e
Alcaligenes em difercntes concentragdes de glucose e 1,0 g/l de sulfato de amonio

Enterobacter Alcaligenes
D-Glucose EPS* EPS~ EPS* EPS~
1,0 0,736 0,405 0,407 iin
2,5 1,321 1,049 1,149 —
5,0 1,698 1,340 1,729 —
10,0 1,825 1,878 2,212 —
20,0 1,848 2,014 2,236

A concentragdes de D-glucose estao expressas em g/l
Os crescimentos bacterianos esta expressos em absorbancia

Os meios com 10,0 e 20,0 g/l de glucose proporcionaram excelente crescimento para
todas as cepas, apesar de ter havido um ligeiro decréscimo no crescimento com a concentragao
de 20,0 g/l, para as cepas do género Enterobacter em torno de 30 horas, podendo isso estar
relacionado com o efeito de queda brusca de pH, observado para este género em altas

concentragdes de agiicar (vide figura 17).
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Os meios com 5,0 g/l de glucose proporcionaram curvas de crescimento

intermedidno, contudo estdveis.

Os meios com 1,0 e 2,5 g/l de glucose proporcionaram curvas com baixo
crescimento relativamente as outras condigdes testadas, aparentando que estes cultivos
estivessem com o crescimento restringido pela concentra¢do da fonte de carbono.

As curvas de crescimento da cepa Enterobacter EPS™ e Alcaligenes EPS* estio

representadas nos figuras 17a e b.

Figura 17a - Perfil de crescimento (DOgoonm) da cepa Enterobacter EPS~ em diferentes
concentragdes de glucose
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Figura 17b - Perfil de crescimento (DOggoonm) da cepa Alcaligenes EPS* em diferentes
concentragdes de glucose
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3.1.2.2 Efeito da concentragdo da fonte de nitrogénio no crescimento de

Enterobacter e Alcaligenes

Para assegurar que nao haveria interferéncia de efeito de pH sobre as cepas de
Enterobacter em alta concentragdo de agiicar, ndo se empregou a maxima concentragdo de

glucose como era devido, mas sim 10,0 g/l, uma vez que esta concentragdo assegurou bom

crescimento para todas as cepas no experimento anterior.
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Tabela 12 - Crescimento mdximo (DOggonm) alcancado pelas cepas de Enterobacter e
Alcaligenes em diferentes concentragdes de sulfato de aménio e 10,0 g/l de glucose

Enterobacter Alcaligenes
(NH4)2S04 EPS+ EPS~ EPS+ EPS~
0,1 0,728 0335 0,567 —
0,25 1310 0,901 1328 —
0,5 1,425 1,684 1,904 —
0,75 1,720 1,884 1,972 —-
1,0 1,789 1,866 1,885 —

As concentragdes de sulfato de amonio estio expressas em g/l
Os crescimentos estio expressos cm absorbéncia

Os meios contendo 0,75 e¢ 1,0 g/l de (NH4)2SO4 proporcionaram o maximo
crescimento para todas as cepas, favorecendo grandemente a produgdo de massa celular. Estes
cultivos ndo demostraram, portanto, um perfil de cultivo restringido pela concentragio da fonte
de nitrogénio, que € conhecidamente uma condig@o favordvel a produgido de EPS para a maioria
dos microrganismos, sendo por esse motivo rejeitado o emprego destas concentragdes em

experimentos posteriores.

Os meios contendo 0,5 g/l de (NH4)2SO4 proporcionaram crescimento inferior aos
das duas concentragGes superiores, contudo os cultivos ndo aparentaram estar com Seus

crescimentos restringidos pela quantidade da fonte de nitrogénio.

Os meios com 0,25 e 0,1 g/l de (NH4)2SO4 proporcionaram menor crescimento
relativamente as outras condi¢Oes testadas, aparentando que estes cultivos estivessem com o

crescimento restringido pela concentragio da fonte de nitrogénio.
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As curvas de crescimento da cepa Enterobacter EPS™ e Alcaligenes EPS* estao

representadas nos figuras 18a e b.

Figura 18a - Perfil de crescimento (DOgoonm) da cepa Enterobacter EPS~ em diferentes
concentragoes de sulfato de amonio
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Figura 18b - Perfil de crescimento (DOgoonm) da cepa Alcaligenes EPS* em diferentes
concentragoes de sulfato de amonio
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3.1.2.3 Efeito da concentragido da fonte de magnésio no crescimento de

Enterobacter e Alcaligenes

Verificado que 10,0 g/l de glucose e 0,5 g/l de (NH4)2SO4 proporcionavam bom

crescimento para todas as cepas (tabelas 11 e 12), estas concentragdes foram empregadas em

conjunto com cinco concentragdes de MgSO4 7H;0.
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Tabela 13 - Crescimento mdximo (DOgponm) alcangado pelas cepas de Enferobacter e
Alcaligenes em diferentes concentragdes de sulfato de magnésio e 10 g/l de glucose

Enterobacter Alcaligenes
MgSO4 7TH,0 EPS+ EPS~ EPS+ EPS~
0,00625 1,164 1,088 1,006 ——--
0,0125 1,370 1,170 1,544 -
0,0250 1,479 1,145 1.656 -
0,05 1,457 1,180 1,697
0,1 1,551 1,144 1,722 ----

As concentragdes de sulfato de magnésio estdo expressas em g/l
Os crescimentos estdo cxpressos cm absorbancia

Observou-se que os meios contendo 0,025, 0,05 e 0,1 g/l de MgSO4

proporcionaram o maximo de crescimento para todas as cepas.

Os meios contendo 0,00625 e 0,0125 g/l de MgSO4 7H,0 proporcionaram, para
Enterobacter, crescimento mdximo aproximado “as concentragdes superiores testadas; todavia,
com curvas descendentes logo apés o pico mdximo. O género Alcaligenes, por sua vez,

mostrou-se mais sensfvel a concentrag@o de 0,00625 g/l de sulfato de magnésio.

As curvas de crescimento das cepas Enterobacter EPS™ e Alcaligenes EPS* estao

representadas nos figuras 19a e b.
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Figura 19a - Perfil de crescimento (DOgoonm) da cepa Enterobacter EPS~ em diferentes
concentragdes de Sulfato de Magnésio (SMg))
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Figura 19b - Perfil de crescimento (DOgoonm) da cepa Alcaligenes EPSt* em diferentes
concentragoes de Sulfato de Magnésio (SMg))
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3.1.3 Verificagdo do restabelecimento do crescimento apds readigdo da fonte

de magnésio em Alcaligenes

Repetidas as curvas de crescimento com 0,00625 e 0,0125 g/l de MgSO4 7H50,
verificou-se que com até 0.0125 g/l era possivel assegurar bom crescimento para todas as
cepas, estando portanto, o limiar da concentragdo restritora abaixo de tal valor.

Quando se empregou 0,00625 g/l de MgSO4 7H20, houve uma mudanga dr4stica no
perfil da curva de crescimento, em relagio ao controle, que foi restaurada mediante a adig¢ao do
sal de magnésio as 24 horas de cultivo, resultando numa curva com forma semelhante a da
curva controle. Ficou deste modo, demonstrada a restricio do crescimento causado pela
insuficiéncia do fon Mg2+, e o reestabelecimento do crescimento ap6s a readigdo do fon (vide
figura 20).

Figura 20 - Perfil de crescimento (DOgponm) da cepa Alcaligenes EPS* mediante readi¢do de
Sulfato de Magnésio (SMg))
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0.1 g/l SMg (controle) - concentragio presente no meio de D&M

0.00625 g/l SMg - nenhum sal foi adicionado, além do inicial

0.00625 g/l SMg (*) - uma aliquota do sal de magnésio foi adicionada as 24 horas de cultivo, de modo a
obter a concentragao inicial do controle
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3.1.4 Meio de cultivo otimizado para o crescimento de Enterobacter e

Alcaligenes

Apdés a avaliagdo das curvas de crescimento para todas as cepas, optou-se pela
reducdo das concentragOes de glucose e de sulfato de amdnio, na formulagio do Meio Basal
Modificado de D&M, a fim de controlar a produgdo de massa celular, na tentativa de minimizar
os problemas de troca gasosa decorrentes do aumento da viscosidade nos cultivos das cepas
EPS+. Esta composi¢io (abaixo) tornou-se referencial para todas as variagdes de concentragdo

executadas e discutidas no trabalho:

- . 50 do Meio Basal Modificado de Davis. & Mingioli clal

K>HPO4 7,0 g/l
KH,PO4 3,0 g/l
MgS04 7H,0 0,1 g/l
(NH4)2S04 0,5 g/l ou
Caseina hidrolizada 1,0 g/l
D-glucose 10,0 g/l

Agua destilada q.s.p. 1,01
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3.1.5 Efeito da relagdo de C:N na produgio de massa celular, polimeros de

reserva € EPS em Enterobacter e Alcaligenes

No ambiente as bacténas raramente encontram condigdes que lhes permitam um
crescimento contfnuo balanceado. Quando os nutrientes sdo abundantes, as bactérias podem
manter velocidades de crescimento relativamente rdpidas. Mas o fato das populagdes bacterianas
poderem usar os nutrientes com eficiéncia, produzindo rdpido aumento em sua biomassa,
significa que elas esto nutricionalmente famintas a maioria do tempo. Ainda, estes organismos
podem sobreviver por periodos extremamente longos na auséncia de nutrientes. As condigdes
laboratoriais ndo refletem exatamente o que as bactérias encontram na natureza; contudo, pode-
se simular curtos periodos de disponibilidade nutricional e periodos prolongados de fome para
culturas crescendo em meio definido. Na maioria dos meios, as células que estdao crescendo
exponencialmente usam os nutrientes disponfveis e cessam seu aumento exponencial em
biomassa, entrando portanto na fase de cultivo referida como fase estaciondria (KOTLER,
SIEGELE et al., 1993).

Nas fermentagoes de muitas bactérias produtoras de EPS em batelada ("batch"), o
crescimento celular € tipicamente completado entre 15-20 horas, enquanto que a produgio de
EPS pode continuar por mais 30-50 horas (SENGHA, ANDERSON et al., 1989);.(LINTON,
ASH et al., 1991) Portanto, para muitas bactérias a sintese de EPS ocorre tanto durante a fase
exponencial quanto na estaciondria de crescimento. Durante a sintese do EPS succinoglucan em
Agrobacterium radiobacter, a incorporagao do substrato é o principal ponto de controle do
fluxo (CORNISH, GREENWOOD et al., 1988a; CORNISH, GREENWOOD et al., 1988b).
Um mutante estdvel desta bactéria pode ser parcialmente desrreprimido em cultivo com excesso
de glucose. Isto resultou numa produgio de EPS relativamente mais alta. Controles semelhantes
podem existir em outras espécies bacterianas produtoras de EPS. A situagido, porém, € mais

complicada em espécies nas quais, a presenga de excesso da fonte de carbono e de um nutriente
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limitado tal como nitrogénio, enxofre, magnésio ou f6sforo, favorece para que quantidades

considerdveis de substrato sejam convertidas tanto a EPS como em polfmero de reserva .

3.1.5.1 Efeito da relagdo de C:N na produgdo de massa celular, polimero de
reserva € EPS em Enterobacter EPS™ e EPS*, crescidos em sulfato de

amonio como fonte de nitrogénio

Tabela 14 - Crescimento de Enterobacter aerogenes em sulfato de aménio como fonte de
nitrogénio:

PSC 4 PRy PRmsx  PSCre agps  EPS  Ypps
(8 -4 (BPSCrsx) (&) (glg) (/) (%)

Enterobacter EPS- EPS* EPS- EPS* EPS- EPS* EPS+* EPSt EPSt EPSt+

EC 20 (SA) 0,866 0,711 0,160 0,085 18,5 12,0 0,648 0,819 0,531 3,3
EC 10(SA) 1,136 0,766 0,453 0,142 39,9 18,5 0,704 0,739 0,520 5,5
EC 05 (SA) 0,686 0,636 0,121 0,068 17,8 11,6 0,590 0,939 0,554 11,4
EC 03 (SA) 0,774 0,712 0,177 0,059 23,3 84 0,650 0,234 0,152 5,5
EN/2 (SA) 0,436 0,524 0,181 0,156 42,4 29,7 0,402 0,856 0,344 3,7

Mg/16 (SA) 0,886 0,822 0,259 0,273 30,4 33,6 0,722 1,148 0,829 80

PSCpsx (8/1) - a mdxima massa celular obtida no cultivo, quc é coincidente com o méximo actmulo do
polimero de reserva (PR)

PRinsx (8/1) - 0 méximo acimulo absoluto do polimero de reserva obtido no cultivo

PR 4x (%PSCm4x) - © méximo actimulo do polimero de reserva, representado como o percentual em relagao 2
massa celular

PSCfe (g/l) - a média aritmética das massas celulares na fase estaciondria

TEps (g/g) - a relagdo entre a maxima produgao absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estaciondria (EPS/PSCfe)

EPS (g/l) - a maxima produgao absoluta do polissacarideo extracelular

YEPS (%) - o fator de conversao da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultivo



139

observa-se que, com excegdo da condigio EMg/16, a cepa de Enterobacter EPS~ produziu
maior quantidade, tanto absoluta (g/l) quanto relativamente 2 massa celular (%PSC) do que a

cepa Enterobacter EPS* (vide figuras 21, 22, 23, 24 e tabela 14).

Figura 21 - Curvas comparativas de produgdo/degradagio do polimero de reserva em

Enterobacter EPS™ e EPS*, crescido na presenga de sulfato de amonio, na condi¢io EC 03

0.20

0.15 1 —0O——  Enterobacter EPS™

——&—— Enterobacter EPS+

0.05 ~

Polanero de Reserva (g7
o
>

T e T g T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (horas)

Valores expressos em g/l de glicogénio, extraidos do experimento EC 03 (SA). 31 = EPS™ ; 87 = EPS*

Comparando-se a produgao de polimero de reserva no meio EN/2 em relagdo ao EC
10, a condigdo daquele difere deste apenas pela concentragio da fonte de nitrogénio, verifica-se
que as cepas Enterobacter EPS™ e EPS*, na condi¢gdo EN/2, ndo apresentaram um perfil de
produg¢do do polimero intracelular semelhante ao EC 10, mas sim, um perfil de
produgao/degradacio muito semelhante ao do EC 20, cujas proporg¢des de C : N se equivalem
(14,7 : 1). Provavelmente, o rdpido inicio da degradacao, também tenha sido devido a queda

brusca de pH, em valores préximos a 4, para ambas as cepas (vide figuras 22,23 e 24).
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Figura 22 - Curvas comparativas de produgdo/degradagdo do polimero de reserva em

Enterobacter EPS™ e EPS*, crescido na presenca de sulfato de aménio, na condigdo EC 10
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Figura 23 - Curvas comparativas de produgido/degradagio do polimero de reserva em
Enterobacter EPS™ e EPS*, crescido na presenca de sulfato de amonio, na condi¢io EN/2
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Figura 24 - Curvas comparativas de produgdo/degradagdo do polimero de reserva em

Enterobacter EPS~ e EPS*, crescido na presenga de sulfato de amonio, na condigiao EC 20
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Para a cepa Enterobacter EPS™, na condi¢do EN/2 em relagdo ao EC 10, observa-se
ter havido um pequeno aumento (6%) no actimulo do polimero intracelular (%PSC), apesar de
ter ocorrido uma queda de 60% na quantidade absoluta (g/l), uma vez que também houve
aproximadamente a mesma diminui¢do na produgdo de massa celular. J4 a cepa Enterobacter
EPS*, apresentou um aumento de 60% no aciimulo do polimero intracelular (%PSC), mas de
apenas 10% na quantidade absoluta (g/l). Apesar de ter ocorrido um aumento de 16% na
produgido relativa (tgps), ndo houve melhora na produgao absoluta (g/l) nem no rendimento
(Ygps) do exopolissacarideo (vide tabela 14).

Com a condigio EMg/16, ambas as cepas de Enterobacter apresentaram um perfil de
acimulo progressivo do polimero de reserva, semelhante ao EC 10, sendo inclusive uma das
excegOes onde Enterobacter EPS* acumulou mais do que Enterobacter EPS™ (vide figuras 22
e 25). Em relagdo ao EC 10, Enterobacter EPS* teve um aumento no polimero intracelular de
82% relativo a massa celular (%PSC) e de 92% na quantidade absoluta (g/l) ; havendo também

um aumento de 59% na produgdo absoluta (g/l), 45% no rendimento (YEps) € 55% na
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produgdo relativa (ngps) do exopolissacarideo (vide tabela 14). A cepa Enterobacter EPS-
sofreu diminuigdo tanto na quantidade absoluta quanto no acimulo intracelular do polimero de
reserva.

Dentre os experimentos com a fonte de carbono (EC), empregando-se a cepa
Enterobacter EPS*, com sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio, a condigdo EC 05 (SA)
foi a que apresentou o melhor rendimento (YEps) em exopolissacarideo, a maior produgao
relativa (ngps), o segundo menor acimulo de polimero de reserva (g/l ou %PSC) e a menor
producdo de massa celular (PSC4x); além de ter produzido aproximadamente a mesma
quantidade de exopolissacarideo com 1/2 e 1/4 da glucose dos experimentos EC 10 e EC 20
respectivamente.(vide tabela 14 e figura 26a). A cepa Enterobacter EPS™ na condi¢do EC 05,
em relagdo a todas condigdes testadas, apresentou o menor actimulo do polfmero de reserva (g/l
ou %PSC) (vide tabela 14 e figura 26b). A condigdo EC 03 (SA), como se esperava pela baixa
relagdo C : N, apresentou para Enfterobacter EPS* o menor acimulo do polimero de reserva

(g/l ou BPSC), a menor produgdo absoluta (g/l) e relativa (n) do exopolissacarideo; todavia,

proporcionou um rendimento (Y gps) em exopolissacarideo equivalente ao EC 10 (SA).
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Figura 25 - Curvas comparativas de produgdo/degradagdo do polimero de reserva em

Enterobacter EPS~ e EPS*, crescido na presenca de sulfato de amonio, na condigao Mg/16
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Figura 26a - Perfil de produgdo de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Enterobacter EPS* na condi¢do EC 05 (SA)
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Figura 26b - Perfil de produgdo de massa celular, polimero de reserva e consumo de glucose
durante o cultivo de Enterobacter EPS™ na condigdo EC 05 (SA)
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3.1.5.2 Efeito da relagio de C:N na produgdo de massa celular, polimeros de

reserva ¢ EPS em Enterobacter EPS- e EPS+, crescidos em caseina

hidrolizada como fonte de nitrogénio

Tabela 15 - Crescimento de Enterobacter aerogenes em caseina hidrolizada como fonte de
nitrogénio

PSCp4x PR 4 PR 4% PSCre mgps EPS  Yppg
(gh) (g (%PSCpsx) (g/) (g/g) (g/) (%)

Enterobacter EPS- EPS+ EPS- EPSt+ EPS- EPS* EPS* EPS* EPS* EPS+

EC 20 (CH) 0,581 0,680 0,132 0,196 22,8 28,9 0,606 1318 0,799 54
EC 10 (CH) 0,735 0,633 0,253 0,232 344 36,8 0,569 1,650 0,939 10,0
EC 05 (CH) 0,852 0,598 0,300 0,130 35,2 21,8 0,555 1,286 0,714 14,0
EC 03 (CH) 0,842 0,624 0,486 0,185 57,7 29,6 0,559 0,751 0,420 15,0
EN/2 (CH) 0,329 0,363 0,091 0,099 27,8 27,4 0,281 2,808 0,789 8,1
Mg/16 (CH) 0,541 0,579 0,154 0,120 28,5 20,8 0,520 2,063 1,073 11,3

PSCp4x (8/1) - a maxima massa celular obtida no cultivo, que é coincidente com o méiximo acimulo do
polimero de reserva (PR)
PRhax (g/) - o méximo actimulo absoluto do polimero de reserva obtido no cultivo

PR4x (%PSCmgx) - © maximo acimulo do polimero de reserva, representado como o percentual em relagao a

massa celular
PSCre (g/l) - a média aritmética das massas celulares na fase estacionana

TEps (g/g) - a relagdo entre a méaxima produgao absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estaciondria (EPS/PSCfe)

EPS (g/l) - a maxima produgao absoluta do polissacarideo extracelular
YEPS (%) - o fator de conversdo da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultivo

Diferente de quando se utilizou sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio, com a
casefna hidrolizada a cepa Enterobacter EPS* superou Enterobacter EPS™, na produgido
absoluta do polfmero de reserva, nas duas condi¢des onde se empregaram as razdes molares
C:N de 13,9 : 1 (EC 20 e EN/2). Ambas as condi¢des apresentaram queda de pH abaixo de

5,00 e um pico de mdximo acimulo do polimero intracelular entre 12-24 horas, com posterior
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degradagio, mesmo quando ainda havia glucose no mcio de cultura (vide figuras 27a ¢ b; e 28a
e b). Comparando-se EC 20 e EN/2 em relagdo ao EC 10 , ndao houve melhoria na produgio

absoluta (g/l) nem no rendimento (Ygps) do exopolissacarideo, mas apenas um aumento na
produgio relativa (xgps) do exopolissacarideo com EN/2, j4 que devido a restri¢do da fonte de

nitrogénio, sua massa celular foi reduzida a metade (vide tabela 15).

Figura 27a - Curvas comparativas de produgdo/degradagio do polfmero de reserva em
Enterobacter EPS~ e EPS*, crescido na presenca de casefna hidrolizada, na condi¢dao EC 20
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Figura 27b - Curvas comparativas do consumo da glucose e pH em Enterobacter EPS- e
EPS*, crescido na presenca de casefna hidrolizada, na condi¢do EC 20
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Figura 28a - Curvas comparativas de produgdo/degradagio do polimero de reserva em
Enterobacter EPS~ e EPS*, crescido na presenca de casefna hidrolizada, na condigio EN/2
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Figura 28b - Curvas comparativas de consumo de glucose € pH em Enterobacter EPS™ e
EPS+, crescido na presenga de casefna hidrolizada, na condi¢io EN/2
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Com a condi¢do EC 10 (CH) pode ser observado que as duas cepas de Enterobacter
acumularam intracelularmente quantidades equivalentes do polimero de reserva, mas com
diferentes padroes de produgao/degradagado; Enterobacter EPS* acumulou rapidamente seus
36,8% (%PSC), entrou num patamar, ¢ apos 64 horas iniciou sua rdpida degradagao,
concomitante com o segundo "arranque" na produgdo do exopolissacarideo (vide figura 30)
Por sua vez, Enterobacter EPS™ acumulou lentamente (34,4%), até aproximadamente 90 horas
de cultivo, quando iniciou sua degradagdo (vide figura 29) Ambas as cepas consumiram a

glucose extracelular dentro de 40 horas de cultivo.
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Figura 29 - Perfil de produ¢do de massa celular, polimero de reserva e consumo de glucose
durante o cultivo de Enterobacter EPS- na condigdo EC 10 (CH)
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Figura 30 - Perfil de produ¢do de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Enterobacter EPS* na condi¢do EC 10 (CH)
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Levando-se em conta que os cultivos de Enterobacter EPS*, nas condi¢oes EC 10,
EC 05 e EC 03, continham inicialmente 9,41, 5,08 e 2,80 g/l de glucose respectivamente, e que
estes experimentos produziram quantidades de massa celular equivalentes, na fase estaciondria,
verifica-se que a medida que diminuiu a razio molar C : N, houve aumento de rendimentos na
produgdo do exopolissacarideo € da massa celular, mas decréscimo na produg@o relativa (gps)
do primeiro.

A redugio de concentragio na fonte de nitrogénio e magnésio, em relacio ao EC 10,
para 1/2 e 1/16 respectivamente, aumentou a produgio relativa (ngps) do exopolissacarideo em
ambas as condigdes; contudo, nao proporcionou melhoria em rendimento do exopolissacarideo
no EN/2, provavelmente devido 2 queda de pH para valores abaixo de 4,5 as 35 horas de
cultivo, quando a produgdo do exopolissacarideo foi interrompida. Uma vez mais, verificou-se
o efeito de queda brusca de pH (vide figura 28b), para ambas as cepas, com razdes molares de
C:N=2139:1.

Contraniamente ao EC 03 (SA), Enterobacter EPS~ e EPS* produziram no EC 03
(CH) grandes quantidades do polimero intracelular, superando em mais de 100% em relagio ao
primeiro. Foi inclusive a condigdo onde Enterobacter EPS™ acumulou maior quantidade do
polimero (0,486 g/l ou 57,7% (%PSC)) (vide figura 31). Entre todas as condig¢Oes
experimentadas, esta foi na qual Enterobacter EPS* obteve seu melhor rendimento de
exopolissacarfdeo (Ygps), uma vez que produziu menos de 50% da quantidade absoluta do
polfmero de reserva produzido por Enterobacter EPS™.na mesma condig@o (vide tabela 15 e

figuras 31 e 32).
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Figura 31 - Perfil de produgido de massa celular, polimero de reserva e consumo de glucose
durante o cultivo de Enterobacter EPS™ na condi¢do EC 03 (CH)
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Figura 32 - Perfil de produgido de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Enterobacter EPS* na condi¢do EC 03 (CH)
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3.1.5.3 Efeito comparativo entre as duas fontes de nitrogénio na produgio de

massa celular, polimeros de reserva e EPS em Enterobacter EPS*

Tabela 16 - Crescimento de Enterobacter EPS* em cultivos comparativos variando-se a fonte
de nitrogénio

TEPS P Rméx PRméx EPS YEPS
(g/8) (&) (%PSCrx) (8 (%)

Condigdo SA CH SA CH SA CH SA CH SA CH

EC 20 0,819 1,318 0,085 0,196 12,0 28,9 0,531 0,799 373 54
EC 10 0,739 1,650 0,142 0,232 18,5 36,8 0,520 0,939 55 10,0
EC 05 0,939 1,286 0,068 0,130 11,6 21,8 0,554 0,714 11,4 14,0
EC 03 0,234 0,751 0,059 0,185 8.4 29,6 0,152 0,420 55 15,0
EN/2 0,856 2,808 0,156 0,099 29,7 27,4 0,344 0,789 3,7 8.1
EMg/16 1,148 2,063 0,273 0,120 33,6 20,8 0,829 1,073 80 11,3

NEps (g/g) - a relagao entre a maxima produgéo absoluta de EPS pela média aritmélica das massas celulares na
fase estaciondria (EPS/PSCfe)

PRp4x (8/) - 0 méximo actimulo absoluto do polimero de reserva obtido no cultivo

PRm4x (%PSCm4x) € o méximo actimulo do polimero de reserva, representado como o percentual em relagao a

massa celular
EPS (g/1) - a mixima produgao absoluta do polissacarideo extracelular
YEPS (%) - o fator de conversdo da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultvo

Em condi¢des nutricionais semelhantes, onde a varidvel foi a natureza da fonte de

nitrogénio (inorganica ou orgénica), observou-se para a cepa Enterobacter EPS*:
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a) Maior velocidade de consumo da glucose quando sulfato de amonio foi empregado,
sugerindo que a glucose também foi requisitada para a sintese de elementos nitrogenados, além

de suas fungles estruturais e energéticas (vide figura 33)

Figura 33 - Perfil de consumo da glucose (g/l) pela cepa Enterobacter EPS* crescida em
presencga das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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b) Maior velocidade de produgdo da massa celular quando sulfato de aménio foi empregado,
sugerindo que este organismo encontra-se bem adaptado em consumir a fonte inorganica de
nitrogénio; além do fato que, para esta fonte de nitrogénio inorganica, apenas um sistema de
transporte estd envolvido (NEIDHARDT, INGRAHAM et al., 1990). Nao houve fase lag com

nenhuma das fontes de nitrogénio (vide figura 34)

Figura 34 - Perfil de produgao da massa celular (g/l) pela cepa Enterobacter EPS*, crescida no
meio de D&M referencial, na presenga das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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Valores expressos em peso seco de células (g/l), extraidos de curvas de crescimento comparativas entre o
emprego de sulfato de amdnio e caseina hidrolizada como fontes de nitrogénio.
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¢) Menor concentragao celular média na fase estaciondria, quando casefna hidrolizada foi
utilizada, talvez pelo fato de nao ter havido uma correspondéncia molar, em nitrogénio, entre
0,5 g/l de sulfato de amoénio e 1,0 g/l de caseina hidrolizada, como havia sido previsto; ou
devido 2 necessidade de NH4" no metabolismo do microrganismo; ou ainda devido a relagio

C:N ter sido diferente nas duas fontes de nitrogénio (vide tabelas 14, 15 e figura 35).

Figura 35 - Média da produgao de massa celular, na fase estaciondria, pela cepa Enterobacter
EPS+, crescida na presenca das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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céllulas (g/1), na fase estacionaria
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d) Maior velocidade de produgdo absoluta do exopolissacarfdeo, quando caseina hidrolizada foi

utilizada (vide figura 36a)

Figura 36a - Perfil da produgdo absoluta do exopolissacarideo (g/l) pela cepa Enterobacter
EPS+* nas duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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Uma vez que, nos cultivos com caseina hidrolizada, deve ter ocorrido uma menor
demanda de glucose para a sintese de elementos nitrogenados, mais esqueletos carbonicos
foram canalizados para a produgdo de EPS. Além disso, pode ter havido produgdo de EPS as
custas de casefna hidrolizada. Nas quatro primeiras horas de cultivo do experimento EC 20
(CH) houve a produgao de 0,273 g/l de EPS e 0,254 g/l de massa celular, enquanto que apenas

0,210 g/l de glucose haviam sido consumidas no mesmo periodo (vide figura 36b);
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Figura 36b - Perfil de produgdo de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Enterobacter EPS+ na condi¢io EC 20 (CH)
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e) Maior produgao relativa (mgps) do exopolissacarideo quando casefna hidrolizada foi

empregada (vide tabela 16 e figura 37)

Figura 37 - Producao relativa do exopolissacarideo (ngps) pela cepa Enterobacter EPS*,
crescida na presenca das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)

Produgdo Relativa do EPS (g/g)

EC20 EC10 EC05 ECO03 EN/2 EMg/16

Condigéo
Valores expressos em grama de EPS por grama de células, na fase estaciondria, e retirados dos experimentos
indicados
Tieps (g/g) - a relagdo entre a maxima produgdo absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estaciondna (EPS/PSCfe)
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f) Maior rendimento de exopolissacarideo (YEps) quando caseina hidrolizada foi empregada

(vide tabela 16 e figura 38).

Figura 38 - Rendimento de exopolissacarideo (Ygps) pela cepa Enterobacter EPS*, crescida na
presenca das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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Valores expressos como a percentagem e retirados dos experimentos indicados
YEPS (%) - o fator de conversao da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultivo

g) Maior produgao do polimero intracelular (tanto absoluta quanto relativa a massa celular), em
todos os cultivos com variagao na concentragao da fonte de carbono (EC 20, 10, 05 e 03),

quando a fonte de nitrogénio foi caseina hidrolizada (vide tabela 16 e figuras 39a e b)
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Figura 39a - Maximo acumulo do polimero de reserva (PR, 4,) relativo a massa celular (%PSC),
pela cepa Enterobacter EPS*, crescida na presenca das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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Valores expressos como a percentagem, retirados dos experimentos indicados
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massa celular

Figura 39b - Curvas comparativas de produgao/degradacao do polimero de reserva pela cepa
Enterobacter EPS™ nas duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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3.1.5.4 Efeito da relagdo de C:N na produgdo de massa celular, polimeros de

reserva € EPS em Alcaligenes EPS* em sulfato de aménio como fonte de

nitrogénio

Tabela 17 - Crescimento de Alcaligenes sp em sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio:

PSCiisx PR 4 PRy  PSCre mgps EPS  Yppg
(8 (8/) (%PSCp4x) (g) (glg) (&) (%)

Alcaligenes EPS* EPS~ EPS* EPS- EPS+ EPS- EPS* EPSt EPS* EPSt

EC20(SA) 0,852 - 0,169 -- 19,8 -- 0,725 2,519 1,826 12,1
EC10(SA) 0,886 -- 0,134 -- 15,1 -- 0,884 2,314 2,046 21,5
ECO05(SA) 0,772 - 0,157 - 245 -- 0,650 1,532 0,996 19,9
EC 03 (SA) 0,616 -- 0,066 -- 108 --- 0,549 0,699 0,384 13,2
EN/2 (SA) 0,440 - 0,070 -- 159 -- 0,381 3,475 1,324 15,9
Mg/16 (SA) 0,290 -- 0,011 --- 38 -- 0,264 2,197 0,580 8,5

PSCmi4x (8/1) - @ médxima massa celular obtida no cultivo, que € coincidente com o méximo acimulo do
polimero de reserva (PR)
PR4x (8/1) - o méximo acimulo absoluto do polimero de reserva obtido no cultivo

PR4x (%PSCmsx) - © méximo acimulo do polimero de reserva, representado como o percentual em relagao 2

massa celular
PSCfe (g/1) - a média aritmética das massas celulares na fase estaciondria

NEps (g/g) - a relagdo entre a maxima produgéo absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estaciondna (EPS/PSCfe)

EPS (g/l) - a maxima produgao absoluta do polissacarideo extracelular
YEPS (%) - o fator de conversao da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultvo

Para este organismo (Alcaligenes EPS*), quando crescido em meio com sulfato de
amdnio como fonte de nitrogénio, a restrigdo da fonte de magnésio conduziu a uma redugio
quase que total na produgdo do polimero intracelular (PHB). Em relagdo ao EC 10 (SA), a
redu¢do de concentragdo das fontes de nitrogénio (EN/2) e magnésio (EMg/16) ndo
proporcionou um aumento na produgdo absoluta (g/l) nem no rendimento (Ygpg) do

exopolissacarfdeo, mas apenas um aumento da produgio relativa (%gps), resultante da marcada



162

diminui¢do da massa celular em Alcaligenes EPS* (vide tabela 17). Contrdrio ao EC 10,
ambos os cultivos (EN/2 e EMg/16) ndo consumiram a fonte de carbono exégena, mesmo apds
120 horas de cultivo (vide figuras 40a, b € ¢)

Dentre os experimentos com a fonte de carbono (EC), a condi¢ao EC 10, foi a que
demonstrou o melhor rendimento em exopolissacarideo (21,5%), superando EC 20 na
produg@o absoluta (g/l), apesar de possuir apenas a metade da concentragdo inicial de glucose.
Em EC 20 (SA). Alcaligenes EPS* deixou 27% da glucose inicial apds 120 horas, quando o
experimento foi interrompido.

Em geral, a produg@o do polfmero de reserva (PHB) nao ultrapassou 25% (%PSC),
representando ndo mais de 170 mg por litro de meio de cultura, comparando-se a mais de 2
gramas de exopolissacarideo na mesma unidade de volume. Nos experimentos onde toda a
glucose foi consumida (EC 10, 05 e 03), o mdximo de acimulo € o inicio da degradagdo do
polimero intracelular (PHB) estdo relacionados ao total consumo da fonte de carbono exégena

(vide figura 40a).

Figura 40a - Perfil de produ¢do de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Alcaligenes EPS* na condi¢do EC 10 (SA)
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Figura 40b - Perfil de produg¢do de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Alcaligenes EPS* na condi¢do EN/2 (SA)
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Figura 40c - Perfil de produ¢do de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Alcaligenes EPS* na condigdo Mg/16 (SA)
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3.1.5.5 Efeito da relagdo de C:N na produgido de massa celular, polimero de

reserva ¢ EPS em Alcaligenes EPS™ e EPS™ em caseina hidrolizada como

fonte de nitrogénio

Tabela 18 - Crescimento de Alcaligenes sp em caseina hidrolizada como fonte de
nitrogénio:

PSCpsx PR4x PR 45 PSCre mgps EPS  Yppg
(g €40 (%PSCrs) (&) (g/e) (&) (%)

Alcaligenes EPS* EPS™ EPS* EPS™ EPSt+ EPS- EPS+ EPSt EPS* EPS+

EC 20 (CH) 0,598 0,562 0,064 nd. 11,4 nd. 0,559 5,467 3,056 22,8
EC 10 (CH) 0,446 0,537 0,098 0,070 22,0 13,1 0,428 4,610 1,973 21,2
EC 05 (CH) 0,546 0,599 0,121 0,078 22,2 13,1 0,490 2,384 1,168 23,1
EC 03 (CH) 0,590 0,530 0,102 0,070 17,3 13,2 0,547 0,883 0,483 16,6
EN/2 (CH) 0,229 0,258 0,038 0,035 16,6 13,5 0,225 5,760 1,296 19,4
Mg/16 (CH) 0,284 0,587 0,016 nd. 6,1 nd. 0,259 6,297 1,631 41,2

PSC5x (8/l) € a méxima massa celular obtida no cultivo, que é coincidente com o méximo acimulo do
polimero de reserva (PR)
PR4x (/1) - 0 méximo acimulo absoluto do polimero de reserva obtido no cultivo

PR 4x (%PSCm4x) - © méximo acimulo do polimero de reserva, representado como o percentual em relagdo a

massa celular
PSCre (g/l) - a média aritmética das massas celulares na fase estaciondria

nieps (g/g) - a relagao entre a maxima produgao absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estaciondria (EPS/PSCfe)

EPS (g/l) - a mé&xima produgao absoluta do polissacarideo extracelular

YEPS (%) - o fator de conversao da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultivo

n.d. - ndo determinado

Semelhante aos experimentos com sulfato de amonio, as condi¢des EC 20, EN/2 ¢
EMg/16 com casefna hidrolizada, nao consumiram toda sua glucose exdgena, ficando 30, 27 e
57% da glucose inicial, respectivamente. A redugdo das concentragdes de nitrogénio (1/2) e
magnésio (1/16), em relagdo ao EC 10, provocou uma diminui¢do de quase 50% na produgio

de massa celular, diminuindo também a produgio absoluta do exopolissacarideo e do polimero
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de reserva; jd a produgdo relativa do exopolissacarideo aumentou 25 e 36% para EN/2 e

EMg/16, respectivamente (vide tabela 18)

O aumento da relagao C:N, nos experimentos EC, proporcionou um notdvel aumento

na produgdo relativa (ngps) do exopolissacarideo, que pode ser visto no figura 41,

Figura 41 - Produgio relativa do exopolissacarideo (ngps) pela cepa Alcaligenes EPS*,
crescida na presenga de caseina hidrolizada (CH) como fonte de nitrogénio

.

B Prod. Relativa do EPS

aadasaaadaaaaalaagy

Produgde Relativa do EPS

E
4
g
<
E
g
-
E
E
<
4
g
-~

EC 20 EC 10 EC 05 EC 03

Condigéo

Valores expressos em gramas de EPS por grama de células, na fase eslacionana, e retirados dos expenmentos
indicados

TEps (g/g) - a relagdo entre a mdxima produgao absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estaciondna (EPS/PSCfe)

A restri¢ao da fonte de magnésio, em EMg/16 com caseina hidrolizada, provocou um
perfil de crescimento andmalo nas cepas Alcaligenes EPS* e Alcaligenes EPS™, onde a fase
de crescimento se estendeu além de 50 horas de cultivo e a fase estaciondria nao foi alcangada
(vide figura 42a e b). Esta foi, contudo, a condigao onde a cepa Alcaligenes EPS* apresentou
seus maiores rendimento (Y gps) e produgdo relativa (ngps) de exopolissacarideo (vide tabela

18)
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Figura 42a - Curvas de crescimento (andmalo) das cepas de Alcaligenes, crescidas na
condigdo EMg/16 (CH)
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Figura 42b - Curvas de crescimento (normal) das cepas de Alcaligenes, crescidas na condigdo
EC 10 (CH)
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3.1.5.6 Efeito comparativo entre as duas fontes de nitrogénio na produgio de

massa celular, polimero de reserva e EPS em Alcaligenes EPS*

Tabela 19- Crescimento de Alcaligenes EPS* em cultivos comparativos variando-se a fonte de
nitrogénio

TEPS P Rméx PRméX EPS Y EPS
(g/g) (8 (%PSCp4x) (& (%)

Condigao SA CH SA CH SA CH SA CH SA CH

EC 20 2,519 5,467 0,169 0,064 198 11,4 1,826 3,056 12,1 22,8
EC 10 2,314 4,610 0,134 0,098 15,1 22,0 2,046 1973 21,5 21,2
EC 05 1,532 2,384 0,157 0,121 24,5 22,2 0,99 1,168 19,9 23,1
EC 03 0,699 0,883 0,066 0,102 10,8 17,3 0,384 0,483 13,2 16,6
EN/2 3,475 5,760 0,070 0,038 15,9 16,6 1,324 1,296 159 194

EMg/16 2,197 6,297 0,011 0,016 3,8 6,1 0,580 1,631 85 41,2

Teps (g/g) - a relagao entre a maxima produgao absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estaciondria (EPS/PSCfe)

PRpsx (&/1) € 0 maximo acimulo absoluto do polimero de reserva obtido no cultivo

PRmsx (%PSCm4x) € o méximo actimulo do polimero de reserva, representado como o percentual em relagao a

massa celular
EPS (g/1) é a mixima produgao absoluta do polissacarideo extracelular
YEPS (%) € o fator de conversao da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultvo

Em condi¢des nutricionais semelhantes, onde a varidvel foi a natureza da fonte de

nitrogénio (inorganico ou organico), observou-se genericamente para a cepa Alcaligenes EPSt:
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a) Maior velocidade de consumo da glucose quando casefna hidrolizada foi empregada,
indicando este organismo encontra-se mais adaptado ao crescimento com a fonte de nitrogénio
organica (vide figura 43). Alcaligenes EPS* deixou 27% e 30% da glucose inicial, quando
cultivado nas condigdes EC 20 (SA) ou EC 20 (CH), respectivamente.

Figura 43 - Perfil de consumo da glucose (g/l) pela cepa Alcaligenes EPS* crescida na
presenga das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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0 20 40 60 80

Tempo (horas)

Valores expressos em g/l de glucose residual , extraidos dos experimentos EC 05 (SA) ¢ EC 05 (CH)

b) Menor velocidade de adaptagdo ao meio quando sulfato de amonio foi empregado, havendo

uma fase lag de 12-24 horas na maioria das condigdes testadas; contudo, com sulfato de amonio

foi alcangada maior concentragio celular na fase estaciondria (vide figuras 44a e b)
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Figura 44a - Perfil de crescimento (DOgoonm) da cepa Alcaligenes EPS*, crescida na presenga
das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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Figura 44b - Perfil de crescimento (DOgponm) da cepa Alcaligenes EPS*, crescida na presenca
das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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¢) Semelhante ou menor concentragao celular, na fase estaciondna, quando caseina hidrolizada
foi utilizada, talvez devido ao consumo de caseina em favor da produgao de EPS nos cstdgios
iniciais do cultivo; ou, pelo fato de nao ter havido uma correspondéncia molar entre 0,5 g/l de
sulfato de amonio e 1,0 g/l de casefna hidrolizada , como havia sido previsto (vide tabela 19 e

figura 45)

Figura 45 - Média da producdao de massa celular, na fase estaciondria, pela cepa Alcaligenes
EPS+, crescida na presenga das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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Os valores extraidos dos experimentos indicados, representam a média anitmética dos pesos seco de
céllulas (g/1), na fase estaciondna
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d) Maior taxa de produgio de EPS, quando caseina hidrolizada foi utilizada (vide figura 46a).
Uma vez que, com casefna hidrolizada, deve ter ocorrido uma menor demanda de glucose para
a sfntese de compostos nitrogenados, mais esqueletos carbdnicos foram canalizados para a
produgdo de EPS. Além disso, pode ter havido produgio de EPS as custas de casefna
hidrolizada, pois na condigdo EC 03 (CH), nas primeiras oito horas de cultivo, foram

consumidos 100 mg de glucose, e produzidos 86 mg de células e 28 mg de EPS no mesmo

perfodo (vide figura 46b).

Figura 46a - Perfil da produgdo absoluta do exopolissacarideo (g/l) pela cepa Alcaligenes
EPS*, crescida na presenca das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)
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Figura 46b - Perfil de producdo de massa celular, EPS, polimero de reserva e consumo de
glucose durante o cultivo de Alcaligenes EPS* na condig¢ao EC 03 (CH)
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e) Maior produgdo relativa (ngps) do exopolissacarideo quando caseina hidrolizada foi

empregada (vide tabela 19 e figura 47)

Figura 47 - Produgio relativa do exopolissacarideo (ngps) pela cepa Alcaligenes EPS*,
crescida na presenga das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)

Produgdo Relativa do EPS (g/g)
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EC20 EC 10 EC05 ECO03 EN/2 EMg/16

Condigéo

Valores expressos em grama de EPS por grama de células, na fase estacionana, e retirados dos experimentos

indicados

NEps (8/8) - a relagao entre a maxima produgao absoluta de EPS pela média aritmética das massas celulares na
fase estacionania (EPS/PSCre)
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f) Semelhante ou maior rendimento de EPS (Y gps) quando casefna hidrolizada foi empregada

(vide tabela 19 e figura 48).

Figura 48 - Rendimento de exopolissacarideo (Ygps) pela cepa Alcaligenes EPS*, crescida na
presenca das duas fontes de nitrogénio (SA ou CH)

Rendimento de EPS (%)

EC20 EC 10 ECO05 ECO03 EN/2 EMg/16

Condigéo

Valores expressos como a percentagem e retirados dos experimentos indicados
YEPS (%) - o fator de conversao da glucose consumida em polissacarideo extracelular, ao final do cultivo

Em nossos experimentos empregando cepas isogénicas EPS* e EPS™ de
Enterobacter aerogenes tipo 8 (SOUZA & SUTHERLAND, 1994) e Alcaligenes sp ATCC
31961 com uma faixa de diferentes concentragdes de glucose e sais de amonio ou caseina
hidrolizada como fonte de nitrogénio, o nivel de polimero de reserva foi em geral mais alto
quando o mutante Enterobacter EPS™ foi usado, sugerindo que o substrato foi canalizado para
a produgdo de EPS as custas do polfmero de reserva na cepa EPS*. Embora nao exista
nenhuma evidéncia direta de que ocorra a transformagao de glicogénio em EPS, ap6s o

esgotamento da glucose extracelular, sob algumas condigdes que causaram declinio no
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contevido de glicogénio, foram observados valores aumentados para a produgio do polimero
extracelular. Num estudo de Escherichia coli limitada por nitrogénio, CHEN & SEGAL
(1968) observaram que apds o esgotamento da fonte de nitrogénio, houve um rdpido aumento
no conteido de glicogénio das células para 14% embora quase 50% da glucose permanecesse
no meio. Durante a fase estaciondria , foi observado simultinea incorporagido de glucose e
degradagdo de glicogénio. Isto € surpreendente em vista dos achados por ROMEO, KUMAR et
al. (1988) de que os gens para a biossintese e degradag¢do estdo localizados juntos em um
mesmo grupo ("cluster") e que tal organizagio poderia facilitar a regulagdo destes sistemas.

Pelo fato de Alcaligenes ATCC 31961 ser uma bactéria explorada comercialmente,
na produgdo de EPS (COLEGROVE, 1983; KANG, VEEDER et al., 1983, SANDFORD,
COTTRELL et al., 1984), as informagdes se restringem a dados gerais, nao havendo relatos
sobre bacténas tal como Alcaligenes sp que produzem EPS e PHB. Os niveis de polimero de
reserva acumulado pela cepa empregada sdao comparativamente baixos em relagdo a quantidade
de EPS produzido, ndo sendo tdo relevante o desvio de pequena parte da fonte de carbono e
energia na produgio do polimero intracelular. Porém, a restricdo da fonte de magnésio € capaz
de conduzir a diminuigio do acimulo de PHB, com considerdvel aumento no rendimento do
EPS

Sob quase todas as condig¢des testadas, incluindo meio com teores reduzido em
magnésio, as bactérias EPS* utilizaram o substrato de glucose mais rapidamente do que as
cepas EPS™ correspondentes. Estes resultados estdo de acordo com as observagdes de LINTON
(1990) para as cepas produtoras de EPS de Agrobacterium radiobacter e Erwinia herbicola .
Claramente, existe considerdvel conversdo de substrato em polimero de reserva as custas de
EPS quando microrganismos capazes de sintetizar EPS e glicogénio ou PHB sido contemplados
para a produgio comercial de EPS microbiano, e é sorte que o principal polissacarfdeo
microbiano produzido atualmente, a goma xantana, seja derivada de bactéria que aparentemente
ndo apresente quantidades significantes de qualquer forma de polimero de reserva. LINTON

(1990) tem mostrado que a sintese de EPS € um processo muito eficiente e existe pouco campo
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para maior melhoramento no rendimento. Mas, se a espécie microbiana produtora de um EPS
também forma polimero de reserva, isto rapidamente desvia o substrato num produto
indesejdvel. Como o doador glicosil na sintese de glicogénio em procariotos € ADP-glucose
(PEISS, 1984; RIBEREAU-GAYON, SABRAW et al., 1971), oposto a UDP-glucose para a
producgdo de EPS na cepa de Enterobacter aerogenes (SUTHERLAND & NORVAL, 1969), a
utilizagdo do substrato para a sintese de EPS e polfmero de reserva estd presumidamente
controlada ao nivel de a-D-glucose-1-fosfato, antes da glucose ser convertida a agticar

nucleotideo.

3.1.6 Verificagdo do efeito da concentragdo do tampio fosfato sobre o

crescimento da cepa Enterobacter EPS+

Devido aos problemas referentes a queda brusca de pH nos cultivos do género
Enterobacter, em altas concentragdes de glucose (20,0 g/l), cogitou-se a possibilidade de
aumentar a concentragio (a for¢a idnica) do tampdo fosfato (TF), como uma maneira de
controlar o pH. Todavia, houve a necessidade de primeiramente avaliar o crescimento do
género Enterobacter em concentragdes de fosfato, outras do que a fornecida pelo meio
referencial de D&M.

Como j4 havia sido observado em outros experimentos, para razdes molares (C : N)
menores ou iguais a 7,3 : 1, a for¢a do tampao fosfato do meio referencial (10,0 g/l dos sais de
fosfato), assegurou bom tamponamento do pH, em valores mfnimos superiores a 5,00,
garantindo assim, que toda a glucose fosse consumida durante ocrescimento.

Nos meios onde foi empregada a metade da concentragdo referencial do tampao
fosfato (5,0 g/l), verificou-se que ndo foi possivel a manutencao do pH em valores acima de

5,00, ficando o crescimento depreciado em relagido ao controle.(vide figura 49 e 50)
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Nos meios onde foram utilizados 15,0, 20,0, 25,0, 30,0 e 40,0 g/l de tampao
fosfato, houve crescimento (DOgaonm) semelhante ou ligeiramente superior ao controle; ndo
sendo portanto detectado, através do acompanhamento da DOgoonm € do pH, nestas

concentragdes, um efeito inibitério dos sais de fosfato sobre o crescimento da cepa utilizada.

(vide figura 50)

Figura 49 - Perfil de pH da cepa Enterobacter EPS*, crescida na presenca de diferentes
concentragdes do Tampao Fosfato (TF)
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Figura 50 - Perfil de crescimento (DOgponm) da cepa Enterobacter EPS*, crescida na presenga
de diferentes concentragdes do Tampao Fosfato (TF)
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Sendo esta cepa de Enterobacter, produtora de EPS, verificou-se que, durante o
crescimento, em concentragoes do tampao acima de 20,0 g/l, a aparéncia dos cultivos tornava-
se tanto mais opaca quanto maior era a concentragdo do mesmo. Uma vez que, ao final das 74
horas, o remanescente do cultivo foi centrifugado e o sobrenadante precipitado com acetona,
depositaram-se no fundo dos frascos EPS com caracteristicas de pé ("powdery"), de dificil
recuperacdo, ¢ ndo em forma de cordas, como era rotineiro. Houve também reduc¢do na
quantidade de EPS recuperado em relagdo ao controle; nao ficando esclarecido se foi devido a
perda do material nas etapas de precipitagdo/processamento ou efetiva diminui¢do na produgio.
No intervalo de 26 horas, a glucose foi totalmente consumida dos meios contendo entre 5,0 a
30,0 g/l de tampao fosfato; e, apenas 0 meio contendo 40,0 g/l do tampdo teve a sua fonte de

carbono esgotada num prazo maior, de 74 horas.
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3.1.7 Cultivo comparativo das cepas de Enterobacter aerogenes em duas

forgas idnicas diferentes do tampiao fosfato.

Quando se empregaram as cepas Enterobacter EPS™ e EPS*, com 20,0 g/l de
glucose e 0,5 g/l de (NH4)2SO4 e concentragdio do tampio referencial (10,0 g/l), foi
observado que, a partir de valores de pH inferiores a 5,0 o perfil de consumo da glucose
acompanhou o da queda de pH; e que para valores em torno de 4, praticamente nao houve
consumo da fonte exégena de carbono.

Em 1953, DUGUID & WILKINSON cultivaram em placa de Petri uma cepa de
Enterobacter aerogenes EPS* (A3), empregando diferentes concentragoes de lactose e sulfato
de amo6nio como fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente, tendo como tampdo uma
mistura de sais de fosfato (3 partes de NagHPO4 e 1 partc de KH7POj4. 10 mg/ml, pH inicial =
7.3) e MgSO,4. As culturas pobremente tamponadas (0,15 mg/ml da mistura dos sais de fosfato
- que era nutricionalmente suficientemente para 0 mdximo crescimento), tornaram-se muito mais
4cidas, com pH final de 4,1-4,2. A limitagdo do crescimento pela acidez nao resultou num
aumento de producdo do EPS, nem em meio pobre em amonia. Aparentemente, um excesso da
fonte de energia ndo € utilizada. Foi portanto concluido que uma reagao 4cida € inibitéria para a
sintese de EPS, mesmo num valor de pH que ndo seja baixo suficiente para prevenir

inteiramente o crescimento protoplasmatico.
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Figura 51 - Curvas de consumo de glucose e pH, empregando-se a cepa Enterobacter EPS-,
com 20,0 g/l de glucose e concentragdo do tampao referencial
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Figura 52 - Curvas de consumo de glucose e efeito do pH, empregando-se a cepa Enterobacter
EPS*, com 20,0 g/l de glucose e concentragdo do tampao referencial
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Para a cepa Enterobacter EPS™, o acimulo do polfmero intracelular interrompeu-se
as 24 horas de cultivo, concomitante com a queda do pH para valores inferiores a 5, seguido do
infcio de sua rdpida degradacio, mesmo havendo glucose no meio de cultura. J4 a cepa
Enterobacter EPS+, teve seu polfmero também inicialmente degradado, seguido de um pequeno
perfodo de ressfntese e posterior degradagido. Este mesmo comportamento foi observado

quando se empregou a forga do tampao duplicada (vide figura 56)

Figura 53 - Curvas de producao/degradagdo do polimero intracelular e pH, empregando-se a
cepa Enterobacter EPS™, com 20,0 g/l de glucose e concentragio do tampao referencial
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Duplicando-se a forga do tampao, foi possivel manter os valores de pH acima de
4,80, havendo neste caso, o total consumo da fonte de carbono exégena. Isto, contudo, nao
alterou significativamente o perfil de produgio/degradac¢do do polfmero intracelular para a cepa
deEnterobacter EPS™, nao produtora de EPS; todavia, para a cepa produtora (Enterobacter

EPS*) houve uma redugido de 40% no mdximo acimulo do polimero intracelular, e mais de

80% de redugio na producgio do exopolissacarideo.
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Figura 54 - Curvas de consumo de glucose e pH, empregando-se a cepa Enterobacter EPS-,
com 20,0 g/l de glucose e concentragd@o do tampdo duplicada
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Figura 55 - Curvas comparativas de produgdo/degradagio do polimero intracelular,

empregando-se a cepa Enterobacter EPS™, nas duas concentragiio do tampao fosfato
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Figura 56 - Curvas comparativas de produgiao/dcgrada¢ao do polimero intracelular,
empregando-se a cepa Enterobacter EPS*, nas duas concentrages do tampao fosfato
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Apesar da tentativa de favorecer a total incorporagdo da glucose extracelular,
empregando-se a concentra¢do duplicada do tampao, houve sensivel diminui¢gdo da massa
celular, para ambas as cepas, e da produgdo absoluta do exopolissacarideo, por Enterobacter

EPS* (de 0,531 g/l para 0,090 g/l); sendo por isso descartada esta estratégia..

3.1.8 Determinagdo da viscosidade dos meios de cultura durante a produgio

dos EPS em Enterobacter e Alcaligenes

O aumento na concentragdo de glucose, nos cultivos de Alcaligenes EPS*,
provocou um aumento proporcional de viscosidade que pode ser verificado na figura 57.
Comparativamente, o exopolissacarideo produzido por Enterobacter EPS* causou menor
viscosidade no meio de cultura (vide figura 58), que foi consequéncia direta da quantidade

sintetizada, bem como das caracterfsticas reolégicas inerentes ao polissacarfdeo, uma vez que
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0,5 g% deste polimero nao produz a mesma viscosidade que 0,1 g% de PS-Alcaligenes

produz.

Figura 57 - Perfil de aumento da viscosidade dos meios de culturas de Alcaligenes EPS*,
crescido na presenga de diferentes concentragdes de glucose; ("Shear rate” = 10 s71)
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Figura 58 - Perfil do aumento comparativo entre as viscosidades dos meios de culturas de
Enterobacter EPS* e Alcaligenes EPS+, crescidos na presenca de 10,0 g/l de glucose; ("Shear
rate" = 10 s‘l)
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3.1.9 Determinagdo da viscosidade das solu¢es preparadas a partir dos

exopolissacarideos isolados

A mesma concentragdo do exopolissacarideo de Alcaligenes EPS* (0,1 g%),
coletado em diferentes perfodos de cultivo, produziu diferentes viscosidades, provavelmente
devido ao fato de que, nas primeiras horas de cultivo (fase de crescimento) haja a produgdo de
moléculas de EPS com menor niimero de unidades repetitivas que as 48 horas, uma vez que
existe maior demanda de estruturas carbonicas no primeiro perfodo. Ao se interromper o cultivo
(as 96 horas), verifica-se novamente a queda da viscosidade em relagdao as 48 horas, porém
com valores superiores ao periodo de 24 horas (vide figura 59). Estes resultados estdo de
acordo com TAIT, SUTHERLAND et al. (1986), onde a viscosidade da goma xantana isolada

de "batch cultures" em diferentes estdgios do ciclo de crescimento variou consideravelmente;
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valores maximos foram observados no polissacarideo isolado entre a fase exponencial e fase
estaciondnia. As solugdes do exopolissacarideo sintetizado por Enterobacter EPS* (0,5 g%)
nos mesmos 1ntervalos de tempo, produziram menores viscosidades, apesar da concentragao

empregada nas medidas ter sido cinco vezes maior (dados nao mostrados).

Figura 59 - Viscosidade das solugoes do exopohissacarideo 1solado, produzido em diferentes
tempos de cultivo por Alcaligenes EPS+; ("Shear rate” = 10 s-1)
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3.2 PROCESSO FERMENTATIVO DAS CEPAS DE
ACETOBACTER

3.2.1 Aspectos gerais e de cultivo dos microrganismos

As cepas empregadas sdo bactérias Gram-negativas em forma de bastonete ou
elipsoidal (vide figuras 60 e 61), com um tipo celular e padrdo de associagdo (células
individualizadas, aos pares e cadeias) lembrando as caracteristicas e variabilidades descritas
para o género Acefobacter , e algumas espécies aceti (LEY, SWINGS et al., 1984). Elas
também apresentam outras caracteristicas atribuidas a espécie aceti e sub-espécie xylinum |, tal
como redugdo ou perda da capacidade de sintetizar celulose (SWISSA, ALONI et al., 1980), e
polimorfismo celular ou variabilidade de coloragdo em virtude do envelhecimento celular ou
composi¢ao do meio de cultura. A contaminagdo com leveduras ndo pertuba o crescimento
celular bacteriano ou a formagio da pelicula celulésica extracelular, provavelmente por causa da
capacidade da bactéria em oxidar o etanol gerado pela levedura. Em virtude da produgio de
4cido acético, uma queda de pH para 2,1 resulta na inibi¢do do crescimento da levedura e
superoxidagdo do 4cido acético a CO; e H,0.

O crescimento das cepas testadas de Acetobacter xylinum, a 28 °C em meio liquido
sem agitagdo, conduziu depois de 72 horas a formagdo de uma pelfcula compacta e flutuante,
quando a formulagdo do meio era favordvel a biossintese de celulose. A visdo da rede da
membrana celulésica pela microscopia eletronica de varredura (SEM) de grande ampliagdo
(vide figura 61), permite observar as microfibrilas celuldsicas e algumas células aprisionadas,

que permaneceram mesmo depois de exaustivas lavagens com agua.
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Figura 60 - Microscopia 6tica do biofilme fresco de Acerobacter xylinwm corado com
"Coomassie R"; Amphagao final de 2.800 vezes
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Figura 61 - Micrografia cletronica de varredura (SEM) de uma célula de Acerobacter xylinum
(cepa "JF") aprisionada no biofilme; Ampliagao final de 20.000 vezes
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A cadeia celul6sica sintetizada, que aprisiona parte das células bacterianas mesmo
depois de minuciosa lavagem com dgua, ¢ facilmentc corada com corantes, tais como "Ponceau
S" (proteinas) e safranina (o contracorantc para microrganismos Gram-negativos), ou

Vermelho Congo

3.2.2 Aumento da produgdo do biofilme de Acetobacter por infusdes vegetais

3.2.2.1 Produgao do biofilme de Acetobacter na presenga de infusGes

vegetais, em temperatura ambiente

A produgdo de celulose comparativa de A. xylinum, em temperatura ambiente, tendo
como referencial um meio isento de fontes vegetais, e aqueles suplementados com quantidades
reduzidas de extratos de diferentes familias de plantas (Sterculiaceae, Sapindaceae, Theaceae,
Aquifoliaceae, Rubiaceae) resultou em visfvel aumento das respectivas membranas celuldsicas,
em todos os casos. Entre todos os ensaios realizados, a melhor estimulagido foi obtida com
infusdes de chd (Camellia sinensis) em cultivos longos (> 7 dias), e com guarand (Paulinia
cupana ) em tempos mais curtos (< 5 dias). O efeito pode ser observado nas peliculas isoladas e
exaustivamente lavadas (vide figura 62). Os respectivos dados gravimétricos, depois da
liofilizagdo, estdo apresentadas na tabela 20, e sdo uma base de comparagdo mais confidvel
enquanto biofilmes anidros.

Estas infusdes de plantas continham matéria residual varidvel mediante evaporagao
do solvente. A andlise para carboidratos, no caso da infusdo do ch4, indicou < 30 mg%, sendo
a maioria deste contetido formado por polissacarideo, uma fonte de carbono ndo competitiva

com os 5,0 g% de agiicares livres do meio de cultura. Proteina foi precipitada com 4cido



190

tricloroacético a 10% e escassamente detectada no material (LOWRY, ROSENBROUGH et al.
1961), que havia sido tornado de livre da interferéncia de compostos fenélicos de baixo peso
molecular pela lavagem do material com acetona, éter e metanol. A contribuigio de compostos
nitrogenados, além de proteinas (exceto para aqueles mencionados adiante) ndo foram
avaliados. Por outro lado, todas as plantas testadas continham uma quantidade varidvel de bases
relacionadas com a xantina, como detectado nos respectivos extratos cloroférmicos (e.g.,
aproximadamente 2 mg em cada 100 ml de infusdo de chd). Uma vez que estes tipos de
substancias apresentam atividade biol6gica (e.g., inibigdo da enzima que realiza a degradagio
do "segundo mensageiro" no metabolismo do glicogénio (STRYER, 1988), sugere um papel
regulatério para elas na sintese de celulose por A. xylinum, que também é mediado por

nucleotideos cfclicos (ROSS, WEINHOUSE et al., 1987, ROSS, MAYER et al., 1991).

Tabela 20 - Efeito de infusdes vegetais nativas na produgdo de membranas celuldsicas por
Acetobacter xylinum, em temperatura ambiente

Adic¢des ou modificagdes ao meio bdsico? Peso timido (g%) Peso seco (mg%?)

Nada (controle) 1,2 79

ye (extrato de levedura) 20,6 2175

Cs (chd) 353 3104

Pc (guarand) 32,7 2955

Ca (café) 14,0 104,2

Tc (cacao) 11,6 78,5

Cn (semente de cola) 8,6 71,9

Ip (mate) 75 75,2

2 A composigao do meio basico é como segue: 5 g% de sacarose (invertida); 0,01 g% de extrato de levedura, 0,5
mi% de etanol

b Por 100 m! de liquido e meio de cultura ndo agitado.
€ In6eulo reduzido; frascos maiores (400 ml de meio); crescimento em temperatura ambiente por 15 dias.
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Figura 62 - Aspecto comparativo das membranas processadas de Acelobacter xylinumn

Os biofilmes provenientes da interface liquido/ar de culturas separadas e nao agitadas, da cepa A. xylinum ("BF"),
foram removidas apés 15 dias em temperatura ambiente, exaustivamente lavadas com dgua para remover células

frouxamente aderidas e material do meio residual, drenadas do excesso de 4gua , e fotografadas. (-) controle - meio
basico sem adig@o de infuso vegetal. As suplementagdes como segue: ye = extrato de levedura (0,12 g%), Ip =
llex paraguayensis (mate);, C = Kola nitida (semente de cola), Ca = Coffea arabica (café), Tc = Theobroma cacao
(cacao); Pc = Paulinia cupana (guarand), Cs = Camellia sinensis (ch4)

3.2.2.2. Produgdo do biofilme de Acetobacter na presencga de infusdes de cha

tratadas, em condi¢des controladas

Os dados gravimétricos para as peliculas celulésicas resultantes, empregando estas
infusdes de chd modificadas, s3ao mostradas na tabela 21. Foi evidente que o aumento de pH
favoreceu a extragcao pelo cloroférmio de compostos semelhantes a alcaldides, sendo
proporcionalmemte desfavordvel para a sintese de celulose, jd que a infusao continha baixo teor
do composto. Ao contrdrio, a extragao cloroférmica em pH baixo (pH < 3,0) permitiu que se
formasse, na infusao resultante, uma pelicula de massa equivalente a2 metade daquela da infusao

nao tratada.
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Tabela 21 - Efeito de infusdes vegetais nativas e parcialmente descafeinadas na produgdo de
membranas celul6sicas por Acetobacter xylinwm, tendo sacarose como fonte de carbono

Adigdes ou modificagdes ao meio basico? Peso imido (g%") Peso seco (mg%b)
a) Infusdo de chd (ndo tratada) _ 448
b) pH nativo; extraido com CHCl3 _ 9.1
¢) HCI (pH <3); extraido com CHCl3 _ 23,7
d) NaOH (pH >11); extraido com CHCI3 _ 45

4 A composigao do meio bésico é como segue: 5 g% de sacarose (invertida);, 4gua de levedura (substituindo o
extrato de levedura na mesma base seca, 0,01 g%); 0,5 ml% de etanol

b Por 100 ml de liquido e meio de cultura nao agitado.
d Inéculo normal, tamanho do frasco e incubadora (vide M&M); colcta das membranas em 84 horas.

Outro experimento foi realizado para a extracdo cloroférmica em pH natural, como
no experimento b (tabela 21), porém, utilizando a glucose como fonte de carbono. (vide tabela
22). Foi observado que a infusdo do chd resultou na produgido de 30,7 mg de peso seco,
enquanto que a infusdo com extragdo cloroférmica resultou em apenas 35% da produgao A
reincorpora¢do da matéria residual cloroférmica, ao meio de cultura, depois da evaporagdo do
solvente organico, resultou na completa recuperagdo da sintese de celulose. A utilizagdo do
controle (ndo tratado) e infusdes pré tratadas como suplemento de meio de cultura, dao
evidéncia de que a maioria do(s) composto(s) estimulatério(s) sdo extratfveis com cloroférmio
sob condigdo neutra ou bésica. Solventes mais polares (e.g., metanol) também sdo capazes de
remover o(s) composto(s) ativo(s) do residuo da infusdo, mas resultou em maiores massas do
material extraido, tornando-se dificil de interpretar os dados. O residuo do extrato cloroférmico
(sob condig¢oes alcalinas), bem como a cafefna pura, deram reagdes positivas para o teste

modificado da murexida (HORWITZ, 1975)
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Tabela 22 - Efeito de infusdes vegetais nativas e parcialmente descafeinadas na produgio de
membranas celuldsicas por Acefobacter xylinum, tendo glucose como fonte de carbono

Adigdes ou modificagdes a0 meio bdsico? Peso timido (g%) Peso seco (mg%b)
Infusdo de ch4 (ndo tratada) 33 30,7
Extraf{do com CHCl3 0,7 10,7
Extraido com CHCl3; reconstituido 3,2 29,6

4 A composigio do meio bésico é como segue: 5 g% de glucose ; dgua de levedura (substituindo o extrato de
levedura na mesma base seca, 0,01 g%); 0,5 ml% de etanol

b Por 100 m! de liquido e meio de cultura nao agitado.
d Inéculo normal, tamanho do frasco e incubadora (vide M&M); colcta das membranas em 72 horas.

3.2.2.3. Determinagdo da natureza do(s) estimulador(es) no extrato

clorofé6rmico

O espectro de ultra violeta (UV) das mesmas amostras apresentaram 0 mesmo Ams4x
(aproximadamente 270 nm) para padrdes de cafeina e extrato organossolivel. A confirmagado da
estrutura para este regulador positivo na biossintese de celulose por A. xylinum foi seguida
por GLC numa coluna SE-30 (R, para os padrdes de cafeina, teobromina e teofilina iguais a
12,7, 12,9, e 14,3 minutos): a infusdo de Camellia forneceu um tinico componente com um R;
de 12,2 minutos. Um resultado semelhante foi obtido para Paulinia (com a drea do pico maior
para o mesmo tempo de retengdo); Coffea e Theobroma apresentaram além do pico principal
de eluigdo mais rdpida, outros componentes menores, dois deles coincidentes com padrdes de
teobromina e teofilina. A definitiva identificagao da purina principal foi conseguida por GLC-
MS: sua natureza trimetilxantfnica foi confirmada por um tempo de reten¢do coincidente com
aquele do padrio de cafeina (12,7 minutos) e um perfil de fragmentagio (e.i.) quase idéntico ao
relatado na literatura (GRASSELLI, 1973): 194>109>67>55>82. Apesar do efeito
inquestiondvel e pré-celulogénico dominante da cafeina (trimetilxantina) nas infusdes das
plantas empregadas aqui, as dimetilxantinas andlogas menores (teofilina e teobromina) podem

estar tendo um efeito positivo suplementar, pelo menos nos casos do guarand e do cacao, como
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visto dos seus perfis cromatograficos miiltiplos. Alids, a maior eficiéncia de estimulagdo foi
observada para Paulinia cupana , empregando tempos de cultivos curtos. Isto estd de acordo
com seu contetido mais alto em cafefna (4,49%) junto com cinco outras xantinas e uma pequena
quantidade de guanina livre (MICHL & HABERLER, 1954), este incidentalmente era base
pirimidfnica envolvida na construgdao do nucleotideo ciclico ativador da cellulose sintase, o
(GMPc); (ROSS, WEINHOUSE et al., 1987). O que permanece para ser explorado, é o maior
rendimento de membrana celulésica com tempos de cultivos mais longos empregando-se
infusoes de Camellia, apesar de seu menor contetido de cafeina. Outros componentes menores e
polares destas infusdes de plantas talvez possam desempenhar um papel sinérgico com as
xantinas.

Um contelddo de célcio e magnésio, nas faixas de 30-68 e 90-270 pg%, foram
encontrados nas infusdes presentemente empregadas. Os fosfatos também foram um importante
componente no meio de cultura, e isto estd de acordo com um relato prévio para um meio
definido minimo (FORNG, ANDERSON et al. 1989). De fato, observou-se em Acetobacter
xylinum as contribui¢des destas substancias, como adi¢des isoladas ou combinadas, para a
formagdo de pelfcula celuldsica, e mantendo 0,005-0,01 g% de extrato de levedura como um

suplemento.

3.2.2.4. Confirmagio do efeito estimulador das metil-xantinas na produgdo de

celulose com as drogas puras

Nossos achados para ativagao do complexo celulogénico de A. xylinwm foram

finalmente confirmados por experimentacdo com as xantinas puras. Seus efeitos positivos,

separadamente ou em combinagdo estdo na tabela 23.
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Tabela 23 - Efeito das drogas xantinicas puras na produgdo de membranas celuldsicas por
Acetobacter xylinum 2

Adigdo ao meio bésicob mg%?® Peso drenado (g%¢) Peso liofilizado (mg%°)
Nada - 2,0 30,0
Cafefna 0,6 8,1 151,3

g 0,3 6,6 106,4

" 0,15 5,1 90,7

" 0,075 4,1 68,6
Teofilina 0,6 53 117,3

g 0,3 43 97,8

" 0,15 38 60,2

" 0,075 3,5 58,0
Cafefna+Teofilina 0,15+0,15 4.8 118,9

4 Tabela de dados registrados com a cepa "BF"; efeitos confirmados em outras cepas.
b Meio basal = § g% de sacarose (invertida); S mg% de extrato de levedura; 0,5 ml% de etanol
€ Por 100 ml de meio de cultura ndo agitado

A cafefna tem sido descrita como um inibidor ndao competitivo da fosfodiesterase de
coragdo de cachorro (NAIR, 1966). Uma atividade semelhante foi descrita para teofilina e
outras metilxantinas (CORBASCIO, 1971). O efeito liquido destas drogas foi, portanto, o
aumento da meia-vida fisiol6gica do(s) "mensageiro(s) secunddrio(s)". Nossos resultados
apontam fortemente para esta situagdo em A. xylinum , as metilxantinas mais provavelmente
bloqueam a agio da(s) diguanilciclico-fosfodiesterase(s) especifica(s), evitando ou adiando a

inativagio da celulose sintase.

3.2.3. Determinagdo da natureza do biofilme de Acetobacter

Os biofilmes foram rapidamente despolimerizados por enzimas celuloliticas de

Trichoderma (Celluclast®) ou suco gistrico do caramujo Megalobulimus paranaguensis
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(FONTANA, GEBARA et al. 1988). O passo final da quebra da celulose em celodextrinas,
celobiose, e entao glucose pode ser facilmente visto no biofilme digerido revelado com um

coquetel de glucose-oxidase mais peroxidase/aminoantipirina (teste em placa de Petri na figura

63).

Figura 63 - Teste cromogénico em placa para a natureza celulésica do biofilme de Acetobacter

1, 2 e 3 = diferentes preparagoes de enzimas de suco gastrico de caramujo, diluidas trés vezes (nativa, precipitada
com sulfato de amdnio saturado, e filtrada através de BioGel P-2, respectivamente);, 4 = Celluclast¥; (=) =
enzima inativada pelo calor; e (+) = teste com a enzima ativa. B = zona onde nao foi aplicada nenhuma enzima.
Padrao de D-glucose, 20 ug for aplicada no centro da placa; outros detalhes no texto.

Apesar de sua concentragao de celulase mais baixa, o tratamento com o complexo de
hidrolases do suco gastrico de caramujo também resulta em hidrélise visivel, em virtude de seu
conteido mais alto de celobiase. Além disso, a natureza celulésica quase pura do biofilme foi
sugerida a partir da cromatografia em camada delgada (TLC) dos agiicares livres liberados pela

agdo da celulase fungica (figura 64, grupo A).
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Figura 64 - Cromatografia em camada delgada dos agicares liberados do biofilme de
Acetobacter, ap6s a agdo de enzimas celuloliticas (Celluclast®)

' . 0 - ay-o a & & . —— - o o-‘w——b—;,-
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W D A W

W. D, A = substratos (biofilmes lavados) dgua ("water"), detergente (SDS 1%), e dlcali (NaOH 2M); S, L -
tempos de incubagao curto ("short' - 3 horas) e longo (60 horas). (B) = "branco” da enzima; e T = hidrélise com
4c. trifluoracético. Padrdes: 1 = celodextrinas; 2 = celobiose; 3 = D-glucose; 4 = L-ramnose; 5 = L-arabinose; e 6
= D-manose. Placa: Silica-Gel 60, Merck; Solvente = isopropanol:acetato de etila:dgua (85:5:10 v/v). Spray:
Orcinol/metanol/4c. sulftrico.

A comparagao de tempos de incubagio curtos (S) com longos (L), faixa S/A e faixa
L/A respectivamente, indica que as manchas dos oligdmeros iniciais sio celobiose +
celodextrinas, uma vez que elas podem ser convertidas a glucose. O mesmo perfil € visto com a
membrana nativa (somente lavada com dgua, faixa S e L/W), mas aqui a resolugao do agicar
livre € atrapalhada pela contaminag¢ao do hidrolizado com outros componentes celulares. Sob as
mesmas condi¢gdes de incubagao para o filme lavado com detergente (faixa L/D), a liberagao
direta de glucose € preferencial, possivelmente devido ao melhor desempenho da componente
B-glucosidase do complexo celulolitico. Da mesma forma, a glucose aparece como o produto
depois de forte hidrélise do biofilme nativo e lavado com 4gua, usando-se o dcido

tnifluoracético (faixa T/W).
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Foi observado que a hidrélise a 95 °C com TFA concentrado (diluido 1:2, em
virtude da umidade da amostra), ndo leva a completa dissolugao da pelicula, mesmo depois de 6
horas de incubagdo. A contribui¢do do peso da biomassa bacteriana (base seca) na quantidade
de amostra analisada, provavelmente ndo pode explicar a retengao parcial da integridade da
membrana.

Tanto as membranas nativas quanto as tratadas com detergente ou 4lcali retém
fortemente CalcoFluor, um teste relatado como sendo seletivo para algumas B-D-glucanas
(HAIGLER, BROWN-JR et al., 1980). As respectiva fluorescéncias sob a luz ultra violeta
(354 nm) foram proporcionais a espessura da camada celulésica e, até a quantidade de celulose
sintetizada em cada membrana. A figura 60 mostra um biofilme corado com "Coomassie
Brilliant Blue": a biomassa bacteriana fica mais corada devido ao seu conteido proteico (uma
célula isolada estd marcada com a seta). Este perfil de coloragdo fica menos visivel em biofilmes
lavados com SDS ("Sodium Dodecyl Sulphate") a 1% ou NaOH 1M. Se o biofilme nativo for
lavado com dlcali mais forte, i.e., NaOH a 17,5 g%, como é recomendado para o
{racionamento de a-, B- ¢ y-celulose (TAPPI, 1961), cle sofre um dramdtico encolhimento
(aproximadamente 60% de redugio em tamanho), enquanto que a lavagem com o detergente
(SDS) resulta em membranas mais limpas e transparentes, sem encolhimento.

A detecgdo de glicanas poliméricas ou componentes trago no biofilme nativo foi
realizada na fragao solubilizada em dlcali e submetida a hidrélise 4cida com TFA. Os agucares
livres foram convertidos em derivados alditol-acetato e analizados por GLC. Um perfil de
monossacarfdeos de glucose>arabinose>ramnose>manose foi obtido, e excetuando-se a
arabinose, as hexoses , e a desoxi-hexose s3o, os componentes do "acetan", uma heteroglicana
acfdica que tem sido relatada estar presente em algumas cepas tipo selvagem e mutantes de
Acetobacter xylinum (IANNINO, COUSO et al., 1988). O 4cido urdnico do "acetan", se
também presente no hidrolizado, ndo foi detectado como um derivado alditol acetato. A glucose

como um componente principal, pode ser explicado por ser o "centro" celulésico do "acetan” e

em hipétese menos provédvel seria a contaminagdo da y-celulose, que é mais facilmente
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hidrolizdvel, obtida no extrato alcalino. Nenhuma explicag@o foi encontrada para a presenga de
arabinose, uma vez que a tinica pentose relatada como componente da membrana de Acetobacter
¢ xilose (RUBEN AND BOKELMAN, 1987), e apenas tragos da iltima podem ser dctectados
por GLC. E importante mencionar que uma estrutura de parede celular diferenciada foi
postulada para Acetobacter tentando explicar sua extraordindria resisténcia celular 2 lise

(COLVIN & LEPPARD, 1977) e que esta bactéria também realiza a biossintese de glucana
ramificada com ligagdo f-1,2 (COLVIN, SOWDEN et al., 1979).

3.2.4 C(Caracteristicas da celulose de Acetobacter

A rede celul6sica, apresenta uma incrivel capacidade de reter dgua, pois 200 gramas
do biofilme de Acetobacter bem drenado (= 0,40 cm de espessura) depois de seco resulta em
apenas 1,35 gramas (= 5 pm de espessura em média). A secagem obviamente causa dramdticas
mudancas na porosidade das multicamadas celul6sicas, bem como na interagdo fisica entre as
cadeias individuais do polissacarideo.

A inspeg¢do microscépica de um filme re-hidratado, pressionado entre duas laminulas
calibradas, mostra que o filme experimenta um inchamento muito limitado, ndo excedendo o
dobro em espessura, comparado com a redugio de gramas observada no passo de desidratagao
original.

O filme dessecado apresenta fragilidade ao rasgo e suporta moderadamente a tensao
de forga, enquanto que a dltima caracteristica aumenta dramaticamente em mantas celuldsicas
frescas ou re-umedecidas.

A cristalinidade e orientagido das microfibrilas também sdo afetadas pela manipulagao
e tratamentos fisicos/qufmicos, como pode ser visto pelas medidas de difragdo de raio-X (figura

65A-D).
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Figura 65 - Diagrama de raio-X do biofilme de Acetobacter sob diferentes tratamentos

(A) Biofilme exaustivamente lavado com agua (espécime timido). (B) Biofilme tmido, esticrdo 10% (espécime
seco). (C) BioFill® (produto comercial; 8,5% de umidade). (D) Biofilme tinudo previamente tratado com NaOH
a 17,5%, 10% esticado (espécime seco). (Um diagrama de referéncia foi registrado para celulose de algodao (foto
nao mostrada)).

O biofilme exaustivamente lavado com agua (A, mantido imido) revela um halo
difuso no diagrama de raio-X, uma tipica condi¢ao para celulose amorfa. Sob um estiramento
de 10% e secagem, ele adquire uma orientagdo preferencial para as regides cristalinas (B),
enquanto que o produto comercial mostra nenhuma orientagao preferencial e algum grau de
cristalinidade (C), esta ultima propriedade aumentando depois do tratamento alcalino e secagem

do biofilme umido onginal (D, amostra estirada 10%).
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3.2.5. Aplica¢do médica do biofilme celuldsico de Acetobacter (BioFill®)

A semelhanca da pelicula, resultante do adequado processamento do biofilme
celuldsico, com a pele humana, inspirou sua aplicagao médica como um substituto temporérno
da pele (Fontana, Souza et al. 1990).

O BioFill® (nome comercial adotado pela empresa de mesmo nome para a pelicula de
Acetobacter xylinum, cogitada para fins médicos) estd experimentando um uso exponencial para
vérios tratamentos de injirias da pele, tal como enxerto de pele na cirurgia de carcinoma basal,
queimaduras severas do corpo, descamagédo facial, sobre suturas, dermoabrasdes, lesdes da
pele e queimaduras de segundo grau, tlceras cronicas, epidermdlise infecciosa, € nas regides
doadora e receptora em enxertos de pele (PAOLA & SOUZA, 1987, CABRAL, GATTAZ et
al., 1987, REBELLO, ALMEIDA et al., 1987; PEIXOTO & SANTOS, 1988; PITANGUY,
SALGADO et al, 1988; HILARIO & VASQUEZ, 1988). Estes autores documentam as
seguintes vantagens para BioFill® como um substituto temporario da pele e gaze biol6gico, em
mais de 400 tratamentos: alfvio imediato da dor, fntima adesio ao leito da ferida, diminuigdo do
desconforto pds-operatrio, barreira eficiente a instalagdo/crescimento de micrébios
patogénicos, facilidade de inspegio da pele/ferida (transparéncia), rdpida cicatrizagio, retengao
melhorada do exudato (4gua, eletrélitos e proteinas), destacamento espontineo apds a
reepitelizagio, custo e tempo de tratamento reduzidos.Uma falha tem sido indicada: a limitada
elasticidade quando a aplicagdo de BioFill® ¢ feita em 4dreas de grande mobilidade (e.g., regido
perioral).

A microscopia eletronica de varredura, das membranas tratadas com tetraéxido de
6smio, sio mostradas na figura 66 na visio frontal para o BioFill® novo (A), e a membrana

depois de seu descolamento espontdneo dum ferimento de pele em tratamento (B). Na iltima,

camadas distintas da pelicula de celulose sao visiveis, trazendo junto alguns fragmentos da

crosta epidermal.
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Figura 66A - Micrografia eletronica de varredura do BioFill® novo, impregnado com tetraéxido
de 6smio

f Q.

Visao frontal, amphagao final de 1 200 vezes

Figura 66B - Micrografia eletronica de varredura do BioFill® usado + fragmentos da crosta
epidermal, impregnado com tetraéxido de ésmio

Ampliagao de 2.000 vezes
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A facilidade de aplicagio do BioFill¥, como uma ferramenta terapéutica em

ferimentos da pele, estd exemplificado na figura 67.

Figura 67 - Aplicagdo do BioFill® a pele humana queimada
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A inuma aderéncia ao leito cruento da fenda ¢ claramente visivel na zona central da
peca. A pelicula adere firmemente sobre superficies de vidro, assim que o excesso de dgua €
evaporado, e ela nao permite que a dgua na forma liquida atravesse (figura 68), mas permite a
transferéncia da dgua na forma de vapor e de outros gases; uma caracteristica importante para

aplicagoes médicas em curso.

Figura 68 - Aderéncia do BioFill¥ e propriedades de filtragao

A coluna do cilindro de dgua ¢ de 40 ml
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CONCLUSOES

As concentragdes iniciais das fonte de carbono, nitrogénio e magnésio que

restringiram o crescimento, de Enterobacter e Alcaligenes, foram: concentracdes de glucose < a
2,5 g/l em presenga de 1,0 g/l de sulfato de am6nio, concentragoes de (NH4)2SO4 < a 0,25 g/l
em presenga de 10,0 g/l de glucose, e concentragdes de MgSO4 7TH,0 < 0,00625 g/l em

presenga de 10,0 g/l de glucose e 0,5 g/l de sulfato de amonio;

Nas cepas EPS* (Alcaligenes 31961 e Enterobacter 87) a fonte de carbono foi

preferencialmente usada para a sintese do exopolissacarideo;

A cepa Enterobacter 31 (EPS™) acumulou cm geral mais, e até o dobro do polimero

intracelular (glicogénio) que a correspondente cepa EPS;

A cepa Alcaligenes mut (EPS™) acumulou, em geral, a metade do polimero

intracelular (PHB) que a correspondente cepa EPS*;

Com Alcaligenes EPS* e Enterobacter EPS*, tanto a restricdo da fonte de
nitrogénio (EN/2) quanto a de magnésio (EMg/16), provocaram aumentos na produgao relativa

dos exopolissacarideos, que foram superiores com a fonte de nitrogénio organica,

Nos experimentos de carbono (EC), as maiores razdcs molares C:N também
proporcionaram uma maior producio relativa do exopolissacarideo para Alcaligenes EPSt, e
excetuando-se as condigoes com problemas de pH, o mesmo ocorrendo para Enterobacter

EPS+,
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Os meios semi-sintéticos (com caseina hidrolizada como fonte de nitrogénio), foram
0S que proporcionaram os maiores rendimentos em exopolissacarideo, e 67% dos maiores

acimulos dos polfmeros intracelulares em ambos os géneros;

As melhores condigdes para a produgao de exopolissacarideo para Enterobacter
EPS* foram: EC 05 (CH), com uma produgdo de 0,714 g/l de EPS e rendimento de 14%, e
EMg/16 (CH), com uma produgio de 1,073 g/l de EPS e rendimento de 11,3%. Dos cultivos

com casefna, estas foram as condigoes onde houve menor acimulo do polimero intracelular;

As melhores condigdes para a produgdo de exopolissacarideo para Alcaligenes EPS+
foram: EC 20 (CH) com uma produgdo de 3,056 g/l de EPS e rendimento de 22,8%, e EMg/16
(CH) com uma produgdo de 1,631 g/l de EPS e rendimento de 41,2%. Dos cultivos com

casefna, estas também foram as condi¢des onde houve menor actimulo do polimero intracelular,

Nos cultivos de Alcaligenes EPS*, o aumento na concentragdo de glucose provocou
um aumento proporcional de viscosidade. Comparativamente, o exopolissacarideo produzido
por Enterobacter EPS* causou menor viscosidade no meio de cultura, que foi consequéncia
direta da quantidade sintetizada, bem como das caracteristicas reoldgicas inerentes ao

polissacarideo;

A mesma concentra¢io dos exopolissacarideos isolados, coletados em diferentes

periodos de cultivo, produziram diferentes viscosidades;

A histérica declaragio de "tea fungus" adotada para Acetobacter xylinum foi
satisfatoriamente esclarecida. Ativadores para o complexo celulogénico bacteriano e provindo

de Camellia sinensis, bem como de outras plantas, foram identificadas como cafefna e
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compostos relacionados (teofilina, teobromina). O(s) alvo(s) sugerido(s) para estas xantinas
metiladas foram a inibigdo da(s) fosfodiesterase(s), que degrada(m) o nucleotideo raro, diguanil

ciclico, favorecendo a biossintese de celulose;

A pelicula de celulose, uma associagio muito fntima de microfibrilas de celulose
quase pura e partes da biomassa bacteriana apirogénica, devido as suas peculiares propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas, é uma ferramenta melhorada e eficaz para o tratamento de védnas

injirias da pele;
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ABSTRACT

A bacterial strain with morphological and biochemical properties
close to Acetobacter xylinum has been cultured in nonagitated, inverted
sucrose- and yeast water-based medium for the production of thick,
smooth, and floating cellulosic pellicles. The cellulose content (>90%,
dry weight, depending on the efficiency of water washing) and the
B-D-homopolyglucan nature of these pellicles were assessed by physi-
cal, chemical, and enzymatic methods. The apyrogenic bacterial bio-
mass, a minor component of the dried biofilm (BioFill®), is inactivated
by ethylene dioxide. Once applied on exudating or bloody tissues,
this biofilm displays several advantages as a biological dressing, and
hence, it is valuable as a temporary skin substitute in the treatment of
skin wounds, such as burns, ulcers, grafts, and as an adjuvant in der-
mal abrasions.

Index Entries: Acetobacter; cellulose pellicles; skin substitute;
biological dressing.

INTRODUCTION

Cellulose biosynthesis in some acetobacteria has been known for
more than 100 years (1,2). Cellulose membrane formation by Acetobacter
xylinum, and its flotation, correlate with the carbon dioxide evolution

* Author to whom all correspondence and reprint requests should be addressed.
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from the fermented free sugars. The whole process is favored by an appro-
priate oxygen supply to the nonagitaged cultures, as opposed to shaken
cultures that restrict cellulogenesis (3). The synthesis of a true cellulosic
film by A. xylinum (A. aceti ssp. xylinum) (4), an unique anabolism amid
bacteria, involves the extrusion of nascent 8-D-glucan chains and/or par-
tially crystallized microfibrils through a pore row disposed at the level of
the bacterial cell membrane (5,6). This biosythetic model for the cellulose
ribbon exportation and the regulation of the key enzyme, cellulose syn-
thetase, by a cyclic guanyl-dinucleotide coupled to a specific phosphodi-
esterase has been established recently (7,8).

Bacterial cellulose is different from algal or plant homologous g-D-
glucans (9), because the latter compose part of the cell-wall architecture
(10). The natural plolysaccharide synthesized by A. xylinum displays
characteristics of type I cellulose: parallel chains and offset plans (11). In
vitro synthesis of cellulose can be also carried out with detergent-solubil-
ized cellulose synthase, resulting in small fibrils of 17 A in diameter (7).
Some strains of A. xylinum also synthesize a xanthan gum-like exopoly-
saccharide (12), now designated as “‘acetan.”” Comparative studies on
the balance of cellulose/acetan synthesis in selected strains of A. xylinum
and naturally-derived mutants are in progress (13).

Artificial skin development is an important medical advance (14, 15).
We report a partial characterization of a cellulosic biofilm, produced by a
wild type bacterial strain, with morphological, physiological, and bio-
chemical properties of an Acetobacter sp., as well some of the current
medical uses in the therapy of skin wounds.

MATERIALS AND METHODS

The strain being used is a wild type microorganism isolated from a
decomposing homemade Matricaria sp. infusion by L. F. Farah (16). The
similarity of the resulting pellicle with human skin inspired its medical
application as a temporary skin substitute (17). Cultures of the strain are
maintained at 28°C in solid or unshaken liquid media containing 5%
glucose, 1% yeast extract, and 3% calcium carbonate (GYC medium) (18);
stocks are transfered biweekly. Enriched cultures, when needed, were
produced substituting 4% ethanol for glucose as the sole C source (19).
The water soluble fraction of infusions, prepared from llex, Paulinia,
Camelia, and Coffea spp. and malt extract, can also support Acetobacter
growth instead of yeast water or extract. Scaled up cultures for the cellu-
lose membrane preparation (2) (36-60 h at 28°C) were carried out in 5%
sucrose that was partially inverted by baker yeast or mild H+ hydrolysis
during routine steam sterilization. Medium supplementation was pro-
vided by the yeast-water, generated in the previous step, after a brief
boiling procedure.
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Monitoring of total and reducing sugars and acetic acid was performed
by the phenol-sulfuric method (20), alkaline copper method (21) and gas
chromatography on a Porapak Q column, respectively. Optical micro-
graphs were taken with an AFX-1I device in a Nikon-Labophot microscope
and electron micrographs with a Phillips-SEM 505 scanning electron micro-
scope. Infrared spectra of acetone and vacuum-dried bacterial film, as
well from its O-acetylated derivative, were recorded with a Perkin Elmer-
Aculab M IR spectrometer. The X-ray diffraction diagrams were obtained
with a Flat Laue camera using transmission geometry and Ni filtered Cu
(Ka) radiation. The samples were placed in a specimen holder with mylar
windows, where they could be kept wet during the exposure. Dry samples
were mounted on a fiber specimen holder. Exposure time was generally 4
h, and the specimen to film distance was 42 mm. Enzymatic hydrolysis
was performed using Celluclast® (Novo Industri A/S, Copenhagen, Den-
mark) or snail gastric juice hydrolases, following the general guidelines of
a previous work (22). Trifluoroacetic acid (TFA) hydrolysis was carried
out, as described by Albersheim (23), except that cellulosic films were
preswollen in the concentrated acid (1:1, v/v) for 2 h at 95°C. Samples for
thin layer chromatography (TLC) were run in Silica Gel 60 chromatoplates
(Merck E. Merchag, Darmstadt, W. Germany) and gas liquid chromatog-
graphy (GLC) using alditol acetate (OV-225 column) or per-silyl derivatives
(SE-30) of mono- and disaccharide standards and samples (22). Assess-
ment of asseptically water- or saline-rewet biofilms in skin treatments
were conducted under the supervision of a dermatologist (J. A. Bichara)
in patients suffering of skin wounds resulting from burns, ulcers, or facial
dermabrasion. Parallel medical research data in outpatients, infirmaries,
clinics, and hospitals were also compiled.

RESULTS AND DISCUSSION

The Acetobacter strain currently used is a Gram-negative rod- to ellip-
soidally-shaped bacterium (Fig. 1), with a cell type and assembling pattern
(individualized cells, pairs, and chains) resembling the characteristics and
variability described for the Acetobacter genus and some aceti species (18).
It also presents other attributes ascribed to the aceti sp. and xylinum ssp.,
such as reduction or loss of cellulose-synthezing ability (24) and cell pleo-
morphism or staining variability owing to cell aging or culture media com-
position. The consortium with baker’s yeast does not disturb the bacterial
cell growth or the extracellular cellulosic pellicle formation, probably owing
to the bacterium’s ability to oxidize yeast-generated ethanol. In view of
the buildup of acetic acid, a pH drop to 2.1 results in yeast growth inhibi-
tion and overoxidation of the acid to CO2 and HzO.

The supplement influence on the volumetric bioconversion of free
sugars was measured as mL of wet cellulosic mantle/L of culture media:
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Fig. 1. Optical microscopy picture of a Coomassie R stained fresh bio-
film from the Acetobacter wild type strain (2800 x final magnification).

160 for yeast extract, 101 for Ilex extract, and 185 for a combination of
both. Regarding the search of less expensive supplements, and in view of
their heterogeneous composition, it is difficult to ascribe the benefit to a
particular class of compounds or nutrients. Work is in progress to com-
plete and report the fractionation of this and similar plant extracts in
order to determine the value of inorganic salts, nitrogen-containing com-
pounds, polymeric constituents, and trace elements.

The synthesized cellulosic network, which traps part of the bacterial
cells even after thorough washing with water, is easily stained with dyes,
such as Ponceau S (protein) and safranin (the counterstain for Gram
negative microorganisms), or Congo Red. The biofilms become heavily
fluorescent (UV light at 354 nm) after contact with CalcoFluor White ST, a
probe reported to be selective for some B-D-glucans (25). Figure 1 shows
a whole biofilm stained with Coomassie Brilliant Blue: the bacterial bio-
mass is more intensely dyed owing to its protein content (one isolated cell
is marked with an arrow). This staining profile is less visible on detergent
(1% SDS) or IM NaOH washed biofilms. If the native biofilm is washed
with stronger alkali, i.e., 17.5 g%, as recommended for fractionation of
a-, B-, and y-cellulose (26), it experiences a dramatic shrinkage (approxi-
mately a 60% size reduction), whereas detergent washing results in cleaner
and more transparent membranes, without shrinking.
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Fig. 2. Chromogenic plate test for the cellulosic nature of the Acetobacter
biofilm: 1, 2, and 3 =different preparations of threefold diluted snail gut enzymes
(native, sat. ammonium sulfate precipitate, and BioGel P-2 filtered, respectively);
4=Celluclast; (-)=heat inactivated enzyme; and (+)=test with the active en-
zyme. B=zone of no enzyme application (D-glucose standard, 20 ug was applied
in the center of the plate; other details in the text).

Slightly buffered biofilms (citrate-phosphate 10 mM, pH 4.8) are
quickly depolymerized by cellulolytic enzymes from Trichoderma (Cellu-
clast®) or the gut of the snail Megalobulimus paranaguensis (22). The final
step of the breakdown of cellulose into cellodextrins, cellobiose, and then
glucose may be easily seen if the digested biofilm is rebuffered at pH 7.0
(100 mM phosphate), containing a cocktail of glucose-oxidase plus perox-
idase/aminoantipyrine (plate test in Fig. 2). Despite its lower cellulase
concentration, treatment with the snail gut hydrolase complex also results
in visible hydrolysis, owing to its higher cellobiase content. Furthermore,
the almost pure cellulosic nature of the biofilm was suggested by the thin-
layer chromatography of free sugars released by fungal cellulase action
(Fig. 3, set A). Comparison of short- (lane S/A) with long-incubation times
(lane L/A) indicates that the initial oligomeric spots are cellobiose + cello-
dextrins since they are converted to glucose. The same profile is seen with
the native membrane (just washed with water; lanes S and L/W), but the
free sugar resolution here is hampered by the contamination of the hydro-
lysate with other cell components. Under the same incubation condi-
tions for the detergent-washed film (lane L/D), direct glucose release is
preferential, possibly owing to a better performance of the 3-glucosidase
component of the cellulolytic complex. Accordingly, glucose appears as
the product after strong trifluoroacetic acid (TFA) hydrolysis of the water-
washed native biofilm (lane T/W). It was noted that 95°C treatment with
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Fig. 3. Thin layer chromatography of sugars released from BioFill® after
cellulolytic enzymes action (Celluclast®). W, D, A=water, detergent (1% SDS),
and alkali (5M NaOH) washed biofilm substrates; S, L=Short (3 h) and Long (60
h) incubation times. (B)=enzyme ‘‘blank’’; and T = Trifluoroacetic acid hydroly-
sis. Standards: 1=cellodextrins; 2=cellobiose; 3=D-glucose; 4=L-rhamnose;
5=L-arabinose; and 6 =D-mannose. Plate: Silica-Gel 60, Merck; Solvent=isopro-
panol: ethyl acetate:water (85:5:10). Spray: orcinol/methanol/sulfuric acid.

concentrated TFA (diluted 1:2, owing to the moisure in the sample), does
not lead to a complete pellicle dissolution, even after 6 h incubation. The
contribution of the bacterial biomass weight (dry basis) probably cannot
explain the partial retention of the membrane integrity. Infrared spectro-
scopy recorded for native, alkali, or detergent-washed biofilms, and their
O-acetylated derivatives, disclosed some, but not all of the bands of maxi-
mal absorption for cellulose (27). For example, band type 2b at 891 cm~!
(resulting from deformational vibration of the axial (C®V-H bond) is notice-
able. It is known that, in 8-linked polyglucosans, the bands of types 1and
3 (respectively for D-glucopyranosyl ring vibration and breathing) are
reduced in intensity and sometimes absent altogether (28).

The search for trace or minor polymeric glycan components in the
native biofilm was assessed in the alkali-solubilized fraction. For this, 20 g
of a well-drained fresh pellice (previously defatted by boiling in chloro-
form-methanol) was extensively extracted with 5M sodium hydroxide,
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containing 20 mM NaBHs. The extract, filtered through a M porous glass
membrane, was precipitated with 3 vol. absolute ethanol, producing 15
mg dry material. Free sugars, resulting from TFA hydrolysis, were con-
verted to alditol-acetate derivates and analyzed by GLC. A monosaccha-
ride profile glucose > arabinose > rhamnose > mannose is seen, and
except for arabinose, the hexoses, and the deoxy-hexose are, incidentally,
components of acetan, an acidic heteroglycan reported to be present in
some wild-type and mutant strains of Acetobacter xylinum (13). Uronic
acid acetan moiety, if also present in the hydrolysate, could not be
detected as alditol acetate derivatives of mono- or oligosaccharide although
in the “’building blocking’* process of biosynthesis, an acidic hepta-sac-
charide unit have been isolated (29). Glucose, as a major component,
could be explained by the cellulosic *‘core’’ of acetan and less probably by
some more easily hydrolyzable y-cellulose contamination in the alkali ex-
tract. No explanation is available for the presence of arabinose since the
only pentose reported for Acetobacter membrane is xylose (11), and only
traces of the latter can be detected by GLC. It is worth mentioning that a
differentiated cell wall structure was postulated for Acetobacter to explain
the unusual cell resistance to lysis (30) and that this bacterium also per-
form the biosynthesis of 8-1,2-branched glucan (31).

Scanning electron microscopy of osmium tetroxide-treated membranes
are shown in Fig. 4. in frontal view for unused BioFill® (A) and the mem-
brane after its spontaneous scaling from a skin wound treatment (B). In the
latter, distinct layers of the cellulose pellicle are visible, bringing up some
fragments of the epidermal crust. The ease in application of BioFill® as a
therapeutical tool in skin wounds is exemplified in Fig. 5. Close adherence
of the membrane to the wet wound bed follows, as is clearly visible in the
central zone of the piece. The pellicle firmly sticks on glass surfaces as
soon as the water excess is evaporated, and it does not allow liquid water
crossing (Fig. 6), but does allow transfer of water vapor and gases, an im-
portant feature for current medical applications.

The growing cellulosic network displays a remarkable capability of
water retention: 200 g of well-drained fresh Acetobacter biofilm (0.40 cm
thickness) after drying results in only 1.35 g (average 0.05 mm thickness).
Drying obviously causes dramatic changes in the porosity of the cellulose
multilayer assembly, as well in the physical interaction between the poly-
saccharide individual chains. Microscopic inspection of a rehydrated film,
pressed between two calibrated microscope covers, shows that the film
experiences a very limited swelling not exceeding a doubling in thickness,
compared with the eightfold reduction observed in the original dehydra-
tion step. The dried film displays almost no resistance to tear and moder-
ately supports tension strength. The latter attribute increases dramatically
in fresh rewetted cellulosic mantles.

Crystallinity and microfibril orientation is also affected by manipula-
tion and physical/chemical treatments, as revealed by X-ray diffraction
measurements (Fig.7A-D). The exhaustively washed biofilm (A, kept
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Fig. 4. Scanning electron micrograph of osmium tetroxide impregnated
BioFill®. (A) Unusued biofilm (frontal view; 1200 x final magnification); (B) Used
Biofill® + fragments of the epidermal crust (2000 x final magnification).

wet) discloses a diffuse halo in the X-ray diagram, a condition typical for
amorphous cellulose. Upon a 10% stretching and drying, it acquires a
preferential orientation for the crystallized regions (B), whereas the com-
mercial product shows no preferencial orientation and some degree of
crystallinity (C), this latter property increasing after alkali treatment and
drying of the original wet pellicle (D, 10% stretched sample).
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Fig. 5. Application of BioFill® to a human hand burn.

Fig. 6. BioFill® adherence and filtration properties (cylinder water col-
umn is 40 mL; for other details, see text).

BioFill® is experiencing an exponential use for several skin injury treat-
ments, such as basal cell carcinoma/skin graft, severe body burns, facial
peeling, sutures, dermabrasions, skin lesions and second degree burns,
chronic ulcers, infectious epidermolysis, and both donor and receptor
sites in skin grafts (32-37). These authors document the following advan-
tages for BioFill® as a temporary skin substitute and biological dressing in
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Fig. 7. X-ray diagrams of differently treated Acetobacter biofilms. (A) Ex-
haustively water washed biofilm (wet specimen). (B) Wet biofilm, 10% stretched
(dried specimen). (C) BioFill® (commercial product; 8.5% moisture). (D) Wet
biofilm previously treated with 17.5% alkali, 10% stretched (dried specimen).
[A reference diagram was recorded for cotton cellulose (picture not shown)].

more than 300 treatments: immediate pain relief, close adhesion to the
wound bed, diminished postsurgery discomfort, efficient barrier to patho-
genic microbe installation/growth (reduced infection rates), easiness of
the skin/wound inspection (transparency), faster healing, improved exu-
date retention (water, electrolytes, and proteins), expontaneous detach-
ment following reepithelization, and reduced treatment time and costs.

Part of the same authors have indicated just one flaw, limited elasticity
when application of BioFill®is made in areas of great mobility (e.g.,
perioral region).
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CONCLUSIONS

Cellulose recovered from richer natural sources (e.g., lignocellulosics)
requires drastic chemical treatments in order to ensure complete removal
of lignin, hemicelluloses, and extractives. This results in a completely
altered structure and, hence, the irreversible loss of advantageous native
properties regarding the medical applications pursued in this work. Cotton
cellulose is the natural source of highest purity, but its applications, though
of marked usefulness, is limited to the well-established laboratorial and
hospital routines. Acetobacter pellicle, a very intimate association of almost
pure cellulose microfibrils and parts of the apyrogenic microbial biomass,
owing to its peculiar physical, chemical, and biological properties, is an
efficacious and improved tool for the treatment of several skin wounds.
Further insights in the fine architecture of this kind of biofilm, the molec-
ular nature of its minor constituents, and its biological effects are being
undertaken to search for improvement of this very successful biotechno-
logical advance and for possible alternative uses.
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ABSTRACT

Caffeine and related xanthines were identified as potent stimu-
lators for the bacterial cellulose production in A. xylinum. These com-
pounds are present in several plants whose infusions are useful as
culture-medium supplements for this acetobacterium.

The proposed target for these native purine-like inhibitory sub-
stances is the novel diguanyl nucleotide phosphodiesterase(s) that
participate(s) in the bacterial cellulogenic complex.

A better understanding of this feature of A. xylinum physiology
may facilitate the preparation of bacterial cellulose pellicles, which are
applied as a biotechnological tool in the treatment of skin burns and
other dermal injuries.

Index Entries: Acetobacter xylinum; cellulosic pellicle; biological
dressing; xanthine stimulation; ‘‘tea fungus’’; caffeine.

INTRODUCTION

Following the first report on Acetobacter (cellulose) pellicle formation
in 1886 (1), more than one century elapsed before the discovery of the

* Author to whom all correspondence and reprint requests should be addressed.
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regulatory mechanism involved in the bacterial cellulose synthesis (2-7).
The latter authors showed the participation of an unusual diguanyl cyclic
nucleotide as a positive effector of the A. xylinum cellulose synthase
activity. The whole enzymatic complex also includes a specific guanyl
cyclase, activated by Mg?+, and a pair of specific phosphodiesterases per-
forming a two-step degradation of the cyclic activator. The first esterase
has its action blocked by Ca?+ (7).

Among the natural sources, A. xylinum has been reported as participat-
ing in formation of the so-called “‘tea fungus’’ (8), a term that probably
arises from the bacterium’s unique ability to synthesize a floating cellulose
network that resembles a surface mold on nonagitated liquid media. A.
xylinum mantle is also referred to, in lay terms, as ‘“algal jam’’ or ‘“zooglea’’
on home-made preparations. A more proper designation might be ““schizo-
glea’’. On the other hand, the bacterium supports temporary consortium
with other microorganisms (e.g., common yeast [9]), since its marked
acidogenic metabolism on ethanol and/or free sugars guarantees a domi-
nance at the log/late-growth phases. Lysis of the other microorganism
may help the uptake of additional nutrients. Thus, the expression ‘‘tea
fungus’’ might also be rationalized in this way. Recently proposed alter-
native environmental roles for the A. xylinum mantle were protection
against UV radiation and enhanced colonization of sugar substrates, when
competing with other microorganisms (10). Nutritional requirements for
acetobacteria have been reported in relation to C and N sources, but the
xylinum species was not included among the seven species studied (11).
Growth on ethanol or sucrose may be useful in differentiation of species
of Acetobacter, namely, aceti, liquefaciens, pasteurianus, and hansenii (8).
No growth was reported for the species hansenii on ethanol or for species
pasteurianus on sucrose. Not all strains of a given species were able to
grow in the disaccharide, as seen for A. aceti, which may include, accord-
ing to some authors, xylinum as a subspecies (12). A. xylinum has been re-
classified as A. hansenii (8,13). Thus, a previous inversion of sucrose by
yeast or even the lysed yeast presence may favor the growth of any Aceto-
bacter strain unable to grow on sucrose. Mixed cultures of Acetobacter and
Candida were reported (14). A defined synthetic medium was designed
for growth and cellulose production by A. xylinum, and, except for the
already used C sources (glucose, citric acid) and salts, it included nicotin-
amide (13), a key building block of redox coenzymes. The advantage of
this medium is its efficiency for selection of auxotrophic mutants, and,
less important from a basic research standpoint, the only disadvantage is
its reduced efficiency for cellulose synthesis, compared to undefined media
(15). We have reported the preparation of cellulosic biofilm using a wild-
type strain of A. xylinum (here designated strain BF) on an industrial scale
and for medical uses—for example, as a temporary skin substitute in
burns and other injuries (9). This cellulosic pellicle and its medical appli-
cations may be seen as a successful biotechnological enterprise, since the
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last surveys (1987-1989), based solely in 10 Brazilian dermatologists’
groups, have reported hundreds of favorable medical applications (9,
16-20). We predicted the beneficial role of certain plant extracts in cellu-
lose synthesis by A. xylinum (9), when they were used as substitutes for
such conventional and conutritional sources as yeast and malt extracts.

The present investigation is centered in the nature of compounds aris-
ing from such plants as Camellia (commercial tea), Paulinia (“‘guarana’’),
Coffea (unroasted seeds), Theobroma (cacao), Kola or Sterculia (cola nut),
and Ilex (““mate’’) and their possible role as positive effector(s) in cellulose
synthesis by A. xylinum. These plants display, as a common feature, a
high content of xanthine-based substances. Because of the reduced
amount required as supplement to the C source, their infusions may be
used as low-priced ingredients in medium formulation.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

The most frequently used wild strain of A. xylinum was BF, and it was
inoculated directly from fresh BioFill®biofilms (9). Strains JF, from a
souring ‘‘guarana’’ soft drink, and USDA 207, provided by R. Tanner,
were kept in a CaCOs-enriched medium as stock cultures and were used
to confirm the stimulatory effect of pure drugs. Other conditions were
described in the previous report (9), heavy inocula being adopted to
shorten culture time to <5 at 28°C without agitation in a BOD 347-CD In-
cubator (Tecnal, Sao Paulo, Brazil). Unfavorable conditions for the growth
of yeast and other microorganisms were ensured by the natural produc-
tion of acetic acid by A. xylinum and the inclusion of 0.1 mL% of Myco-
statin® (Squibb Industria Quimica SA) and 0.5 mg/mL of Benomyl® (du
Pont) in the media. Fruitfly access to the open fermentation vessels was
avoided by covering them with napkins.

Plant Active-Compounds Assessment

Fermentations were carried out in half-filled, 200-mL, open cylindrical
vessels, C sources being either 5% glucose, sucrose, or yeast-inverted
sugars supplemented with 0.5 mL% of ethanol. Growth and floating cel-
lulosic mantle production proceeded without agitation of the cultures.
Plant extracts (infusions) were prepared keeping each source (1.2 g of dry
leaves or seeds) in contact with 1 L of freshly boiled distilled water for 30
min after filtration through a compact layer of glass wool. No particulate
matter was visible in the resulting warm infusions, the solid dry weight of
which accounted for <300 mg/L, most of the material being polysaccha-
ride. Concerning culture-media formulation, the composition of these in-
fusions (and yield, on a dry basis) ensured neither a significative rein-
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forcement to the generous load of free sugars nor an excess of N and P
sources. Part of the plant infusions, as known duplicative volumes and
prior to inclusion in the fermentation media, was alternatively extracted
with chloroform with or without pH adjustment in order to enhance or to
reduce the xanthine content of the final aqueous solution to be used as
media supplement. In order to avoid further dilution of the infusions,
other media components were added as solids or from 10 concentrated
solutions to 1.1x concentrated infusion. Yeast extract (0.005-0.01 g%)
was included in the media in order to avoid too much reduced cellulosic
membranes in the control experiments. 1C-(U)-Glucose pulse-chase was
carried out when all cultures presented visible growing membranes (48-
60 h), hampering the excessive turnover of radioactivity to components
other than cellulose.

Optical and Electronic Image Recording

Images from the cellulose network and bacterial biomass were recorded
as described (9). In the case of optical microscopy, the material was
previously dyed with a 10 mg/mL solution of Calcofluor white M2R in
order to render cellulose fluorescent to UV light (21).

Analytical Procedures

Paper chromatography for radiolabeled free sugars was carried out
on Whatman 3MM filter paper with ethy!l acetate/isopropanol/acetic acid/
methanol/water (10/2/1/4/8, v/v) following pretreatment of ‘‘cold’” or 1C-
labeled membranes with boiling 5M KOH, buffering at pH 4.8, and their
extensive fungal cellulolysis with Celluclast® (Novo Nordisk do Brasil,
Araucaria-PR). Glucose, cellobiose, and traces of celloligosaccharides were
made visible with alkaline silver nitrate and their “C-labeled fraction mea-
sured by liquid scintillometry in Bray’s solution (22). GLC for xanthines,
without previous derivatization, was performed in a Varian-Intralab 3300
gas chromatograph equipped with a capillary SE-30 column (J & W Scien-
tific Inc.) and FID detector. This was confirmed by GLC-MS on a PONA
dimethyl-silicone capillary column (Hewlett-Packard) in a trimodular 5890/
5970/ChemiStation from the same supplier. Mass spectrometry was carried
out using the electron-impact mode. Both columns were operated isother-
mically at 240°C, using N, and He as carrier gases, respectively. UV spectra
of chloroform-soluble plant extracts, after pretreatment with dilute HCl
and redissolution in methanol, were recorded in a Varian-Intralab
DMS-80 spectrophotomer. Plant infusions, after being made alkaline,
were extracted with chloroform, and the resulting residues, containing
the xanthines, were acidified with HCl and resolubilized with methanol.
These materials were submitted to a chromogenic plate test using an inex-
pensive modification of the murexide reaction (23): addition to equal
parts of NaClOy (< 10% of active Cly) and fuming HCIl. Depending on the
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Fig. 1. Scanning electron micrograph (SEM) of an A. xylinum impregnated
biofilm (strain ““JF’); final magnification=20,000.

amount of the material assayed, an orange-reddish color developed upon
heating at 100°C.

RESULTS AND DISCUSSION

Growth of all strains of A. xylinum led, after 72 h at 28°C, to the for-
mation of a compact and floating pellicle, provided that the medium for-
mulation was favorable for cellulose biosynthesis. Viewing the membrane
network by TEM of large magnification (Fig. 1; 20,000x) allows one to ob-
serve cellulose microfibrils and some trapped bacterial cells, which remain
even after extensive water washings and membrane sequeezing. Native,
detergent-, or alkali-treated membranes strongly took up CalcoFluor. The
respective fluorescences under UV light (results not shown) were propor-
tional to the cellulose-layer thickness and, hence, to the amount of syn-
thesized cellulose in each membrane.

Comparative growth of A. xylinum in the free-sugar media, separately
supplemented with reduced amounts of extracts from different families of
plants (Sterculiaceae, Sapindaceae, Theaceae, Aquifoliaceae, Rubiaceae),
resulted in a noticeable enhancement of the respective cellulosic mem-
branes. The best stimulation, at room temperature, was obtained with
tea infusions (Camellia sinensis) at longer cultivation (>7 d), and with
““guarana’’ (Paulinia cupana) at shorter times (<5 d). The effect can be
more properly observed in the isolated and extensively washed pellicles
(Fig. 2). The respective gravimetric data, after lyophylization, are shown
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Fig. 2. Comparative aspect of processed A. xylinum membranes. The
floating biofilms from the separate and nonagitated liquid cultures of strain
““BF’* (15 d at room temperature) were removed, thoroughly washed with water
to remove loosely adhered cells and residual medium material, drained of excess
water, and photographed. (—) control—basic medium without plant infusion
addition. Supplementations as follows: ye =yeast extract (0.12g%); Ip =Ilex para-
guayensis (‘‘mate’’); C=Kola nitida (cola nut); Ca=Coffea arabica; Tc=Theobroma
cacao; Pc=Paulinia cupana (‘‘guarana’’); Cs=Camellia sinensis.

in Table 1 (experiment A). These plant infusions (that is, the solubilized
part of 120 mg of whole material/100 mL of solvent) resulted in variable
residual matter upon solvent evaporation. Analysis for carbohydrate, in
the case of tea infusion, indicated <30 mg%. Most of this content was
polysaccharide material, a noncompetitive C source for the 5-g% load of
free sugars in culture media. Protein was barely detected in 10%-trichloro-
acetic-precipitated material free of interfering low-mol-wt phenolic com-
pounds. Contribution of nitrogenous compounds other than protein (ex-
cept for those mentioned further on) were not evaluated. On the other
hand, all tested plants contained a variable amount of xanthine-related
bases, as detected in the respective chloroform extracts (e.g., about 2 mg
in each 100 mL of tea infusion). Since these kinds of substances display
biological activity (e.g., inhibition of the enzyme performing ‘’second-
messenger’’ degradation in glycogen metabolism [24]), there was clear
evidence of a regulatory role for them in A. xylinum cellulose synthesis,
which is also mediated by cyclic nucleotides (6,7). In order to check this
hypothesis by comparison with untreated tea infusion (a; control), three
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Table 1
Effect of Native and Partially Decaffeinated Plant Infusions
in A. xylinum (strain ‘‘BF’’) Cellulosic Membrane Production

Additions or modifications Wet (drained) Dry (lyophilized)
to basic medium? weight, g%? weight, mg%?
AC
None 1.2 7.9
ye (yeast extract) 20.6 217.5
Cs (tea) 35.3 310.4
Pc (guarana) 32.7 295.5
Ca (coffee) 14.0 104.2
Tc (cacao) 11.6 78.5
Cn (cola nut) 8.6 71.9
Ip (“‘mate’’) 7.5 75.2
Bd
Untreated tea infusion — 44.8
Native pH; CHCl; extracted - 9.1
HCI (pH <3); CHCl; extracted — 23.7
NaOH (pH >11); CHCl3 extracted — 4.5
Cd
Untreated tea infusion 3.3 30.7
CHCI extracted 0.7 10.6
CHCl; extracted; reconstituted 3.2 29.6

9Basic medium composition is as follows: 5 g% (inverted) sucrose in A and B; 5 g%
glucose in C. Yeast-based supplementations: A=0.01 g% yeast extract; B and C=yeast
water (replacing yeast extract on the same dry basis); 0.5 mL% ethanol in all experiments.

bPer 100 mL of liquid and nonagitated culture medium.

¢Reduced inoculum; larger vessels (400 mL of medium); growth at room temperature
for 15 d.

4Usual inoculum, vessel size, and incubator (see Materials and Methods section); crop of
membranes at 84 h (experiment B) and 72 h (experiment C).

portions were pretreated by chloroform extraction as follows: (b) at the
original pH, 5.6; (c) at an acidic pH (0.01M HCI); and (d) under basic (0.01M
NaOH) conditions, the latter two then being neutralized. An equivalent
amount of NaCl was added to samples (a) and (b). Gravimetric data for
the resulting cellulosic pellicles using these modified tea infusions are
shown in Table 1 (experiment B). It was clear that the pH increase, favor-
ing the extraction of alkaloid-like compounds by chloroform, was also
proportionally unfavorable for cellulose synthesis. On the contrary, low-
pH chloroform extraction (pH < 3) left an infusion resulting in a membrane
weight equivalent to half of that of the untreated infusion. Another experi-
mental variation was to repeat the extraction with chloroform at the natural
pH as duplicate runs (Table 1; experiment C). Reincorporation of residual
matter into the growth medium after solvent evaporation resulted in com-
plete recovery of cellulose synthesis. The use of control (untreated) and
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pretreated infusions as culture-media supplements strongly indicated that
most of the stimulatory compound(s) were extractable with chloroform
under a neutral or basic condition. More-polar solvents (e.g., methanol)
also removed the active compound(s) from infusion residues, but led to
larger masses of extracted material, thus making it difficult to interpret the
data. The residue from chloroform extract (under alkaline conditions), as
well as the pure caffeine, gave positive reactions to the modified murexide
test. UV spectra of the same samples displayed the same Anax (about 270
nm). Confirmation of the structure for this positive regulator in cellulose
biosynthesis by A. xylinum was followed by GLC on a SE-30 column (Rt for
caffeine, theobromine, for theophylline standards equal to 12.7, 12.9, and
14.3 min): Camellia infusion furnished a single component with an Rr=12.2
min. A similar result was obtained for Paulinia (with a larger peak area for
the same Rr); Coffea and Theobroma presented, besides the major fast peak,
other minor components, two of them coincident with the theobromine
and theophylline standards. Definite identification of the major purine was
achieved by GLC-MS: its trimethylxanthine nature was corroborated by an
Rr coincident with that of the caffeine standard (12.7 min) and an e.i. frag-
mentation pattern almost identical to the literature report (25): 194> 109>
67 > 55> 82. Despite the net and dominant procellulogenic effect of caffeine
(trimethylxanthine) in all plant infusions used herein, the minor analogous
dimethylxanthines (theophylline and theobromine) may be having an ancil-
lary positive effect, at least in the cases of ‘’guarana’’ and cacao, as seen in
their multipeak chromatographic profiles (results not shown). Incidentally,
a more efficient stimulation was observed for P. cupana, using shorter
culture times. This is in accordance with its higher content in caffeine
(4.49 g%) along with five other xanthines and a small amount of free
guanine (26), the pyrimidine base involved in building up the cellulose
synthase cyclic nucleotide activator (7). Remaining to be explored is the
greater yield of cellulose membrane with longer culture time using
Camellia infusion, despite its somewhat lower content of caffeine. Other
minor and polar components of these plant infusions must play a syner-
gistical role to xanthines. Calcium and magnesium content in the ranges
of 30-68 and 90-270 ug% were found in the presently used plant infusions.
Phosphate was also an important component in culture media, and this
agrees with a previous report for a minimal defined medium (13). In fact,
we confirmed the positive contributions of these three substances to
cellulose pellicle formation either as isolated or as combined additions,
and keeping 0.12 g% yeast extract as a supplement (the latter fully solu-
ble, as compared to tea in the same dry basis).

Our findings for xanthine activation of the cellulogenic complex from
A. xylinum were finally confirmed by experimentation with pure xanthine
drugs. Their positive effects, separately or in combination, are reported
in Table 2. Radiolabeling (brief pulse-chase) with 4-C-glucose indicated
that cellulose was the single significant glycan being synthesized under
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Table 2

Effect of Pure Xanthine Drugs in A. xylinum® Cellulosic Membrane Production
Addition to the Wet (drained) Dry (lyophilized)
basic medium® mg%? weight g%* weight, mg%¢
None — 2.0 30.0
Caffeine 0.6 8.1 151.3

0.3 6.6 106.4

0.15 5.1 90.7

0.075 4.1 68.6
Theophylline 0.6 5.3 117.3

0.3 4.3 97.8

0.15 3.8 60.2

0.075 3.5 58.0
Caffeine + theophylline 0.15+0.15 4.8 118.9

ATable data recorded from strain ‘‘BF’’; effects confirmed in other strains.
bBM =5 g% (inverted) sucrose; 5 mg% yeast extract; 0.5 mL% ethanol.
¢Per 100 mL of liquid and nonagitated culture medium.

xanthine stimulation. Use of a potent cellulase (Celluclast®) on alkali-pre-
treated membranes led to recovery of almost all incorporated radioactivity
as glucose and cellobiose (ratio of percentages of radioactivity =60-70/
40-30, taking average data for the three different strains used).

Caffeine has been described as a noncompetitive inhibitor of dog-
heart phosphodiesterase (27). A similar action was ascribed to theophylline
and other metilxanthines (28). The net effect of these drugs was, thus,
the enlargement of the physiological half-life of *’secondary messenger(s)."’
Our results pointed strongly to this situation in A. xylinum, the methyl-
xanthines most probably blocking the action of the specific diguanyl cyclic
phosphodiesterase(s) and then avoiding or postponing the normal
“’switch off”” of the active cellulose synthase. Work is in progress on this
subject and to evaluate the contribution of other low-mol-wt components
from plant infusions for an actively anabolizing bacterial biomass, despite
their reduced concentrations in the 0.12%-based infusions.

CONCLUSIONS

The historical statement of ““tea fungus’’ adopted for A. xylinum was
satisfactorily clarified. Activators for the bacterial cellulogenic complex
and arising from Camellia sinensis, as well as from other, different plants,
were identified as caffeine and related compounds (theophylline, theo-
bromine). The suggested target(s) for these methylated xanthines were the
unusual diguanyl cyclic phosphodiesterase(s) whose inhibition favors the
cellulose biosynthesis. The modern medical biotechnology has accepted
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artifical skins as a valid prospect (29). Several properties advantageous
for its use as a temporary skin substitute were recognized for BioFill®, a
competitive product based on a A. xylinum cellulosic biofilm (9). Its suc-
cessful application by dermatologists and plastic surgeons in more than
400 cases (9,16-20) included human second- and third-degree skin burns,
skin grafts, face peeling, infectious dermolysis, tatoo abrasions, trophic
venous and chronic ulcers, and Hansenian legs. Histological and histo-
metric studies in the repairing process of rat skin were also conducted
with and without application of Biofill®. Enhanced proportions of fibro-
blasts, collagen, blood vessels, and granulation tissue were seen in the
healing wound as a result of the cellulosic pellicle use, and the reepitheli-
zation reached completion after 21 d (30). Our interest remains focused
on the acquisition of a better understanding of A. xylinum phisiology and
in its optimized growth/cellulose production.
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A.M.DE SOUZA AND I.W. SUTHERLAND. 1994. Many exopolysaccharide (EPS)-producing
bacterial strains also synthesize storage polymers. The production of slime EPS and of the
storage polymer glycogen was compared in batch cultures of EPS* and EPS ™ isogenic strains
of Enterobacter aeragenes type 8. Conditions of nutrient imbalance with high C : N ratios
favoured both EPS and storage polymer synthesis and resulted in little subsequent
degradation of glycogen. In the EPS* strain, glycogen synthesis was consistently lower than
in the EPS ™ strain, indicating that substrate was preferentially used for EPS production.
Reduced levels of carbon substrate in the growth medium resulted in lower storage polymer
synthesis and in the dcgradation of the glycogen formed in EPS-producing bacteria.
Considerable differences in the synthesis and breakdown of intracellular carbohydrate were
observed between bacteria grown in synthetic media with ammonium salts and the same
bacteria grown in medium with casein hydrolysate as the nitrogen source. Growth in media
depleted in magnesium was slower than in complete media but high yields of glycogen were

obtained in both the EPS™ and EPS ™ strains.

INTRODUCTION

Under suitable nutrient conditions including nitrogen or
sulphate limitation and glucose cxcess, enteric bacteria such
as Enterobacter acrogenes synthesize large amounts of cxo-
polysaccharide (EPS) and of glycogen. The production of
each of these polymers in batch culture has been studied
extensively. In general, culturc of bacteria in the presence
of excess carbon and cnergy sourcc and a low concentration
of a nutrient such as N, S or P, favours synthesis of both
types of polymer (Sutherland 1990; Dawes 1991). Glycogen
is thought to accumulate if an excess of energy cxists over
that needed for growth and other essential cell processes
(Preiss and Romco 1989). In FEscherichia coli strains which
did not produce EPS, growth rate and yicld of glycogen
were inverscly related under nitrogen-limiting conditions of
growth with excess glucose present as carbon substrate
(Holme 1957). In E. coli glycogen accumulation usually
occurs mainly after completion of the exponential phase of
growth, whereas in some other prokaryotes, including Rho-
dopseudomonas capsulata and Steptococcus sanguis, glycogen
is formed in exponentially-growing bacteria (Dawes 1991).
There have also been studics on FPS synthesis using batch

Correspondence ta: Professor I.W. Sutherland, Institute of Cell and
Molecular Biology, Rutherford Building, University of Ldinburgh, Mayfield
Road, Edinburgh EI19 3J11, UK.

cultures of the scveral strains of Klebsiella aerogenes which
form both extracellular capsule and slime in addition to
intraccllular glycogen (e.g. Duguid and Wilkinson 1953).
These studies indicated that both EPS and intracellular
polysaccharide (glycogen) increased under favourable
physiological conditions. Dicks and Tempest (1967) sug-
gested that the extent of glycogen accumulation in K. aero-
genes grown under phosphate or sulphate limitation might
depend on the growth medium employed; glycogen synthc-
sis in washed cells taken from continuous culture under K
limitation depended on the relative concentration of extra-
cellular K* and NH,*. Studics on the non-enteric bac-
terial species Xanthomonas campestris show that similar
growth conditions, of excess carbon substrate and limiting
nitrogen or sulphur source, favour EPS (xanthan) pro-
duction (Tait et al. 1986), but in these bacteria essentially
no storage polymers are made. There are apparently no
reports of studies on synthesis of EPS and storage polymers
in other Gram-negative bacteria such as Alcaligenes sp. or
Azotobacter vinelandis, which form both EPS and large
amounts of the storage polymer poly-f-hydroxybutyric acid
(PHB), but Zevenhuizen (1981) examined the cffect of
growth conditions on the production of polysaccharides,
oligosaccharides, glycogen and PHB in fast-growing Rhizo-
bium species which produce a complex mixture of extra-
cellular polysaccharides and intracellular storage polymers.
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The cfficient utilization of carbon substrate and conver-
sion to extracellular polysaccharide is a feature of the com-
mercial production of xanthan from batch cultures of X.
campestris (Linton et al. 1991). However, it is not clear
whether development of new polysaccharides from bacterial
strains capable of synthesizing intraccllular storage poly-
mers can be as cfficiently achicved. The aim of the present
work was to study polysaccharide production in isogenic
strains of FEnt. aerogenes type 8 and to determine whether
the carbon substrate was preferentially used for EPS or
storage polymer synthesis. under different initial C: N
ratios in batch cultures of the bacteria in synthetic and
semi-synthetic culture media and whether glycogen break-
down after exhaustion of the external carbon source might
support extended EPS production.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and methods of culture

The bacterial strains uscd for this study were Ent. aerogenes
87(S1), an I'PS™ slime-producing mutant of scrotype 8 (a
non-acylated EPS with a penrasaccharide repeat unit con-
taining glucose, galactosc and glucuronic acid (Jansson et
al. 1988)), and O31, an FPS™ mutant from the same strain.
The slime-producing strain was chosen becausc of the rela-
tive easc of scparation of bacterial cells from extraccllular
product compared with the original capsulate isolate. Bac-
teria were maintained on nutricent agar slopes and were rou-
tinely cultured in ycast cxtract medium in which phosphate
buffering was uscd to reduce the fall in pH during growth
(Sutherland and Wilkinson 1965). This latter medium
contained (g 17!): K,HPO,, 7:0; KH,PO,, 3:0;
MgSO, . 7TH,0, 0-1; (NHM,),S0,, 0-5. To study the
effects of different physiological conditions, media were
prepared from the samc salts basc with cither ammonium
sulphate or cascin hydrolysate (Difco casamino acids) as the
nitrogen source. Glucose was sterilized scparately and
added ascptically to the sterile medium to a final concentra-
tion of 0-3, 0-5, 10 or 2-0% (w/v). The bacteria were
grown in 500 ml volumes of medium in 2 1 Erlenmeyer
flasks shaken at 30°C on an orbital shaker at 250 rev

min~ %,

Analytical methods

Immediately after sampling, the pH was determined and
growth was mcasured spectrophotometrically at 600 nm
against a medium blank. The culture samples (50 ml) were
centrifuged at 50000 g for 30 min and dry weights of the
bacteria were determined from the washed and lyophilized
deposits. Residual glucose in the growth medium was mea-

sured directly after removal of the bacteria by centrifu-
gation, by the glucose oxidase technique, while a
micromodification of the anthrone method (Trevelyan and
Harrison 1952), applied to washed and lyophilized whole
cells, gave a measure of intracellular glycogen. The rela-
tively low anthrone response of known carbohydrate com-
ponents of the lipopolysaccharides of Ent. aerogenes and of
other cellular components validated this approach and the
polyglucosc naturc of the intracellular material was con-
firmed by extraction with alkali, acid hydrolysis and glucose
estimation. Further, turnover of anthrone-positive material,
assumed to be glycogen, occurred under conditions where
no cell lysis was detectable. Exopolysaccharide was mea-
sured following acetone precipitation of the polymer from
the supernatant fluids obtained by high speed centrifu-
gation (50000 g for 30 min). The polymers were
redissolved, dialysed thoroughly against tap water and dis-
tilled water, lyophilized and weighed. As a check, the car-
bohydrate content was determined by the phenol/sulphuric
acid procedure (Dubois ez al. 1956).
All analysces were normally performed in triplicate.

RESULTS

Growth in synthetic media

When media contained 0-05 g% (NH,),SO, together with
1% glucose as carbohydrate source, Enterobacter strain
87(S1) (EPS™) rapidly exhausted the sugar and accumulat-
cd both EPS and glycogen (Fig. 1). The corresponding
EPS™ strain showed a similar pattern of cell growth but
glycogen accumulation was considerably higher (40% cell
dry matter at 96 h as opposed to 19%). In Enterobacter

mg ml™', % cell dry weight and pH
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Fig. 1 Growth and polysaccharide production of EPS*
Enterobacter aerogenes strain 87 in batch culture in minimal
medium supplemented with 0-05% (NH,),SO, and 1% glucose.
A, Growth measured at 600 nm; O, pH; X, residual glucose
(mg ml™"); 7, cell dry weight (mg ml~!); ¥, exopolysaccharide
(mg ml~'); and O, intracellular glucose as measured by the
anthrone test (% cell dry weight)
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strain 87(S1), glucose was exhausted after 20 h, although
both EPS and glycogen synthesis did continue for a further
10 and 40 h, respectively.

Under similar conditions where the carbon source con-
sisted initially of 0-3% glucose, results were fairly similar
but glucose was cxhausted within 13 h. Considerably more
glycogen was formed in the EPS™ than the EPS* Entero-
bacter strain for all the culture conditions examined (Tables
1 and 2) and in both strains the glycogen content declined
after glucosc cxhaustion. However, in the EPS™ strain, gly-
cogen breakdown commenced sooner and was initially more
rapid, possibly because of the greater demands on precur-
sors for EPS production. Results for experiments in which
the glucose concentration was initially 0-5% were cssen-
tially intcrmediate between those observed at the higher
and lower carbon substrate concentrations, respectively.

In synthetic medium with the same concentration of
ammonium sulphate together with 2% glucose, the residual
glucose level eventually fell to 0-4% but, perhaps because
of the observed fall in pH and its effect on glucose uptake,
a considerable decreasc in glycogen content was obscrved
after growth had ceased but before all the extracellular
glucose had becn utilized by the EPS™ strain. The glyco-

gen content reached 12% of the cell dry weight at 24 h and
fell only slightly on prolonged incubation of the EPS* bac-
teria. Table 1 shows the comparative yields for the two
strains under the different substrate concentrations. When
the content of ammonium sulphate in the medium was
reduced to 0-025% (w/v) and 1% glucose was added, both
strains again accumulated glycogen which was rapidly uti-
lized between 40 and 60 h, during which time some cell
lysis (as indicated by the fall in Egqo) also occurred. The
synthesis of EPS in strain 87(S1) also continued during this
period, although all extracellular glucose had becn
cxhausted after 45 h. The relative amounts of glycogen
produced by the two bacterial strains under these nutrient
conditions are shown in Fig. 2.

The effect of complex nitrogen source

Most industrial media used for polysaccharide production
contain complex nitrogen sources. It was thus of interest to
determine the effect of using a complex nitrogen source
such as cascin hydrolysate rather than ammonium sulphate.
Clearly some of the carbon in the amino acids as well as the
carbohydrate substrate will be utilized for polysaccharide

Table 1 Yields of cells and polysaccharides in Enterobacter aerogenes strains grown in synthetic media

Strain Glc 2%/0-05% AS Glc 1%/0-05% AS Glc 0-5%/0-05% AS Glc 0-3%/0-05% AS Glc 1%/0-025% AS
Enterobacter strain 87

cell dry weight (mg ml ™ ') 0714 0-766 0636 0712 0-524

EPS (mg mg dry wt ') 0-747 0-679 092 0-239 0-997

glycogen (% dry weight) 12:0 18-5 11-6 8-4 297
Enterobacter strain 31

cell dry weight (mg ml ™) 0-866 1-136 0-686 0-774 0-436

glycogen (% dry weight) 18-5 399 173 233 42-4

Values given are the maximum valucs obtained under thesc growth conditions. All cultures were grown in 500 ml aliquots in 2 | Erlenmey-

er shake flasks at 30°C and 250 rev min~!.

AS, Ammonium sulphate as nitrogen source; EPS, exopolysaccharide; Glc, glucose.

Table 2 Yields of cclls and polysaccharides in Enterobacter acrogenes strains grown in semisynthetic media

Strain Glc 2%/0-1% CA Glc 1%/0-1% CA Glc 0:5%/0-1% CA Glc 1%/0-05% CA
Enterobacter strain 87

cell dry weight (mg ml~!) 0-669 0-633 0-598 0-363

EPS (mg mg dry wt ™) 1-194 1-636 1-194 3-195

glycogen (% dry weight) 289 368 21-8 27-4
Enterobacter strain 31

cell dry weight (mg ml ~?) 0-595 0-735 0-852 0-329

glycogen (% dry weight) 228 344 35-2 27-8

Values given are the maximum values obtained undcer these growth conditions and represent triplicate determinations of each estimation.

All cultures were grown in 500 ml aliquots in 2 | Erlenmeyer shake flasks at 30°C and 250 rev min~!.

CA, Casein hydrolysate as nitrogen source; Glc, glucose; EPS, exopolysaccharide.



466 ANGELITA M. DE SOUZA AND |.W. SUTHERLAND

% Dry weight
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Fig. 2 The production of glycogen as measured by the anthrone
value of dry bacteria grown in minimal medium supplemented
with 0-025% (NI11,),SO, and 1% glucosc. Results are shown for
A, EPS™ Enterobacter aerogenes strain 87 and [, EPS™ strain
031

production. The bacteria grew very rapidly in the semisyn-
thetic media with attendant rapid accumulation of glycogen
and synthesis of EPS by strain 87(S1) (Fig. 3). These were
thc only conditions tested under which both bacterial
strains produced the same amount of glycogen although, in
the EPS™ strain, glycogen did not recach a maximum until
80 h and did not dccline sharply as scen in the EPS™*
strain. Marked differences were scen when the ratio of
glucosc to nitrogen source was changed (Table 2).

When the glucose content was increased to 2% in
medium containing cascin hydrolysatc instcad of ammon-
ium sulphate, glucose utilization was incomplete. Exo-
polysaccharide and glycogen reached maxima at 36 h, after
which the content of the intracellular polymer declined
from 29 to 16%. The residual glucose level fell to about 5
mg ml~! in cach strain after 36 h and did not decline
further. Under these conditions, howcever, the pH fell
sharply and growth apparently ccased for this reason. The
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Fig. 3 Growth and polysaccharide production of the EPS™*
Enterobacter aerogenes strain 87 in barch culture in minimal
medium supplemented with 0-1% cascin hydrolysate and 1%
glucose. A, Growth measured at 600 nm; x , residual glucose (mg
ml™1); [, cell dry weight (mg ml™ '); ¥, exopolysaccharide (mg
ml~!); and &, intracellular glucose as measured by the anthrone
test (% cell dry weight)

EPS™ mutant again yielded more glycogen but the level
declined to about 50% of the maximum in a manner similar
to that scen in the EPS™ strain. Increased buffering of the
medium by doubling the phosphate concentration failed to
causc any appreciable reduction in the fall in pH for strain
87 but caused reduced EPS synthesis to 0-15 g g~! dry
cells after 72 h. Higher conversion of substrate to EPS and
glycogen occurred when 1% glucose was incorporated into
the medium, conditions under which the drop in pH value
was much less.

Magnesium depletion

As magncsium plays a vital role in many of the reactions
Icading to production of cells and of energy, and in several
of the reactions yiclding biosynthetic precursors of poly-
saccharides (Suthcrland and Norval 1969), the effect of
depletion of this essential ion was tested. Preliminary
experiments showed that, for both the bactrial strains used,
growth limitation was obtained when the concentration of
MgSO,, . 7H,0 was reduced to 1/16 of that present in the
salts base, i.e. to 0-00625 g 171, Growth of the bacteria in
the presence of 1% glucose and 0-05% (NH,),SO, was
slower than that in magnesium-sufficient culture, but the
cventual yields of cells were comparable with those
obtained under most other growth conditions. The synthe-
sis of glycogen was similar in both strains, reaching cz 31%
of the cell dry weight after 115 h incubation at 30°C. Exo-
polysaccharide synthesis in strain 87(S1) reached 1-0 mg
mg ™! dry bacteria after the same time. In similar media in
which casein hydrolysate was the nitrogen source, the
EPS™ strain produced less glycogen (20-8% dry weight)
but more EPS (2:002 mg mg ™ %).

DISCUSSION

Typically in batch fermentation of many EPS-producing
bacteria, the cell growth is rapidly completed in 15-20 h,
while EPS production may continue for a further 30-50 h
(Sengha et al. 1989; Linton et al. 1991). Thus synthesis of
the polysaccharide by many bacteria occurs during both the
cxponential and stationary phases of growth. During syn-
thesis of the EPS succinoglycan in Agrobacterium radiobac-
ter, substrate uptake is the main flux control point (Cornish
¢t al. 1988a, b). A stable mutant from this bacterium could
be partially derepressed under culture in glucose excess.
This resulted in significantly higher EPS production.
Similar controls may exist in other EPS-producing bacterial
species. The situation, however, is more complicated in the
enteric species E. coli or Ent. aerogenes in which consider-
able amounts of substrate are converted to both EPS and to
the storage polymer glycogen and in Alcaligenes sp. which
synthesizes EPS and PHB.
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In our experiments using isogenic EPS™ and EPS™
strains of Ent. aerogenes type 8 with a range of different
glucosc concentrations and cither ammonium salts or casein
hydrolysate as nitrogen source, the level of storage polymer
was consistently highest when EPS™ mutants were used,
suggesting that substrate is channclled to the production of
EPS at the cxpense of storage polymer. This view is
perhaps strengthened by the observation that at lower car-
bohydrate substratc levcls, storage polymer is degraded
after exhaustion of the carbon and encrgy source. Although
there is no direct evidence that glycogen turnover into EPS
occurs after the extraccllular glucose substrate is exhausted,
increased valucs for the extracellular polymer were certainly
obscrved under some of the conditions which caused
declining glycogen content. In a study of nitrogen-limited
E. coli; Chen and Scgal (1968) obscrved that following
exhaustion of the nitrogen source, there was a rapid rise in
glycogen content of the cclls to 14% although almost 50%
of the original glucose remaincd. During the stationary
phase, simultaneous glucose uptake and glycogen degrada-
tion were obscrved. This is perhaps surprising in view of
the finding by Romco et al. (1988) that the genes for glyco-
gen biosynthesis and degradation are located together in a
cluster and that such organization might facilitate the regu-
lation of thcse systems.

Under almost all the conditions tested in the present
study, including media depleted in magnesium, the EPS™
bacteria utilized the glucose substrate more rapidly than the
corresponding EPS ™ strain. These results arc in agreement
with the obscrvations of Linton (1990) for EPS-producing
strains of Ag. radiobacter and Erwinia herbicola. Zcven-
huizen (1981), in his study of Rhizobium trifolu, rcported
synthesis of EPS and glycogen when the bacteria were
grown on 0-5% mannitol but prolongation of the incu-
bation period did not lead to such a loss of glycogen as we
have now found. Clearly, there is considerable conversion
of substrate into storage polymer at the expensc of EPS
when micro-organisms capable of LPS and glycogen or
PHB synthesis arc contemplated for the commercial pro-
duction of microbial EPS and it is fortunatc that the major
commercial bacterial polysaccharide currently produced,
xanthan, is derived from bacteria which apparently lack sig-
nificant quantitics of any form of storage polymcr. Linton
(1990) has pointed out that EPS synthesis is a very cfficient
process and there is little scope for major improvement in
the yield. However, if the microbial species producing an
EPS also forms storage polymer this rapidly diverts sub-
strate into an unwanted product. As the glycosyl donor
used in the synthesis of glycogen in prokaryotces is ADP-
glucose (Ribercau-Gayon et al. 1971; Preciss 1984), as
opposed to UDP-glucose for cxopolysaccharide production
in the Ent. aerogenes strain (Sutherland and Norval 1970),
substrate utilization for synthesis of EPS and storage

polymer is presumably controlled at the lcvel of o-p-
glucose-1-phosphate before the glucose is converted to the
sugar nuclcotides.

Linton (1990) suggested that for Ag. radiobacter, in
which glucose uptake involves periplasmic glucose-binding
proteins, the cell appears to modulate the rate of EPS syn-
thesis to match the rate of glucose access to the bacterium.
If this is also truc for Ent. aerogenes, and related enterobac-
terial species in which glucose enters the cell via the pts
system, it will be of interest to know whether at certain
stages of growth the rates of both EPS and glycogen syn-
thesis are modulated to match glucose entry to the bacteria.

ACKNOWLEDGEMENTS

A.M. de S. is on leave from the Department of Biochem-
istry, UFPr Curitiba, Brazil. The financial support of the
Brazilian National Council for Science and Technology is
gratefully acknowledged.

REFERENCES

Chen, G.S. and Segal, I.H. (1968) Escherichia coli polyglucose
phosphorylases. Archives of Biochemistry and Biophysics 121,
164-174.

Cornish, A., Greenwood, J.A. and Jones, C.W. (1988a) Binding
protein dependent glucose transport by Agrobacterium radiobac-
ter grown in glucose-limited continuous culture. Journal of
General Microbiology 134, 3099-3110.

Cornish, A., Grecnwood, J.A. and Jones, C.W. (1988b) The
relationship between glucose transport and the production of
succinoglucan exopolysaccharide by Agrobacterium radiobacter.
Journal of General Microbiology 134, 3111-3122.

Dawes, E.A. (1991) Storage polymers in prokaryotes. Symposium
of the Society for General Microbwlogy 47, 81-122.

Dicks, JW. and Tempest, D.W. (1967) Potassium-ammonium
antagonism in polysaccharide synthesis by Aerobacter aerogenes
NCTC 418. Biochimica et Biophysica Acta 136, 176-179.

Dubois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K., Rcbers, P.A. and
Smith, F. (1956) Colorimetric method for determination of
sugars and rclated substances. Analytical Chemistry 28, 350-
356.

Duguid, J.P. and Wilkinson, J.I. (1953) The influence of cultural
conditions on polysaccharide production by Aerobacter aero-
genes. Journal of General Microbiology 9, 174-189.

Holme, T. (1957) Continuous culture studies on glycogen synthe-
sis in Escherichia colt B. Acta Chemica Scandinavica 11, 763—
775.

Jansson, P.E., Lindberg, B., Widmalm, G., Dutton, G.G.S., Lim,
A.V.S. and Sutherland, I.W. (1988) Structural studies of the
capsular polysaccharides from Klebsiella types 8 and 82, a re-
investigation. Carbohydrate Research 175, 103—109.

Linton, J.D. (1990) The relationship between metabolite pro-
duction and the growth efficiency of the producing organism.
FEMS Microbiology Review 75, 1-18.



468 ANGELITA M. DE SOUZA AND |.W. SUTHERLAND

Linton, J.D., Ash, S.G. and Luybrechts, L. (1991) Microbial
polysaccharides. In Biomaterials ¢d. Byrom, D. pp. 215-261.
London: Macmillan Publishers.

Preiss, J. (1984) Bacterial glycogen synthesis and its regulation.
Annual Review of Microbiology 38, 419-458.

Preiss, J. and Romeo, T. (1989) Physiology, biochemistry and
genetics of bacterial glycogen synthesis. Advances in Microbial
Physiology 30, 183-238.

Ribereau-Gayon, G., Sabraw, A., Lammel, C. and Preiss, J.
(1971) Biosynthesis of bacterial glycogen 1X: Rcegulatory
propertics of the adcnosine diphosphate glucose pyrophos-
phorylases of the Entcrobacteriaceae. Archives of Biochemistry
and Biophysics 142, 675-692.

Romeo, T., Kumar, A. and Preiss, J. (1988) Analysis of the
Escherichia cols gene cluster suggests that catabolic enzymes are
encoded among the biosynthetic enzymes. Gene 70, 363-376.

Sengha, S.S., Anderson, A.J., Hacking, A.J. and Dawes, E.A.
(1989) The production of alginate by Pseudomonas mendocina in
batch and continuous culture. Journal of General Microbiology

135, 795-804.

Sutherland, I.W. (1990) Biotechnology of Microbial Exo-
polysaccharides. Cambridge: Cambridge University Press.

Sutherland, I.W. and Norval, M. (1969) The synthesis of exo-
polysaccharide by Klebsiella aerogenes membrane preparations
and the involvement of lipid intermediates. Biochemical Journal
120, 567-576.

Sutherland, I.W. and Wilkinson, J.F. (1965) Depolymerases for
bacterial exopolysaccharides obtained from phage-infected bac-
teria. Journal of General Microbiology 39, 373-383.

Tait, M.I., Sutherland, I.W. and Clarke-Sturman, A.J. (19806)
Effect of growth conditions on the production, composition and
viscosity of Xanthomonas campestris exopolysaccharide. Journal
of General Microbiology 132, 1483-1492.

Trevelyan, W.E. and Harrison, J.S. (1952) Studies on yeast
metabolism. I. Fractionation and microdetermination of cell
carbohydrates. Biochemical Journal 50, 298-303.

Zevenhuizen, L.P.T.M. (1981) Cellular glycogen, f-1,2-glucan,
poly-fi-hydroxybutyric acid and extracellular polysaccharides in
fast-growing spccies of Rhizobium. Antonie van Leeuwenhock 47,
481-497.



