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RESUMO

Os polissacarideos microbianos estdo sendo muito utilizados atualmente por causa das
vantagens em relagédo aos provenientes de outras fontes. Muitos s&o sintetizados por
bactérias pertencentes a familia Sphingomonadaceae como gelana, ramsana, welana,
diutana, entre outras. Apesar da quantidade de polissacarideos existentes, a
descoberta de novos polissacarideos microbianos é importante, tendo em vista a sua
vasta aplicabilidade industrial, como espessantes, emulsificantes, estabilizantes e
guelantes. Além disso, ha a possibilidade de propriedades mais vantajosas e maior
producgéo bacteriana. Este trabalho teve como objetivo selecionar linhagens bacterianas
nativas de ambiente marinho produtoras de exopolissacarideos e caracteriza-los. Neste
contexto, a otimizacdo da composicdo dos meios de cultivo e condicbes de processo
podem modificar a producdo, com possibilidade de aplicacdo industrial. Quatro
bactérias foram selecionadas a partir da Colecdo de Cultura Microbiana do Instituto de
Ciéncias da Saude pela resisténcia ao meio agar nutriente contendo o antibiético
estreptomicina nas concentracdes 100 e 200 pg.mL?, sendo posteriormente
identificadas por analise molecular como pertencentes aos géneros Sphingomonas sp.,
Sphingobium sp. e Bacillus sp. A producdo dos polimeros sintetizados por essas
bactérias foi realizada em meio de cultivo, com alteracdo da fonte de carbono (sacarose
ou glicerina bruta). A quantidade dos exopolissacarideos sintetizados pelas bactérias
pertencentes aos géneros Sphingomonas sp. e Bacillus sp foi de 0,2 g.L! independente
da fonte de carbono utilizada. O polimero produzido por Sphingobium sp. foi de 0,1 g.L*
no meio contendo sacarose e 0,2 g.L* no meio com glicerina bruta. A CCMICS SB 22
nao produziu exopolissacarideo no meio contendo sacarose, enquanto que com a
glicerina bruta foi de 0,2 g.Lt. As viscosidades dos exopolissacarideos produzidos
pelas quatro linhagens estudadas ndo apresentaram diferenca entre si. A massa
molecular do exopolissacarideo produzido por Sphingobium sp. foi de 1,13 x 103
Daltons. Os outros polimeros ndo tiveram a massa molecular determinada por nao
apresentarem solubilidade em agua.

Palavras-chave: exopolissacarideos microbianos, Sphingomonadaceae, Bacillaceae
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ABSTRACT

The microbial polysaccharides are currently used being much because of advantages
over from other sources. Most of those which are being studied are synthesized by
bacteria of Sphingomonadaceae family, like gelan, rhamsan, welan, diutan, among
others. Despite the amount of existing polysaccharides, the discovery of new
polysaccharides is important, in view of its wide industrial applicability, such as
thickeners, emulsifiers, stabilizers, and binders. Furthermore, there is the possibility of
further advantageous properties and increased bacterial production. This work aimed to
select native bacterial strains of exopolysaccharides-producing marine environment and
characterize them. In this context, optimization of the composition of culture media and
process conditions may change the production, with the possibility of industrial
application. Four bacteria were selected from the Microbial Culture Collection of
Sciences Institute of Health the resistance to the nutrient agar containing the antibiotic
streptomycin in concentrations 100 and 200 ug.mL-1, subsequently identified by
molecular analysis as belonging to the Sphingomonas sp., Sphingobium sp. and
Bacillus sp. genres. The production of polymers synthesized by those bacteria was held
in the culture medium, by changing the carbon source (sucrose or crude glycerin). The
quantity of synthesized exopolysaccharides by the bacteria belonging to the
Sphingomonas sp. and Bacillus sp genres was 0,2 g.L* regardless of the carbon source
used. The polymer produced by Sphingobium sp. was 0,1 g.L* in the medium containing
sucrose and 0,2 g.L? in the medium with crude glycerin. The CCMICS SB 22 produced
no exopolysaccharide in the medium containing sucrose, while with crude glycerin was
0,2 g.L. The viscosities of exopolysaccharides produced by the four strains studied did
not differ among themselves. The molecular mass of the exopolysaccharide produced
by Sphingobium sp. was 1,13 x 103 Daltons. The others polymers did not have the
molecular mass determined for not showing solubility in water.

Keywords: microbial exopolysaccharides, Sphingomonadaceae, Bacillaceae
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos, como espécies de bactérias, fungos e algumas algas
produzem polissacarideos, que tem aplicabilidade em diversos setores industriais, como
espessantes, quelantes, emulsificantes e estabilizantes. Também podem ser utilizados
como agentes de suspensao, floculacdo e servirem para encapsular substancias. Além
disso, podem formar géis, filmes e membranas. (KUMAR et al., 2007; SCHMID et al.,
2014).

Os exopolissacarideos (EPS) sdo excretados pelos micro-organismos, enquanto
0s polissacarideos capsulares encontram-se dentro da célula (MORRIS et al., 2009).
Grande parte desses exopolissacarideos possuem estruturas quimicas diferentes dos
componentes da parede celular, mas em alguns, essas estruturas Sd8o muito
semelhantes quimicamente (SUTHERLAND, 1990).

Os EPS podem ser constituidos por um so tipo de monémero ou por mais de um
tipo de monémero, além da linearidade ou ramificacdo das cadeias. A estrutura primaria
desses polimeros difere quanto a composi¢cdo, sequéncia, massa molecular, posicao
das ligacOes e densidade de cargas. Além disso, quando ocorrem alteracdes no seu
entorno, as estruturas quimicas podem variar assim como a conformacédo (YALPANI,
2013).

Os EPS podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis ou residuos
industriais 0 que torna seu uso mais atrativo para os setores industriais. Aléem disso,
apresentam caracteristicas como biocompatibilidade e biodegradabilidade e, por isso,
sdo mais indicados para aplicacbes meédicas e na area de alimentos (SCHMID et al.,
2014).

Os biopolimeros microbianos ganharam espaco por causa das propriedades
fisicas Unicas ou mais vantajosas em relacdo aos polissacarideos produzidos pelas
plantas anteriormente muito utilizados (SUTHERLAND, 1998). Normalmente possuem
propriedades reolbgicas pseudoplasticas que, na maioria das vezes, sofrem menores
variacdes na temperatura, pH e adicdo de sais, 0 que € de suma importancia para a

aplicacao industrial.
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Os EPS utilizados em escala comercial sdo a dextrana, xantana, gelana, diutana e
ramsana (MAUGERI, 2001; KUMAR et al.,, 2007; XU et al., 2015). Porém, diversos
novos polissacarideos estdo sendo descobertos e pesquisados com a finalidade de
prospectar bactérias que apresentem uma maior producdo, com propriedades
reolégicas importantes, o que ocasiona uma diminuigdo no custo de producgédo, tendo
em vista que no processo de fermentagdo € necessario uma quantidade consideravel

de sacarose ou glicose como fonte de carbono o que encarece a sua sintese.

Muitos dos polissacarideos microbianos que estdo sendo pesquisados sdo
provenientes de bactérias da familia Sphingomonadaceae, como gelana (S-60),
ramsana (S-194), welana (S-130), diutana (S-657), 1-886, PS-EDIV, NW 11 e Ss. Essa
familia foi proposta recentemente compreendendo Novosphingobium, Sphingopxys,
Sphingobium e Sphingomonas (TAKEUSHI et al.,, 2001). Antes era reconhecido
somente este Ultimo género. Ela esta sendo muito estudada devido as suas aplicacdes
biotecnolégicas, como a capacidade de degradar total ou parcialmente diversos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, assim como de produzir polissacarideos com
propriedades reoldgicas favoraveis para o uso industrial na area de alimentos,
melhoramento na recuperacao de petréleo ou na industria da construcdo (SCHMID et
al., 2014).

Podem ser encontradas nos mais variados ambientes, tais como: solo (HUANG et
al., 2009), sedimento marinho poluido (GILEWICZ et al., 1997), aguas residuais de
vinicolas (MATSUYAMA et al.; 2003), sedimentos profundos (FREDRICKSON et al.,
1991), a4gua mineral natural (LEE et al., 2001), raizes de plantas (TAKEUSHI et al.,
1995), invertebrados marinhos (ROMANENKO et al., 2007; PARK et al.,, 2011),
manguezais (GUO et al., 2005), areia do deserto (HONGLI et al., 2011) e mina de zinco
e chumbo (FENG et al., 2014), entre outras.

Este projeto teve como objetivo selecionar linhagens bacterianas nativas de
ambiente marinho produtoras de exopolissacarideos utilizando meio de producao
contendo fontes de carbono sacarose e glicerina bruta. Os EPS foram quantificados e

caracterizados quanto a viscosidade aparente e massa molecular.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 EXOPOLISSACARIDEOS MICROBIANOS

Diversos micro-organismos produzem polissacarideos, principalmente o0s
procariontes (SUTHERLAND, 2001). Podem ser capsulares ligados a superficie da
célula ou secretados para fora da célula sem ter uma forma definida (SUTHERLAND
1998). Os exopolissacarideos (EPS) podem ser soluveis ou insoliveis (KUMAR et al.,
2007). O que torna grande parte deles sollveis em agua sdo as cadeias laterais que
geralmente apresentam grupamentos carregados como o acido urbénico e os piruvatos
cetais (SUTHERLAND, 1994). A solubilidade é influenciada pelo pH, céations e agentes
complexantes presentes (STEPHEN et al., 2006). Polimeros que sdo muito sollveis e
flexiveis, em sua maioria, serdo somente espessantes, como a xantana. Ao ser
dissolvida em agua, a xantana aumenta a viscosidade, sendo que esse processo pode
ser dependente da temperatura (RINAUDO, 1993).

Os EPS podem ser muitas vezes identificados na placa pela morfologia mucoide
da col6nia bacteriana. No meio liquido, quando estdo presentes, podem tornar 0 meio
muito viscoso e, de forma rara, solidifica-lo (SUTHERLAND, 1990). Existem polimeros
que formam complexos estaveis com corantes sollveis em agua, como o azul de
anilina, e, assim, pode ser também utilizado como uma ferramenta de triagem inicial
(KUMAR et al., 2007).

Os polissacarideos desempenham varias funcdes: fazem parte da parede celular
em plantas e em micro-organismos, realizam reconhecimento celular, estimulam as
defesas do hospedeiro, servem como nutrientes e fonte de oligossacarideos funcionais
e protegem 0s micro-organismos contra a desidratacdo. Na industria alimenticia sé&o
utilizados como espessantes, pois tornam os liquidos mais viscosos e, com isso,
permite que os alimentos figuem com determinada textura. Além de serem utilizados
como retentores de agua em alimentos processados, estabilizantes e agentes
gelificantes (MISAKI, 1993; TONELI et al., 2005; MORRIS et al., 2009).

Os exopolissacarideos podem estar relacionados com a patogenicidade do micro-

organismo. Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, sintetiza o alginato que pode
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bloquear a via respiratoria do paciente. Entretanto, ndo existe nenhum conhecimento de
problemas de toxicidade por esses polimeros. Alguns dos micro-organismos sintetizam
0s mesmos polissacarideos produzidos pelas plantas, como glucanos, alginatos e
celulose (MORRIS et al., 2009).

Os polissacarideos microbianos apresentam algumas vantagens em relacdo as
gomas produzidas por outros organismos, como os alginatos, goma arabica, goma guar
e goma de algaroba, pois ndo dependem de fatores climaticos, podendo ser produzidos
em uma quantidade determinada. Assim como, sua produtividade pode ser melhorada
e, as vezes, apresentar carateristicas novas que possam ser Uteis para as industrias
(MAUGERI, 2001). Apesar de serem melhores em relacdo aos outros polimeros
naturais ou sintéticos, competem com estes Ultimos, por serem mais caros para
produzir e comercializar (SUTHERLAND, 1998).

Diversos biopolimeros microbianos s&o produzidos industrialmente como a
xantana (sintetizada pelo género Xanthomonas), escleroglucana (produzida por varias
espécies de Sclerotium), zanflo, gelana (a partir das Sphingomonas sp.), curdlana,
alginato (sintetizado por bactérias dos géneros Azotobacter e Pseudomonas), dextrana
(produzida a partir da Leuconostoc mesenteroides), pululana (a partir de
Aureobasidiumoullulans), celulose bacteriana e glucanas (produzidas por leveduras)
(MAUGERI, 2001).

Os biopolimeros sdo utilizados em produtos alimenticios como agentes
espessante e gelificante, geralmente em concentracdes de 0,25 a 0,5% devido a sua
alta capacidade de tornar a solucéo viscosa e de originar géis (BEMILLER et al., 2010).
Os diferentes polissacarideos, quando misturados, podem apresentar interacdes
sinérgicas favoraveis, melhorando as propriedades reoldgicas, o que ocasiona
melhorias na qualidade do produto e, muitas vezes, diminuicdo no custo de producgao
podendo ser utilizados na industria (WILLIAMS e PHILLIPS, 1995).

Os polissacarideos podem ser constituidos por um sé tipo de mondémero ou por
mais de um tipo de mondémero, além de poderem ser lineares ou ramificados (YALPANI,

2013). A medida que aumenta a ramificagdo, ocorrem modificacbes nas propriedades
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fisicas como solubilidade em &gua, viscosidade e capacidade de formar géis
(STEPHEN et al., 2006). Podem ter moléculas muito eletronegativas ou polianiénicas,
como a xantana ou serem neutros, como a dextrana (MORRIS et al., 2009). As variadas
estruturas de carboidratos e, principalmente, a natureza polianibnica de grande parte
dos exopolissacarideos microbianos fornece diferentes tipos de interacdes catidnicas e,
com isso, alteracdes na reologia (MISAKI, 1993; SUTHERLAND, 1996).

Os polissacarideos microbianos, exceto os alginatos, sdo compostos por uma
estrutura primaria de unidades repetitivas que irdo variar de acordo com as enzimas
gue participam da biossintese dessas unidades (SUTHERLAND, 1996). Sao formados,
principalmente, por carboidratos, mas pode haver substituintes organicos e inorganicos
(SUTHERLAND, 1990). Esses polissacarideos contém, frequentemente, o0s
monossacarideos: D-glicose, D-galactose, D-manose, D-fucose, D-ramnose, N-
acetilhnexosamina-N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D e N-acetil-D-galactosamina
(SUTHERLAND, 1994). Os polimeros sintetizados pelos eucariotos, em sua maioria,
possuem pentoses, ao contrario dos sintetizados pelos procariotos em que a presenca
de pentoses ndo € muito comum (SUTHERLAND, 1990).

Os substituintes acil (principalmente acetato ligado a éster ou piruvato ligado a
cetal) estdo geralmente presentes na estrutura dos polissacarideos (SUTHERLAND,
1994). Geralmente, os grupos acetil estdo ligados a somente um acucar, sendo que
alguns deles podem possuir muitos dos monossacarideos que fazem parte da estrutura
principal acetilados. (SUTHERLAND, 1996).

O conhecimento da composicao do exopolissacarideo € um importante fator para
o desenvolvimento de um processo adequado de producdo. Além disso, o
entendimento do seu comportamento no meio de cultura diante de variaveis que podem
interferir na sua qualidade, como temperatura, variagdo no pH do meio e adi¢céo de sais,
€ necessario afim de que tais condicbes possam ser controladas durante a sua sintese
em larga escala (SCHULTEIS et al., 2009).

Os métodos geralmente utilizados para a identificacdo dos polissacarideos séo

hidrélise acida e analise quantitativa dos monossacarideos e acidos urénicos liberados
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usando combinacbes de cromatografia gasosa - espectrometria de massa (CG-MS),
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e eletroforese capilar (STEPHEN et
al., 2006).

Os exopolissacarideos microbianos tem um alto custo de producéo por causa da
sacarose ou glicose como fonte de carbono e, apesar das descobertas de novas gomas
gue estdo sendo estudadas, as que dominam o mercado industrial sdo trés: a dextrana,
xantana e gelana (MAUGERI et al., 2001). Entretanto, mesmo com o elevado custo de
producédo, sdo atrativos para a industria. A xantana, por exemplo, custa cerca de US$14
por quilo e a dextrana ciclica custa cerca de US$ 50 por quilo e é utilizada em produtos
farmacéuticos (MORRIS et al., 2009).

A dextrana é produzida por Leuconostoc mesenteroides. Comercialmente pode
ser sintetizada na presenca dessa bactéria ou na sua auséncia, pois a producao do
biopolimero é extracelular através da enzima dextrana-sacarase. E utilizada em
diversos setores industriais, tais como em industrias farmacéutica, fotografica,

alimenticia, petrolifera e na agricultura (MAUGERI et al., 2001).

A goma xantana é produzida a partir de Xanthomonas campestris, sendo
comumente encontrada em produtos alimenticios devido a algumas de suas
propriedades como: solubilidade em agua sob diferentes temperaturas; viscosidade em
solucdo, mesmo que em pequena concentracao; sua viscosidade ndo é alterada em
temperaturas que variam de 0 a 100°C; apresenta estabilidade em solu¢des com baixo
pH; e, proporciona estabilidade a alimentos que possam ser congelados e
descongelados (BEMILLER et al., 2010). E um produto referéncia, pois h4 muito tempo
e utilizada na indastria alimenticia e pela sua elevada conversédo de substrato para
polimero (60-70%), acaba sendo um produto mais econdmico (SUTHERLAND, 1998). A
producéo esta por volta de 10.000 toneladas por ano (MORRIS et al., 2009).

A goma gelana é sintetizada por Sphingomonas elodea. Pode ser encontrada em
sua forma natural, rica em grupos acil, que forma um gel macio, elastico e nao
quebradico (semelhante aos géis produzidos com agar e carragenana) ou com pequena

quantidade de grupos acil que forma um gel firme, ndo-elastico e quebradico
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(BEMILLER et al., 2010). A gelana pobre em grupos acil € muito utilizada na inddstria
alimenticia. Essas duas formas também podem ser misturadas originando gel com
textura intermediéria (BEMILLER et al., 2010). O uso da gelana na industria alimenticia
foi aprovada em 1992 pela US Food and Drug Administration (PSCZOLA, 1993).

Gelrite® e Kelcogel® sao duas formas da goma gelana encontradas no mercado e
aprovadas nos USA e Unido Europeia para uso na industria alimenticia como
gelificante, estabilizante e agentes de suspensao. Podem ser encontrados sozinhos ou
misturados com outros hidrocoléides (SUTHERLAND 1998). Gelrite® possui algumas
caracteristicas como: termorreversibilidade, formando uma solucdo viscosa em agua
fria; gel altamente resistente mesmo em baixas concentracfes quando em contato com
sais soluveis; pode ser submetido ao processo de autoclavagem; geralmente, néo
ocorre degradacédo por acao de enzimas; e, ndo sofre altera¢cdes quimicas pela maioria
dos aditivos utilizados nos meios de crescimento. Kelcogel® pode ser encontrada tanto
com alta quantidade de grupos acil quanto com baixa quantidade. Compostos alcalinos
sao utilizados para desacetilar o polimero (PRAJAPATI et al., 2013). A goma gelana
Gel-Gro pode ser utilizada como substituto do agar. Ela € rigida como o agar, é estavel
em diferentes temperaturas, é transparente na presenca de cations e pode ser utilizada
combinada com aditivos nutricionais (PRAJAPATI et al., 2013).

2.2 PRODUCAO DOS BIOPOLIMEROS POR CULTIVO SUBMERSO

Os exopolissacarideos podem ser produzidos por micro-organismos a partir de um
meio complexo ou sintético quimicamente definido (KUMAR et al., 2007). Sendo que a
producdo é dependente das diferentes fontes de carbono e das suas concentracoes,
assim como das fontes de nitrogénio inorganicas ou organicas (BERWANGER et al.,
2006; PRASERTSAN et al.,, 2008). Além de diversos parametros como temperatura
(MATSUYAMA et al.,, 2003), agitacdo (BERWANGER et al., 2006), pH e aeragao
(PRASERTSAN et al., 2008). A quantidade de fésforo também influencia, pois o fosfato
tem relacdo com enzimas especificas que s&o responsaveis pela producdo de

polissacarideo. (KUMAR et al., 2007, XU et al., 2015). Além disso, a concentracao de
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ions metais € crucial para o crescimento dos micro-organismos e producdo de
metabalitos (XU et al., 2015).

A producdo de exopolissacarideos fica mais facil de ser visualizada quando a
bactéria é suplementada com acucar em abundancia e com uma quantidade minima de
nitrogénio, pois este € normalmente utilizado para induzir a limitagdo do crescimento e
estimular a sintese de polissacarideo, assim como o sulfato também pode ser utilizado
para esta finalidade (POLLOCK, 1993; SUTHERLAND, 1996). A proporgéo 10:1 de C/N
€ considerada como a mais adequada para uma producdo maxima (SEO et al., 2004;
KUMAR et al., 2007). De acordo com BAJAJ et al. (2006), as fontes de nitrogénio
organicas resultam em uma menor biomassa e maior rendimento de exopolissacarideo.
Provavelmente, o motivo para esse aumento sdo 0S aminoacidos e vitaminas
presentes. O mesmo ndo é observado para as fontes de nitrogénio inorganicas que
auxiliam na producdo da biomassa, mas nédo interferem no rendimento. A fonte de
carbono presente no meio de producdo € um dos constituintes mais importantes para a
construcdo do material celular, assim como para a producao de exopolissacarideo (XU
et al., 2015).

Muitos micro-organismos sintetizam polimeros em meios tamponados a pH
neutros. Além disso, uma temperatura baixa para a sintese de polissacarideos pode
levar a uma diminui¢do na taxa de crescimento e massa celular, o que pode provocar
um aumento no tempo da fase exponencial e, com isso, a viscosidade ser maior

guando comparada com temperaturas mais altas (KUMAR et al., 2007).

Geralmente, a temperatura e o pH 6timos para a formacdo da biomassa séo
diferentes dos valores para a sintese de exopolissacarideos, pois a fermentacao
comeca com a fase de crescimento seguida pela fase de producdo (DONOT et al.,
2012; OHNER, 2013). Alem disso, alteracdes significativas nas propriedades reoldgicas
acontecem durante o curso da fermentacdo por causa da producdo de
exopolissacarideos que resulta em um caldo muito viscoso e ndo newtoniano que pode
causar problemas de mistura, transferéncia de calor e fornecimento de oxigénio, assim

como gerar instabilidades na qualidade final do produto (OHNER, 2013).
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Fontes de carbono como sacarose, glicose, lactose, maltose, sorbitol, soro de
leite, amido, agucares concentrados (Neosorb™, Cerelose ™), metanol e Cg a C15 de n-
alcanos podem ser utilizadas para a producdo de polimeros microbianos, sendo que a
glicose sob concentracdes de 2-5% (w/v) € o substrato preferido de muitas espécies
bacterianas (SUTHERLAND, 1996; KUMAR et al., 2007). Ja as fontes de nitrogénio
que estdo sendo utilizadas atualmente sdo sulfato de aménia, peptona, nitrato de sddio,
ureia e extrato de levedura (KUMAR et al., 2007).

O custo com o meio de producéo pode chegar a aproximadamente 30% do valor
total do processo, jA que meios complexos geralmente utilizados possuem muitos
nutrientes caros como extrato de levedura, peptona e sais (OHNER, 2013). Por isso
diversos residuos industriais e agricolas estdo sendo utilizados como matéria-prima, a
fim de baratearem esse valor total da sintese de polissacarideos. O xarope de milho,
melaco bruto ou pré-tratado, residuo de batata, residuos de frutas citricas, residuo do
suco de macéd, soro de mandioca, cana-de-agUcar, soro de queijo e glicerina bruta sédo
alguns exemplos de residuos que podem ser utilizados como fonte de carbono em
substituicdo a sacarose ou glicose (BILANOVIC et al., 1994; FIALHO et al., 1999;
SAKATA et al.,, 2003; BERWANGER et al.,, 2006; DRUZIAN e PAGLIARINI, 2007;
BRANDAO et al., 2008; BRANDAO et al., 2010; BILANOVIC et al., 2011; ASSIS et al.,
2014). Ja o bagaco de soja pode ser utilizado como fonte de nitrogénio (JIN et al.,
2003).

O glicerol é um subproduto significativo da producéo de biodiesel. Para cada 9 kg
de biodiesel produzido, aproximadamente 1 kg de glicerol bruto é formado (DASARI et
al., 2005; ALBARELLI et al., 2011). O uso do glicerol no Brasil € de aproximadamente
13 mil toneladas por ano (ABIQUIM, 2005). Porém com a exigéncia do governo em
adicionar 6% de glicerol no diesel convencional (MME, 2014), provavelmente a
guantidade de residuos de glicerol sera maior do que a demanda atual de mercado,
fazendo necessario encontrar novas formas de utilizagdo (ALBARELLI et al., 2011),
para ndo descarta-lo no meio ambiente o que poderia causar danos. Uma alternativa
interessante € o uso do glicerol, sem nenhum tipo de tratamento, para a producao de

exopolissacarideos, pois constitui uma fonte de carbono de baixo custo (ALVES et al.,
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2010).

2.3 RECUPERACAO DOS BIOPOLIMEROS

A primeira etapa para a recuperacdao dos exopolissacarideos € a extracdo, que
pode ser feita por centrifugacado ou aquecimento térmico, caso o polimero seja estavel a
temperatura a que ele serd submetido. A velocidade e o tempo da centrifugacdo
depende da sua natureza e viscosidade. Para a extracdo do polissacarideo ligado a
célula o método geralmente utilizado é a autoclavagem, porém outros métodos como a
utilizacdo do sonificador, ebulicdo da suspensao celular por 15 minutos em &agua,
aquecimento a 60° C em solucdo salina e aquecimento na dgua com fenol a 65° C
também séo possiveis (KUMAR et al., 2007).

A segunda etapa é a separacdo do polimero que geralmente ocorre por utilizacdo
de solventes organicos polares misciveis em agua como o alcool isopropilico, etanol e
acetona, que fazem com que o polimero seja precipitado a partir do sobrenadante
(ASHTAPUTRE et al., 1995; SEO et al., 2004; KUMAR et al., 2007; BRANDAO et al.,
2013). O volume do solvente utilizado pode ser uma, duas ou trés vezes o volume do
sobrenadante, porém a proporcdo mais utilizada € 2:1. Os solventes organicos
possibilitam a separacdo pela diminuicdo da solubilidade do exopolissacarideo em
agua. O brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e o 3,5,6 - trifenil - 2,3,5,6 tetraaza
biciclo-1-hexeno (nitron) também podem ser utilizados nessa etapa da separacao
(KUMAR et al., 2007), assim como modificacdo no pH (STEPHEN et al., HUANG et al.,
2009).

Apés a separacdo do polimero, este € centrifugado, seco em estufa, purificado e
liofilizado. A purificacdo pode ser realizada por meio da didlise (ASHTAPUTRE et al.,
1995; BERWANGER et al., 2006; ASSIS et al., 2014). Geralmente nenhuma
modificacdo é feita no exopolissacarideo apds a sua producgédo, porém eles podem ser
alterados fisicamente ou quimicamente. Essas alteragfes interferem nas propriedades
reoldgicas e fisicas dos polimeros (ASHTAPUTRE et al., 1995; NAMPOOTHIRI et al.,
2003; STEPHEN et al., 2006; KUMAR et al., 2007).



23

2.4 VISCOSIDADE APARENTE DOS BIOPOLIMEROS E COMPORTAMENTO

A reologia é a ciéncia do escoamento e o fluxo da matéria. Estuda a forma como
0S materiais reagem a uma forca aplicada sobre eles. Qualquer material tem
propriedade reoldgica (STEFFE, 1996).

Nos fluidos newtonianos a viscosidade sofre interferéncia da temperatura e
pressdo. No escoamento desses fluidos, em regime laminar, h4 uma proporcao entre a
tensdo cisalhante e a taxa de cisalhamento (MACHADO, 2002). Os fluidos que néo
seguem esse comportamento sdo denominados de fluidos ndo-newtonianos, no qual as
propriedades de escoamento sao influenciadas pela taxa de cisalhamento e o
coeficiente de viscosidade € a viscosidade aparente (Rao et al., 2014). A taxa de
cisalhamento € a relacdo entre a variacdo da velocidade de escoamento e a distancia
entre camadas ou particulas discretas de fluido. Ja o coeficiente de viscosidade é a
resisténcia de um fluido contra todo tipo de alteragdo da sua posicdo (MACHADO,
2002).

Fluidos
[
I |
Newtonianos nao-newtonianos
]
I |
Independentes do tempo Dependentes do tempo
[
I |
Pseudoplastico Tixotrépico Reopéctico

Dilatante

Figura 1: Classificagdo do comportamento reolégico de fluidos

Os fluidos né&o newtonianos podem ser divididos em duas categorias:

independentes do tempo e dependentes do tempo (Figura 1). Os primeiros sO
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dependem da taxa de cisalhamento, enquanto os Uultimos também dependem da
duracéo do cisalhamento. O comportamento do fluxo independente do tempo pode ser
dividido nas categorias pseudoplastico e dilatante, dependendo se a viscosidade
aparente diminui ou aumenta, respectivamente, com um aumento na taxa de
cisalhamento (RAO et al., 2014).

Muitos fluidos ndo newtonianos exibem comportamentos pseudoplasticos, dentre
eles materiais liquidos como suspensdes, dispersfes e emulsdes, de enorme interesse
industrial (MACHADO, 2002). O comportamento pseudoplastico € aquele no qual em
uma taxa de cisalhamento baixa, os polimeros estdo mais ligados entre si e, com isso,
ha uma resisténcia ao fluxo, o que torna a viscosidade alta. Porém, quando a taxa de
cisalhamento vai aumentando, os polimeros vao ficando mais lineares e, assim, passam
a se orientar na direcdo do fluxo, opondo resisténcia menor ao escoamento e,
consequentemente, a viscosidade diminui. Em um certo momento, quando a taxa de
cisalhamento é alta, as cadeias tornam-se totalmente orientadas na direcao do fluxo,
logo a viscosidade ndo mais se relaciona com a taxa de cisalhamento (AKCELRUD,

2007). Os alimentos dilatantes praticamente ndo sao encontrados (RAO et al., 2014).

A diminuicdo da viscosidade de grande parte dos materiais liquidos
pseudoplasticos acontece de forma reversivel, ou seja, eles voltam a ter uma

viscosidade alta quando o cisalhamento para ou é interrompido (MACHADO, 2002)

Fluidos ndo newtonianos com propriedades de fluxo dependente do tempo sao
subdivididos em reopéticos e tixotrépicos. Nos fluidos tixotropicos, a uma taxa de
cisalhamento fixa, a viscosidade diminui com o tempo, enquanto que a viscosidade de

um fluido reopético aumenta com o tempo (RAO et al., 2014).

Os viscosimetros séo instrumentos que medem o0s parametros viscosos do fluido,
sob cisalhamento continuo. No viscosimetro Brookfield de cilindros coaxiais, a taxa de
cisalhamento é controlada e o sistema é Searle. Nesse tipo de sistema, um corpo
cilindrico interno gira, imerso em um fluido e mede o torque necessario para vencer a
resisténcia viscosa do fluido devido ao cisalhamento provocado. A leitura da deflexao,

transmitida por uma mola espiralada conectada ao corpo cilindrico através do eixo
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principal, é realizada através do painel digital. A deformacdo da mola € proporcional a
viscosidade do fluido para uma certa velocidade de rotagdo do corpo imerso. Os
modelos analdgicos possuem diferentes letras LV, RV, HA e HB que significam,
respectivamente, baixa, média, alta e ulta-alta viscosidade. O adaptador ULA deve ser
utilizado quando se quer analisar os fluidos newtonianos ou n&o-newtonianos que
tenham baixa viscosidade (MACHADO, 2002).

2.5 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

Para a determinacdo da massa molecular utiliza-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), na qual colunas recheadas sdo usadas e uma fase mével, que é
transportada pela coluna sob alta presséo. Diversos tipos de detectores como o
espectrometro de massa, indice de refracdo, absorvancia ou emissdo de luz sao
posicionados na saida da coluna, o que faz com que haja um registro sucessivo da
composicao do efluente, resultando em um cromatograma que pode ser utilizado para

identificar ou quantificar os componentes da amostra (COLLINS et al., 2006).

A Unica exigéncia para a realizacdo da CLAE é que a amostra seja soluvel na fase
movel. Consequentemente, é a ferramenta utilizada para a separacdo de espécies
ibnicas ou macromoléculas, assim como para diversos outros compostos de massa
molar alta e/ou estabilidade térmica (COLLINS et al., 2006).

A cromatografia por exclusdo se baseia na separacdo pelo tamanho das
moléculas do polimero em solucdo. Essa separacdo ocorre pela passagem da fase
movel pela fase estacionaria contendo particulas porosas. As moléculas maiores
presentes na fase mével ndo ficam retidas nos poros da fase estacionaria e assim
eluem antes do que as moléculas menores que permeiam pelos poros. As moléculas de
tamanho médio tem penetracdo parcial. E um dos mecanismos geralmente utilizados na
determinacdo do peso molecular de polimeros (COLLINS et al., 2006; AKCELRUD,
2007; RUDIM e CHOI, 2015).

A cromatografia por exclusao pode ser dividida em filtracdo em gel que utiliza
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fases mdveis aguosas e é comumente utilizada para a separacdo de biopolimeros
soluveis em agua e, permeacdo em gel, na qual utiliza fases mdveis organicas
(COLLINS et al., 2006).

2.6 EXOPOLISSACARIDEOS DA FAMILIA SPHINGOMONADACEAE

Exopolissacarideos relacionados com gelana apresentam uma mesma estrutura
basica que consiste em unidades tetrassacaridicas repetitivas compostas por (glicose —
acido glicurénico — glicose — X, sendo X L-ramnose ou L- manose), no qual diferentes
grupos laterais estdo ligados como L-glicerato, grupos O-acetil, sacarideos,
influenciando as suas propriedades reoldgicas. Nos biopolimeros gelana, ramsana,
diutana e welana a quarta unidade é composta de L-ramnose. J& nos
heteropolissacarideos PS-88 e PS-198, a quarta unidade pode ser tanto L-ramnose
guanto L-manose (CHOWDHURY et al., 1987, JANSSON et al., 1983, 1985, 1986, KUO
et al., 1986, CAMPANA et al., 1990).

Esses exopolissacarideos sdo denominados “sphingans” e as bactérias que os
secretam sdo bacilos Gram-negativos e apresentam pigmentacdo amarelada. Séo
pertencentes ao género Sphingomonas, agora referidas como Sphingomonadaceae
(POLLOCK et al., 1993; TAKEUSHI et al., 2001). Possuem uma viscosidade estavel
guando em solucdo ao longo de uma ampla faixa de pH (2-12) e temperatura (100-150
°C), dependendo da sua estrutura quimica (SCHMID et al., 2014).

Em 25% aproximadamente das unidades tetrassacaridicas repetitivas do
polissacarideo extracelular gelana (S-60) encontram-se grupos O-acetil ligados a uma
das moléculas de glicose (JANSSON et al.,, 1983). Também pode ser encontrado
fazendo parte da cadeia lateral L-glicerato (KUO et al., 1986).
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Figura 2: Estrutura da unidade repetitiva tetrassacaridica do polimero gelana em seu estado nativo
(Jansson et al., 1983)

A gelana pode ser comercializada em ambas as formas, com alto ou baixo
conteudo de grupos acil. Pode ser utilizada na industria alimenticia como gelificante, por
exemplo, para a producdo de geleias; como agente de suspensdo para uma gama de
laticinios neutros e produtos a base de soja. Forma filmes e revestimentos que podem
ser utilizados em pdes e empanados. Além disso, 0 acréscimo dessa goma na
superficie de produtos alimenticios facilita a adesao de temperos e sabores (SWORN et
al., 2009). A estabilidade dessa goma na presenca de algum acido é uma vantagem
para a sua utilizacdo em produtos a base de frutas (JIM et al., 2003). Pode formar géis

com texturas diferentes através da adicdo de sais (PRAJAPATI et al., 2013).

A gelana também pode ser utilizada como substituto do agar, pois forma um gel
mais claro, possui a mesma forca quando utilizada em menor quantidade e apresenta
menor toxicidade para micro-organismos sensiveis (KANG e PETTIT, 1993;
PRAJAPATI et al., 2013). Além disso, é estavel sob altas temperaturas e solidifica mais
rapido do que o agar (PRAJAPATI et al., 2013). Um derivado carboxilado de gelana
demonstrou ter uma alta atividade antioxidante, no qual o elevado contetdo de acido
urénico teve um papel relevante (ELBOUTACHFAITI et al., 2011).

Na cadeia lateral de welana (S-130) encontra-se em 2/3 da unidade
tetrassacaridica L-ramnose ligada a um dos residuos de glicose e 1/3 de L-manose.
Enquanto que 50% aproximadamente dessas unidades contém grupos O-acetil
(JANSSON et al., 1986).
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Figura 3: Estrutura da unidade tetrassacaridica repetitiva do polimero welana adaptada (Campana et al.,
1990)

O biopolimero “welana” possui alta viscosidade. Apresenta estabilidade na faixa
de pH 2-12 e em solugbes que contenham grandes quantidades de sais. Mantém Gtima
viscosidade em temperaturas de até 150°C. Além de possuir uma melhor estabilidade
térmica quando comparada com a goma xantana (SANDFORD et al., 1984, KANG e
PETTIT, 1993). Pode ser utilizada em misturas injetadas sobre altas pressdes para
extracdo de petrdleo e gas natural e na recuperacdo avancada de petréleo. Possui a
propriedade de prevenir a fase de separacdo dos produtos a base de cimento.
Apresentando potencial para construcao de concreto submerso e para a cimentacao de
campo petrolifero (KANG e PETTIT, 1993).

J& a cadeia lateral de ramsana (S-194) é formada por duas moléculas de glicose e
acetil (JANSSON et al., 1986).

CHy oH CH0H

Q
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Figura 4: Estrutura da unidade tetrassacaridica repetitiva do polimero ramsana modificada (Jansson et
al., 1986)
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A “Ramsana” possui propriedade pseudoplastica, sendo semelhante a da goma
xantana. Nao é formadora de gel. Além disso, sob temperaturas de até 100°C, ndo
modificam sua viscosidade em solucdes; e, a perda da viscosidade é termorreversivel
(SANDFORD et al., 1984, KANG e PETTIT, 1993, XU et al., 2015). E um eficiente
agente de suspensdo em fertilizantes que contenha médio a baixo nivel de fosfato e
elevados niveis de nitrogénio. Também é usada em tintas a base de agua e
revestimentos, como agente de suspenséo, estabilizante e espessante (KANG et al.,
1993).

A diutana (S-657) € composta de duas unidades do acucar ramnose em sua
cadeia lateral (CHOWDHURY et al., 1987).
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Figura 5: Estrutura da unidade tetrassacaridica repetitiva de diutana modificada (Chowdhury et al., 1987)

O polimero “diutana” possui elevada viscosidade em quantidade muito pequena e
em altas temperaturas, além de apresentar uma espuma estavel. Por causa disso, pode
ser utilizado como agentes de suspensao, de ligacdo, espessante, lubrificante,
emulsificante, estabilizante e para a formacéo de filmes. Estabilidade a adicdo de sais
também integram as suas propriedades (PEIK et al., 1992). Algumas das suas
utilidades sdo como adesivos, retentor de agua em rejuntes e argamassas, produtos de
limpeza, explosivos embalados, revestimentos de sementes, producdo de alimentos
que contenham grande quantidade de acucar como geleias, produtos a base de
laticinios como sorvete e iogurte. Uma utilidade importante encontra-se no campo do
petréleo (PEIK et al., 1992).

Os heteropolissacarideos sphingans, como gelana, diutana, welana e ramsana,
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podem ser utilizados, em conjunto, como fluidos de limpeza de pogos, pois contribuem
para a estabilidade da viscosidade e reduzem o atrito, além de poderem ser reutilizados
(SHAPOVALOQV et al., 2010).

Um exopolissacarideo (I-886) que também faz parte do grupo sphingans é
sintetizado por Sphingomonas paucimobilis e, ao invés do acido glicurdnico, encontra-
se 2-desoxi-acido glucurénico. Duas moléculas de glicose, assim como grupos O-acetil
fazem parte cadeia lateral (FALK et al., 1996).

—4)-B- n-Glep-(1-54)-0-1.-Rhap-(1—23)-B-n-Glep-(1—-4)-2-deoxy-B-n -arabino-Hexp A-(1—
6

T
1
B-b -Glcp-(1—26)-a-1» -Glep

Figura 6: Estrutura da unidade tetrassacaridica repetitiva do polissacarideo 1-886 (Falk et al., 1996)

O biopolimero produzido por Sphingomonas pituitosa é composto de glicose,
ramnose e um acUcar ndo identificado (DENNER et al., 2001). Posteriormente, foi
denominado PS-EDIV e a unidade monossacaridica foi reconhecida como &cido
glicurébnico ou acido 2-desoxi-glicurénico localizada na terceira posi¢cdo da estrutura
tetrassacaridica repetitiva. Possui uma estrutura similar a 1-886 e a ramsana
(SCHULTEIS et al., 2008). E um polimero microbiano pseudoplastico, sendo muito
influenciado pelo tipo e concentracdo de sais em relagdo as outras variaveis
(SCHULTEIS et al., 2009).
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Figura 7: Estrutura da unidade tetrassacaridica repetitiva do polissacarideo PS-EDIV (Schultheis et al.,
2008)

Um outro exopolissacarideo foi produzido por Novosphingobium rosa, formado por
glicose, ramnose, manose e acido manurdgico. O acido glicurdnico ndo foi encontrado
(MATSUYAMA et al., 2003).

O biopolimero sanxana € produzida por Sphingomonas sanxanigenens isolada a
partir do solo (HUANG et al., 2009). Apresenta propriedades espessante, gelificante e
emulsificante (HUANG et al., 2012).

A Sphingomonas sp. CS101 produz um biopolimero ndo comumente encontrado no
grupo sphingans, por conter fucose. Glicose, manose e ramnose também fazem parte

da estrutura tetrassacaridica (SEO et al., 2004).

Além desses, varios outros biopolimeros pertencentes ao grupo sphingans estao
sendo relatados a partir de novas espécies de bactérias do género Sphingomonas,
porém, o elevado custo de extragdo de solventes organicos e a sintese reduzida
durante o processo de fermentacédo, ndo favorece a producao industrial. Até agora, os
anicos que sao produzidos em escala comercial sdo a gelana, welana e diutana
(HUANG et al., 2012).

Entretanto, a busca por novas bactérias que sintetizem uma maior quantidade de
biopolimeros ja conhecidos ou novos é importante diante da vasta aplicabilidade que
eles possuem, além de diminuir o custo de producido. E o caso da gelana que,
inicialmente, foi identificada como sendo produzida por Aureomonas elodea ATCC
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31461, entretanto, depois foi encontrada a Sphingomonas paucimobilis ATCC 31461
que sintetiza esse mesmo exopolissacarideo com um rendimento muito maior
(MAUGERI et al., 2001).

2.7 SPHINGOMONADACEAE

A familia Sphingomonadaceae é composta por bacilos ndo formadores de
esporos,  estritamente  aerdbios, quimioorganotroficos e que  possuem
glicoesfingolipideos. Os géneros Sphingomonas e Sphingobium fazem parte dessa
familia (TAKEUSHI et al., 2001).

O género Sphingomonas pertence a subclasse a-4 de Proteobacteria (TAKEUSHI
et al., 1994). Bactérias proximas filogeneticamente com as Sphingomonas e que nao
fazem parte da familia Sphingomonadaceae sdo as pertencentes aos géneros
Porphyrobacter, Erythrobacter e Erythrobacterium (TAKEUSHI et al., 1995; YIM et al.,
2010). J& o género Zymomonas pertence a essa familia e também esté relacionado
com as Sphingomonas (TAHARA et al., 1994).

Todos os membros de Sphingomonas possuem como uma caracteristica tipica a
presenca do acido 2-hidroximiristico (2-OH 14:0) (TAKEUSHI et al., 1995). Os
lipopolissacarideos, assim como outras estruturas que sado caracteristicas de bactérias
Gram-negativas, estdo ausentes (WHITE et al, 1996). Os glicoesfingolipideos
apresentam uma funcdo semelhante a desempenhada pelos lipopolissacarideos
(KAWAHARA et al., 1991).

As bactérias pertencentes ao género Sphingomonas sédo capazes de degradar
diversos poluentes organicos, como dibenzo-p-dioxina e dibenzofurano (WITTICH et al.,
1992), p-Cresol, xileno, salicilato e benzoato. Também sado capazes de degradar, mas
nao completamente tolueno e naftaleno (FREDRICKSON et al., 1995). Além de
fenantreno (XIAO-HONG et al. 2010), carbofurano (FENG et al. 1997),
hexaclorociclohexano (IMAI et al., 1991) e pentaclorofenol (KARLSON et al., 1995).

Bactérias do género Sphingomonas apresentam atividade antimicrobiana contra
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cocos e bacilos Gram-positivos, como encontrado para uma nova espécie isolada de
um molusco bivalve (ROMANENKO et al., 2007). Além de produzir composto que tem
acao anti-cianobacteriana (IMAMURA et al., 2000).

Sphingomonas sdo Gram-negativas. O conteddo dos nucleotideos
guanina/citosina do DNA € de 62-68%. Os polimorfismos do RNAr 16S que permite
reconhecer esse género sao encontradas nas posi¢oes 52:359 (C:G), 134 (G), 593 (G),
987:1218 (G:C) € 990:1215 (U:G) (TAKEUSHI et al., 2001).

A deteccdo das Sphingomonas no solo pode ser realizada pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) utilizando um conjunto de primers especificos para o0 género
(LEUNG et al.,, 1999). A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) também pode ser
utilizada para identificar Sphingomonas em culturas puras e mistas e também em
amostras ambientais, mas nao é totalmente eficaz porque a sonda de oligonucleotideos
usada para esse género também é capaz de hibridizar bactérias do género Zymomonas
(NEEF et al. 1999).

A utilizacdo de um meio seletivo com uma fonte de carbono especifica e/ou um
determinado antibiético € uma forma pratica de avaliar a presenca de grupos
bacterianos especificos em amostras ambientais (VANBROEKHOVEN et al., 2004).
Apesar das bactérias pertencentes ao género Sphingomonas terem diversas
aplicacbes, ainda ndo € encontrado no mercado nenhum meio especifico para este
grupo (VANBROEKHOVEN et al., 2004; YIM et al., 2010).

O antibidtico estreptomicina adicionado hd um meio pode ser usado para
selecionar Sphingomonas. Porém, outras bactérias, grande parte da classe a-
Proteobacteria, também apresentam resisténcia. O uso do antibiotico estreptomicina em
adicdo a observacdo da cor amarelada que a maioria das Sphingomonas possuem
pode ser utilizada como um método rapido de verificagdo da presenca e quantidade de
bactérias pertencentes a esse género (VANBROEKHOVEN et al., 2004).

Um meio semi-seletivo para este grupo utilizando piperacilina e estreptomicina e
um conjunto de primers que foram desenhados de acordo com as duas regifes

conservadas do gene serina palmitoil-transferase das Sphingomonadaceae, que €
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indispensavel para a via de biossintese de esfingolipidios, se mostrou eficaz para o
crescimento, isolamento e identificacdo das bactérias pertencentes ao género
Sphingomonas a partir de diversos ambientes (YIM et al., 2010).

Sphingobium sdo Gram-negativas, medem 0,3-0,7 x 1-3,5um. O &cido graxo
dominante é 18:1. O conteddo dos nucleotideos guanina/citosina é de 62-67%. Os
polimorfismos do rRNA 16S que permite reconhecer esse género sdo encontradas nas
posicdes 52:359 (U:A), 134 (G), 593 (U), 987:1218 (A:U) e 990:1215 (U:G) (TAKEUSHI
et al., 2001).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

A partir de isolados bacterianos de ambiente marinho, selecionar os pertencentes
a familia Sphingomonadaceae e Bacillaceae que produzam exopolissacarideos.
Quantificar e caracterizar 0os exopolissacarideos quanto a viscosidade aparente e

massa molecular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar e caracterizar linhagens bacterianas de Sphingomonadaceae e

Bacillaceae;

- Comparar o efeito da composicdo do meio, mais especificamente da fonte de

carbono, na producao e propriedades dos exopolissacarideos resultantes;
- Determinar a viscosidade aparente dos biopolimeros;

- Determinar a massa molecular dos biopolimeros produzidos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DAS LINHAGENS PERTENCENTES A FAMILIA
SPHINGOMONADACEAE E BACCILACEAE ATRAVES DE ANTIBIOTICO

Uma forma de triagem inicial para os isolados pertencentes a familia
Sphingomonadaceae e Bacillaceae foi realizada através do meio agar nutriente
contendo 100 pg/mL de estreptomicina. Bactérias pertencentes a Colecédo de Cultura do
Instituto de Ciéncias da Saude (CCMICS) (SB 21, SB 22, SB 40, SB 45, SB 46, SB 47,
SB 48, SB 57, MG 51, MG 52, MG 58, MG 59, MG 64, MG 65, MG 66, MG 67, MG106,
SM 30, SM 38, SM 39, SM 43, SM 101) que foram isoladas dos sedimentos das praias
Maragogipe (MG), Saubara (SB) e Salinas das Margaridas (SM) utilizando o meio
Zobbel foram testadas quanto ao crescimento. Além disso, mais duas bactérias (530 e
531) também pertencentes & CCMICS e que foram isoladas do trato gastrointestinal de
poliquetas em Madre de Deus foram testadas quanto a capacidade de crescimento em

meio de cultura suplementado com o antibidtico estreptomicina.

Quatro isolados (CCMICS 530, CCMICS 531, CCMICS MG 58, CCMICS SB 22)
que cresceram em meio agar nutriente contendo 100 pg/mL do antibiético
estreptomicina também foram testados em relacdo ao crescimento em meio agar
nutriente contendo 200 pg/mL do mesmo antibidtico. A Staphylococcus aureus que €
resistente ao antibiético foi utilizada em ambas as concentragfes de estreptomicina
como controle (YIM et al., 2012).

4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

A fim de verificar algumas caracteristicas morfoloégicas das col6nias, foram

realizados ensaios de coloracdo de Gram e semeaduras em estrias, em agar nutriente.

4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS LINHAGENS SELECIONADAS

A extracdo de DNA das 4 linhagens bacterianas selecionadas (CCMICS 530,
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CCMICS 531, CCMICS MG 58 e CCMICS SB 22) foi realizada utilizando o kit Wizard®
Genomic DNA Purification Kit. Posteriormente, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi feita utilizando o primer especifico para bactéria 8F 5 -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3 e o primer universal 1391R 5 -
GACGGGCGGTGWGTRCA — 3’ (LEY et al., 2006). Para cada reacao de PCR, 1uL do
DNA extraido foi utilizado em um volume total de 25 pL, sendo 2,5 pL do tampéao 10X, 2
puL do dnTP, 1 pL de cada primer, 0,1 pL da Taq DNA polimerase e o restante de agua.
As reacOes de PCR foram realizadas no aparelho ABI 7500 da Applied Biosystems
utilizando os seguintes parametros: desnaturacéo a 95° C por 3 minutos, seguido por 30
ciclos sendo 45 segundos a 95° C, 45 segundos a 59° C e 1 minuto a 72° C e, uma
extensdo final a 72° C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram purificados com
Exosap, incubando a 37 ° C por 15 minutos e 80° C por 15 minutos e entdo
sequenciados na Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz). A identificagdo molecular foi feita a
partir da similaridade entre sequéncias descritas em bancos de dados publicos, como o

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.4 PADRAO DE CRESCIMENTO

Para estudar o comportamento quanto ao crescimento das linhagens testadas,
100 pL das bactérias CCMICS MG 48 e CCMICS SB 22 foram reativadas em 10 ml de
YM (Yeast Malt) contendo (gL™): extrato de levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona
5,0 glicose 10,0; e incubadas em estufa a 30° C. Apds 12 horas de crescimento, 800 uL
dos in6culos foram aliguotados em 70 ml do meio YM e incubadas em agitador orbital
(Shaker — Tecnal TE 420) com temperatura controlada de 28°C + 2°C e rotacédo de 120

rpm para o inicio do monitoramento do padrao de crescimento.

As bactérias CCMICS 530 e CCMICS 531 foram reativadas, aliquotando 500 uL
em 50 mL de caldo nutriente e incubadas em agitador orbital (Shaker — Tecnal TE 420)
com temperatura controlada de 30°C + 2°C e rotacdo de 150 rpm. Apos 16 horas de
crescimento, 1 mL dos inoculos foram aliquotados em 70 ml de caldo nutriente e

incubadas em agitador orbital com temperatura controlada de 30°C + 2°C e rotacéo de
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150 rpm para o inicio do monitoramento do padrao de crescimento.

A absorbancia foi monitorada, em comprimento de onda 560 nm, utilizando o
espectrofotometro SP-22 Bioespectro. Aliquota de 1 mL de cada amostra foi sendo
retirada a cada 2-4 horas para avaliar através da densidade otica (D.O.) e a cada 6
horas para plaqueamento em &gar nutriente, apés a diluicdo seriada, sendo que os
intervalos do plaqueamento obedeceram também a leitura da densidade otica. Os
valores obtidos a partir da absorbancia e contagem total foram utilizados para a

construcéo das curvas.

45 PRODUCAO DOS BIOPOLIMEROS

As bactérias CCMICS 530 e CCMICS 531 foram reativadas em 50 mL do meio
caldo nutriente, aliquotando 500 uL, e incubadas em agitador orbital (Shaker — Tecnal
TE 420) com temperatura controlada de 30°C + 2°C e rotacdo de 150 rpm. Apds 12
horas de crescimento, foi produzido o inéculo, aliguotando 1 mL em 70 mL de caldo
nutriente e incubadas em agitador orbital nas mesmas condicbes descritas

anteriormente.

Ja as CCMICS SB 22 e CCMICS MG 58 foram reativadas em 10 ml de YM e
incubadas em estufa a 30°C. Apos 16 horas de crescimento, foi feito o inéculo,
aliquotando 800 puL em 70 ml de YM e incubadas em agitador orbital (Shaker — Tecnal

TE 420) com temperatura controlada de 28°C + 2°C e rotacdo de 120 rpm.

Apdés 15 horas de crescimento das CCMICS 530 e 531 e 8 e 10 horas,
respectivamente, de crescimento das CCMICS SB 22 e CCMICS MG 58 que
corresponde ao momento 6timo da fase log da curva de crescimento dessas bactérias,
10 mL foram retirados e inoculados em 90mL do meio de produgdo em frascos tipo
Erlenmeyrs de 250 mL e incubadas em agitador orbital a 180 rpm, 30°C, por 72 horas.
O meio de producéo de biopolimero utilizado contém por litro: 40 g de sacarose, 1 g de
KNOg, 0,2 g de MgSO, . 7H,0, 0,5 g de K;HPO,, 0,1 g de CaSO,, 0,05 g de NaMoOy,,
pH 7,2 com variacdo de 0,2 para mais ou para menos (ASHTAPUTRE et al, 1995;
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BERWANGER et al., 2006). O experimento foi realizado em triplicata.

ApOs uma nova reativagdo das bactérias CCMICS 530, CCMICS 531, CCMICS
SB22 e CCMICS MG 58 e inéculo seguindo o mesmo procedimento descrito
anteriormente para a producao de EPS, 10 ml foram retirados e inoculados no mesmo
meio de producéo anteriormente citado com a diferenca da sacarose que foi substituida
por 2% (m/v) de glicerina bruta, em frascos tipo Erlenmeyrs de 250 ml e incubadas em
agitador orbital a 180 rpm, 28°C, por 72 horas. O experimento foi também foi realizado
em triplicata.

4.6 RECUPERACAO DOS BIOPOLIMEROS

Para a sedimentacdo das células, foi realizada uma centrifugacdo do caldo de
cultivo a 5000 rpm, por 30 minutos a 4°C. Apds 0 sobrenadante ser transferido para
outro tubo, foi adicionado alcool etilico na proporcdo 1:3 (v/iv) e mantido sobre
refrigeracdo durante 12 horas. As amostras foram novamente centrifugadas a 5000
rpm, 30 minutos a 4°C, a fim de recuperar o polimero precipitado, que foi separado e
seco em estufa (30°C durante 24 horas), pesado por gravimetria e armazenado
(BERWANGER et al., 2006). O célculo da producdo do EPS foi em gL™ de meio de

cultivo.

4.7 TESTE DE SOLUBILIDADE EM AGUA

Os exopolissacarideos foram testados quanto a solubilidade em &agua destilada,

misturando uma pequena fracdo dos EPS a 1 mL de agua destilada.

4.8 VISCOSIDADE APARENTE DOS EXOPOLISSACARIDEOS

Os exopolissacarideos foram dissolvidos em &gua deionizada, concentragdo de
0,09% (m/v) para andlise de viscosidade aparente, a temperatura de 25°C. A parte do
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EPS utilizada para a andlise foi a solivel em agua. O aparelho utilizado foi o rebmetro
digital da marca Brookfield, modelo LV, spindle ULA. A taxa de cisalhamento variou de
5a 150 s™, em 30 ciclos, com intervalo de 5 segundos. A viscosidade aparente maxima

foi considerada a partir de um torque acima de 10%, por recomendacédo do fabricante.

A determinacdo da massa molecular dos exopolissacarideos das CCMICS MG 58
e CCMICS 531 nao foi realizado porque sé&o insollveis em agua e a CCMICS SB 22

ndo produziu polimero.

4.9 DIALISE E LIOFILIZACAO

A dialise do EPS foi realizada durante 48 horas. O biopolimero seco produzido
pela CCMICS 530, que foi o Unico EPS totalmente solavel em agua, foi diluido em &4gua
deionizada e colocado em uma membrana e submetido a agitacdo durante todo o
tempo da didlise, sendo que a agua foi trocada seis vezes, periodicamente a cada 8

horas.

Posteriormente, o biopolimero em solugéo aquosa foi retirado e colocado em um
frasco proprio para liofilizagdo, sendo realizado no Laboratério de Fisica Nuclear da

Universidade Federal da Bahia.

Figura 8: Polimero produzido pela bactéria CCMICS 530 ap6s liofilizagao

4.10 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DA CCMICS 530
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O peso molecular do biopolimero produzido pela CCMICS 530 no meio de
producao utilizando sacarose foi estimado pela cromatografia por exclusdo de tamanho
(sistema GPC HPLC, PerkinElmer Série 200, Shelton, U.S.A) com colunas em série
Shodex OHpak SB 803, 804, 805, 806 (Kawasaki-ku, Japan), usando 50 mM NaNOj
como eluente a uma taxa de fluxo de 1 mL-min™ no laboratério Laboratério de
Pescados e Cromatografia Aplicada (Lapesca) da Universidade Federal da Bahia. O
detector usado foi um indice de refracdo (RI) PerkinElmer Série 200 (Shelton, U.S.A.). A
calibracdo da coluna foi feita com padrdes de dextrana (peso molecular entre 1.02 x 10°
Da e 5.9 x 10° Da) (American Polymer Standards, U.S.A.). Uma aliquota de 80 uL (0.3%
m/v) dos padrbes da dextrana de diferentes massas moleculares e da goma da
CCMICS 530 em solucdo aquosa foram injetados nas mesmas condicdes

cromatograficas.

A determinacdo da massa molecular da CCMICS 530 foi realizada utilizando uma
curva de calibracdo log MM (massas moleculares dos padrbes de dextrana) x RT

(tempo de retencgéo).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o teste de
contraste utilizado foi o teste de tukey (5% de probabilidade), utilizando o software
Assistat versao 7.7 (2015).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SELECAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

As bactérias CCMICS MG 58, CCMICS SB 22, CCMICS 530 e CCMICS 531 foram
as unicas resistentes a 100 pug/ml do antibiético estreptomicina dos 24 isolados (SB 21,
SB 22, SB 40, SB 45, SB 46, SB 47, SB 48, SB 57, MG 51, MG 52, MG 58, MG 59, MG
64, MG 65, MG 66, MG 67, MG106, SM 30, SM 38, SM 39, SM 43, SM 101, CCMICS
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530 e CCMICS 531) testados (Figura 8). Staphylococcus aureus foi utilizada como

controle.

Figura 9: Crescimento em meio agar nutriente contendo 100 pg/ml do antibiético estreptomicina das
bactérias A: CCMICS MG 58, B: CCMICS 531, C: CCMICS SB 22, D: CCMICS 530.

As CCMICS MG58, SB 22, 531 e 530 foram testadas quanto ao crescimento em
meio agar nutriente contendo 200 pg/ml de estreptomicina, mas somente as trés

primeiras apresentaram crescimento (Figura 9).

Figura 10: Crescimento em meio agar nutriente contendo 200 pg/ml do antibitico estreptomicina das
bactérias A: CCMICS MG 58, B: CCMICS 531, C: CCMICS SB 22.

VANBROEKHOVEN et al., 2004 testou 17 espécies do género Sphingomonas e
28 bactérias ndo pertencentes a esse género em um meio contendo concentracdes
distintas do antibiotico estreptomicina (2, 5, 10, 15, 20, 50, 100, 150 e 200 pg/ml) e
guase todas as espécies do género Sphingomonas apresentaram crescimento até a
concentragdo maxima de 200 pg/mL do antibidtico, com excecdo da Sphingomonas
ursincola que teve uma tolerdncia até 50 pg/mL. Enquanto que das 28 bactérias

testadas ndo pertencentes ao género Sphingomonas, somente 4 a-Proteobacterias
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cresceram em 200 pg/mL de estreptomicina.

YIM et al. (2012) também testou algumas concentracbes do antibiotico
estreptomicina (50, 100 e 200 pg/mL) misturado com 50 pg/mL do antibidtico
piperacilina para verificar a resisténcia de bactérias isoladas de uma industria e todas
as Sphingomonas cresceram em 100 pg/ml do antibidtico estreptomicina e, a maioria,
também cresceu em 200 pg/ml do antibiotico. As bactérias ndo pertencentes ao género
Sphingomonas nao resistiram a 100 e 200 pug/ml de estreptomicina em conjunto com 50

pg/ml de piperacilina.

A partir do exposto acima, pode-se concluir que mesmo a CCMICS 530 néo
apresentando resisténcia a 200 pg/ml do antibidtico estreptomicina, apresentou

resisténcia a 100 pg/ml, indicando pertencer ao género Sphingomonas.
5.2 CARACTERIZACAO MORFOLOFICA DOS ISOLADOS

A partir dos ensaios de coloracdo de Gram e plagueamento da cultura em agar
nutriente, pode-se observar que as CCMICS 530 e 531 sdo bacilos Gram-negativos
com aspecto mucdide e de coloracdo amarelada. Segundo VANBROEKHOVEN et al.,
2004, das 37 bactérias pertencentes a familia Sphingomonadaceae estudadas, apenas
7 ndo possuem coloracdo amarelada. TAKEUSHI et al., 2001, caracterizou os géneros
Sphingomonas e Sphingobium como bacilos Gram-negativos. As CCMICS SB 22 e MG

58 sdo bacilos Gram-positivos, com esporos, aspecto mucdide e coloracao creme.
5.3 IDENTIFICA(;AO MOLECULAR

O sequenciamento do gene rRNA 16S das linhagens bacterianas desse estudo
indicou os seguintes resultados considerando 100% de cobertura: em relacdo a
CCMICS SB 22 nao foi possivel obter o resultado do sequenciamento, CCMICS MG 58
apresentou identidade de 99% para o género Bacillus sp., CCMICS 530 obteve
identidade de 99% para Sphingobium sp. e CCMICS 531 apresentou identidade de

100% para o género Sphingomonas sp.

Logo, a partir dos resultados do sequenciamento, pode-se concluir que o

antibiotico estreptomicina nas concentracfes 100 e 200 pg/mL nédo € eficaz para
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selecionar somente bactérias da familia Sphingomonadaceae, tendo em vista que o
género Bacillus sp. também foi resistente. De acordo com BAUTISTA et al. (2012),
Bacillus thuringiensis € resistente ao antibiético estreptomicina. LUNA et al. (2007)
testou 5 espécies de bactérias do género Bacillus, incluindo Bacillus thuringiensis, e
todas foram suscetiveis a concentracdo do antibiético estreptomicina utilizada. Pode-se
perceber que a resisténcia das bactérias aos antibidticos depende muito da
concentracdo testada. Apesar disso, 0 antibiotico estreptomicina nas concentracdes
100 e 200 pg/mL pode ser utilizado em uma triagem inicial, ja que ndo ha ainda no
mercado nenhum meio seletivo para esta familia e esse antibidtico é facil de ser

encontrado, além de ter um custo acessivel.
5.4 CURVAS DE CRESCIMENTO

Os resultados da curva de crescimento mostraram que a bactéria pertencente ao
género Bacillus sp. apresentou a fase lag de 0 a 4 horas, fase log até 12 horas e, a

partir deste ponto a fase estacionaria, que persiste até 24 horas (Figura 11).
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Figura 11: Curva de crescimento microbiano da bactéria pertencente ao género Bacillus sp.

A CCMICS SB 22 também apresentou a fase lag de 0 a 4 horas, fase log até 9
horas, seguida pela fase estacionaria (Figura 12).
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Figura 12: Curva de crescimento microbiano da bactéria CCMICS SB 22

De acordo com os resultados da curva de crescimento da bactéria do género

Sphingobium sp., pode-se verificar que a fase lag dura 4 horas, seguida pela fase log

até 19 horas e depois ocorre a fase estacionaria (Figura 13).
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Figura 13: Curva de crescimento microbiano da bactéria pertencente ao género Sphingobium sp.

A partir

da curva de crescimento da bactéria pertencente ao género
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Sphingomonas sp., pode-se concluir que a fase lag ocorre entre 0 e 4 horas, fase log
até 19 horas, seguida pela fase estacionaria (Figura 14).
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Figura 14: Curva de crescimento microbiano da bactéria pertencente ao género Sphingomonas sp.

A partir dos resultados das curvas de crescimento foi possivel saber, em uma faixa
de absorbancia de 560 nm, qual o momento 6timo da fase log e a sua concentracdo
celular, podendo assim, padronizar os inéculos das bactérias CCMICS 530, CCMICS
531, CCMICS MG 58 e CCMICS SB 22 para a producdo de exopolissacarideos, que
resultard em produgfes com menor desvio padréo entre as triplicatas, e com isso, maior

preciséo.

5.5 PRODUCAO DOS EXOPOLISSACARIDEOS

Os exopolissacarideos sintetizados pelas bactérias pertencentes aos géneros
Sphingobium sp. (CCMICS 530), Bacillus sp. (CCMICS MG 58) e Sphingomonas sp.
(CCMICS 531) utilizando a fonte de carbono sacarose no meio de cultivo resultaram em
uma producdo de 0,1 g/L; 0,2 g/L; e, 0,2 g/L. CCMICS SB 22 nao produziu

exopolissacarideo (Figura 14).
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Figura 15: Polimeros sintetizados utilizando sacarose como fonte de carbono a partir das linhagens
bacterianas dos géneros - A: Sphingobium sp., B: Bacillus sp., C: Sphingomonas sp.

ASHTAPUTRE et al. (1995) trabalhando com Sphingomonas paucimobilis obteve
6,5 g/L do biopolimero usando o mesmo meio de producéo deste trabalho, mas com a
fermentacdo em bioreator de 2 litros. BERWANGER et al. (2006) utilizou a bactéria
Sphingomonas capsulata que produziu 1,1 g/L de exopolissacarideo, utilizando também

as mesmas condi¢des deste trabalho, diferindo somente na temperatura.

SEO et al. (2004) trabalhando com Sphingomonas sp. CS101 obteve um produgao
de 17,2 g/l. NAMPOOTHIRI et al. (2003) utilizando a bactéria Sphingomonas
paucimobilis encontrou uma producéo de 12,6 g/L. MATSUYAMA et al. (2003) observou
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uma producdo a partir da Novosphingobium rosa de 2,7 g/L do polimero presente no
sobrenadante e 0,6 g/L do polimero precipitado. Logo, é possivel perceber que a
producdo de polissacarideos varia muito a depender do género ou espécie que esta
sendo utilizada. Mesmo em uma unica linhagem podem haver variacées consideraveis
a depender dos parametros (temperatura, agitagdo, pH e aeracdo) e o meio de
producao utilizados para a sintese de polissacarideos. HUANG et al. (2012) ao utilizar
concentracOes diferentes de glicose, extrato de levedura, fosfato de potassio, nitrato de
sédio, carbonato de calcio, sulfato de ferro, cloreto de sodio e sulfato de magnésio para

a producdo de exopolissacarideo percebeu uma diferenca de 12,4 a 16,2 gl/L.

As quantidades dos polimeros produzidos pelas linhagens trabalhadas foram
baixas quando comparadas com as encontradas na literatura, porém uma otimizacao
do processo de producdo pode faze-la aumentar. Segundo KUMAR et al. (2007), a
guantidade e a qualidade do exopolissacarideo microbiano sdo muito afetadas pelas
condi¢cBes nutricionais e ambientais e uma maior producdo do polimero € possivel por
manipulacdo das condi¢ces da cultura. HUANG et al. (2012) ao otimizar a producéo do
polimero sintetizado por Sphingomonas sanxanigenens obteve 17,5 g/L, que foi 25%
maior do que a obtida pelo meio original. Assim como XU et al. (2015), que obteve uma
producdo 42% maior ao otimizar a producédo da goma ramsana. ZHU et al. (2013) ao
otimizar a sintese da goma gelana conseguiu uma producdo 35,7% maior do que a
obtida com a melhor producdo convencional em batelada.

BAJAJ et al. (2006) ao variar as fontes de nitrogénio inorganicas (cloreto de
amonio, sulfato de aménio, nitrato de sddio, nitrato de potassio e nitrato de amdnio)
utilizadas em um meio de produgdo basal observou que o sulfato de amoénio foi
responsavel por uma maior producdo da goma gelana, enquanto que o nitrato de
potassio, que foi a fonte de nitrogénio utilizada no meio de producéo deste trabalho, foi

0 que resultou em um dos menores rendimentos.

XU et al. (2015), ao variar as concentracdes da fonte de fosfato (K;HPO,),
observou que houve um aumento na produgcédo da goma ramsana com um aumento na
concentracdo de fosfato. A quantidade de fosfato utilizada neste trabalho foi baixa
guando comparada aos valores usados por XU et al. (2015), com isso, pode-se concluir
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gue esse pode ser um dos motivos para uma menor produgdo dos polimeros.

Os polimeros sintetizados pelas bactérias dos géneros Sphingobium sp. (CCMICS
530), Bacillus sp. (CCMICS MG 58), Sphingomonas sp. (CCMICS 531) e CCMICS SB
22 utilizando meio de producdo contendo glicerina bruta resultaram em uma producéo
aproximada de 0,2 g/L.

Figura 16: Polimeros sintetizados utilizando glicerina bruta como fonte de carbono a partir das bactérias
pertencentes aos géneros — A: Sphingobium sp., B: Bacillus sp., C: Sphingomonas sp., D: CCMICS SB
22.
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Tabela 1. Producédo de biopolimeros pelas linhagens MG58, 530 e 531, em meio de
cultura com as fontes de carbono sacarose e glicerina bruta, em g.L ™.

Fonte de carbono Producéo de exopolissacarideo (g.L™)

Linhagens bacterianas | Bacillus sp. | Sphingobium sp. | Sphingomonas sp.

Sacarose 0,17Aba 0,11Bb 0,21Aa

Glicerina Bruta 0,16Aa 0,19Aa 0,16Aa

Letras mailsculas representam as diferengas nas linhas (entre as linhagens bacterianas) e letras
minUsculas representam a andlise nas colunas (sacarose X glicerina bruta). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si.

Pode-se constatar na Tabela 1 que as linhagens bacterianas pertencentes aos
géneros Bacillus sp. e Sphingomonas sp. ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa na producdo de exopolissacarideo ao substituir a sacarose por glicerina
bruta como fonte de carbono. Resultado similar foi observado por PAPANIKOLAU et al.
(2002) que obteve a mesma quantidade de acido citrico sintetizada pela levedura

Yarrowia lipolytica ao utilizar glicerina bruta ou sacarose.

De acordo com DASSY et al. (1991), o rendimento do polissacarideo capsular
sintetizado pela Staphylococcus aureus variou a depender do meio utilizado, mas néo
variou significativamente ao utilizar diferentes fontes de carbono (glicose, lactose,
galactose, sacarose, maltose, manose, manitol, glicerol, citrato de sodio, piruvato de

sédio e acido glutamico) em um mesmo meio basal.

A producao de exopolissacarideo sintetizado pela bactéria do género Sphingobium
sp., apresentou diferenca significativa ao substituir a sacarose por glicerina bruta, sendo
a producdo maior (Tabela 1). Pode-se constatar também na Tabela 1 que ndo houve
diferenca significativa na producdo de exopolissacarideos sintetizados pelas bactérias
pertencentes aos géneros Bacillus sp., Sphingobium sp. e Sphingomonas sp. ao utilizar
glicerina bruta como fonte carbono no meio de cultivo, enquanto que ao utilizar
sacarose, a bactéria pertencente ao género Sphingomonas sp. foi a que produziu uma
maior quantidade de EPS, enquanto que a bactéria pertencente ao género
Sphingobium sp. foi a que produziu uma menor quantidade. CCMICS SB 22 so6

produziu polimero com o meio de producédo a base de glicerina bruta.
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BRANDAO et al. (2013) obteve uma producdo 70% maior da goma xantana ao
utilizar o residuo de glicerina bruta como fonte de carbono ao invés da sacarose sob as

mesmas condicdes.

BAJAJ et al. (2006) ao variar as fontes de carbono (glicose, sacarose, lactose,
frutose, maltose e amido soluvel) utilizando o mesmo meio constatou que houve
diferenca na producédo da goma gelana. NAMPOOTHIRI et al. (2003) também testou
diferentes fontes de carbono e obteve diferencas significativas na produgédo da goma
gelana. O mesmo foi observado por XU et al. (2015) que ao variar as fontes de carbono
(glicose, sacarose, frutose, maltose, lactose, amido solavel, e glicerol) obteve diferencas

na producdo da goma ramsana.

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a sacarose pode ser
substituida pela glicerina bruta como fonte de carbono. Desta forma ao utilizar sacarose
no meio de producdo o custo é de R$ 1,00/L de meio, enquanto que com a glicerina
bruta o custo € R$ 0,0018/L de meio, portanto, o uso da glicerina bruta para produgéo
dos polimeros sintetizados nesse trabalho reduz o custo, além de evitar danos

ambientais pelo descarte deste produto no meio ambiente.

5.6 SOLUBILIDADE EM AGUA

Os exopolissacarideos produzidos pelas bactérias pertencentes aos géneros
Sphingomonas sp. e Bacillus sp., assim como da CCMICS SB 22 possuem uma
pequena fracdo solivel em agua, consequentemente, apenas a parte solivel em agua

foi utilizada para a determinacao da viscosidade aparente (Tabela 2).

O exopolissacarideo produzido pela Sphingobium sp. € totalmente sollvel em
agua (Tabela 2) e, por isso, foi 0 Unico exopolissacarideo que teve a massa molecular

determinada.

Tabela 2 — Solubilidade em agua dos exopolissacarideos sintetizados pelas bactérias
dos géneros Sphingobium sp., Shingomonas sp. e Bacillus sp. e CCMICS SB 22
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Linhagens selecionadas Solubilidade em &gua
CCMICS SB 22 Soluvel em parte
Sphingobium sp. (CCMICS 530) Totalmente solavel
Sphingomonas sp. (CCMICS 531) Soluvel em parte
Bacillus sp. (CCMICS MG 58) Solavel em parte

5.7 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE APARENTE DOS EXOPOLISSACARIDEOS
OU FRACOES DOS EXOPOLISSACARIDEOS SOLUVEIS EM AGUA
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Figura 17: Viscosidade aparente utilizando sacarose como fonte de carbono das fragcdes sollveis em
agua a 0,09% (m/v) dos polimeros sintetizados pelas bactérias pertencentes aos géneros — A:
Sphingobium sp., B: Sphingomonas sp., C: Bacillus sp.

Os exopolissacarideos produzidos com sacarose pelas bactérias pertencentes aos

géneros Sphingobium sp., Sphingomonas sp. e Bacillus sp.

viscosidade aparente maxima de 1,13 centiPoise (cP),1,23

apresentaram uma
cP,

respectivamente, da fracdo aquosa soluvel a 0,09% (m/v) e temperatura de 25°C, a

uma taxa de cisalhamento 65 s™ (Figura 17).
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Figura 18: Viscosidade aparente utilizando glicerina bruta como fonte de carbono das fragfes sollveis
em agua a 0,09% (m/v) dos polimeros sintetizados pelas bactérias pertencentes aos géneros — A:

Sphingobium sp., B: Sphingomonas sp., C: Bacillus sp., D: CCMICS SB 22 .

Os exopolissacarideos produzidos com glicerina bruta pelas bactérias
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pertencentes aos géneros Sphingobium sp., Sphingomonas sp., Bacillus sp. e CCMICS
SB 22 apresentaram uma viscosidade aparente maxima de 1,17 cP, 1,22 cP, 1,23 cP e
1,22 Cp, respectivamente, da fracdo aquosa soltuvel a 0,09% e temperatura de 25°C, a

uma taxa de cisalhamento 65 s™ (Figura 18).

Todos os exopolissacarideos produzidos independentemente da bactéria ou fonte
de carbono apresentaram comportamento ndo-newtoniano, com caracteristica
pseudoplastica, na qual a viscosidade diminui com o0 aumento da taxa de cisalhamento.
N&o houve diferenca na viscosidade ao substituir a sacarose por glicerina bruta, logo

pode ser utilizada no meio de producédo como Unica fonte de carbono disponivel.

ASHTAPUTRE et al. (1995) obteve uma viscosidade de 4,2 centiPoise (Cp) a
30°C, para EPS produzido pela bactéria Sphingomonas paucimobilis utilizando o
mesmo meio de cultivo desse trabalho contendo sacarose. BERWANGER et al. (2006)
obteve uma viscosidade aparente média de 176 Cp em solucdo aquosa a 3% e
temperatura de 25°C, para EPS produzido por Sphingomonas capsulata, também
utiizando o mesmo meio de cultivo deste trabalho com sacarose como fonte de
carbono. HUANG et al. (2012) observou uma viscosidade de aproximadamente 6000 cP
em solucdo aquosa a 0,4% e temperatura de 25°C, para EPS sintetizado por

Sphingomonas sanxanigenens.

Uma viscosidade 30% maior foi obtida para a goma xantana sintetizada por
Xanthomonas campestris ao utilizar glicerina bruta ao invés da sacarose como fonte de
carbono no meio de producéo (BRANDAO et al., 2013).

O aumento da viscosidade em solugédo aquosa do exopolissacarideo depende da
sua concentracao e seu peso molecular ou sua viscosidade inerente (RINAUDO, 1993;
HUANG et al., 2012). Como a concentracdo dos polimeros em solugdo aquosa foi de
0,09% (m/v), muito menor do que a concentracdo utilizada por outros autores, ja era
esperado que as suas viscosidades seriam mais baixas (ASHTAPUTRE et al., 1995
BERWANGER et al., 2006; HUANG et al., 2012).

AlteracOes significativas na viscosidade aparente acontecem durante o curso da

fermentacdo por causa da producdo de exopolissacarideos que resulta em um caldo
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muito viscoso e ndo newtoniano que pode dificultar a transferéncia de calor e
fornecimento de oxigénio, assim como gerar instabilidades na qualidade final do
produto (OHNER, 2013). Logo, polimeros com uma viscosidade menor como 0s
encontrados neste trabalho sdo mais faceis de produzir em escala comercial, podendo
ser utilizados como aditivos com outras finalidades que ndo seja aumentar a
viscosidade do produto. Além disso, podem ser misturados com outras gomas a fim de

aumentar a viscosidade.

5.8 MASSA MOLECULAR DO POLIMERO PRODUZIDO PELA CCMICS 530

As propriedades fisicas e quimicas dos polissacarideos sédo fortemente
determinadas pelas condicbes de cultivo, logo uma caracterizacdo precisa dos

exopolissacarideos é muito importante (OHNER, 2013).

A curva de calibracdo de log MM (massa molecular) x RT (tempo de retencao) foi

linear: log MM = -0,295 x RT +30,83 com um coeficiente de correlacéo R?= 0,99.

i’

RT {min)

Figura 19: Cromatograma CLAE-GPC-IR do exopolissacarideo totalmente sollivel em agua sintetizado
pela bactéria pertencente ao género Sphingobium sp. utilizando sacarose como fonte de carbono com

tempo de retencdo de 37,97 minutos e o caldo coletado apds 120 horas de fermentacdo em agitador
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orbital.

A massa molecular do exopolissacarideo produzido pela Sphingobium sp. foi de
1,13 x 10° Daltons (Da) (Figura 18). SEO et al. (2004) analisou o exopolissacarideo
sintetizado pela Sphingomonas sp. CS101 e obteve a massa molecular de 4,2 x 10° Da.
A goma gelana tem uma massa molecular média de 4,5 a 6 x 10° Da (YAPANI, 2013).
Dois exopolissacarideos foram produzidos por Novosphingobium rosa, sendo que um
tem massa molecular de 2 x 10° Da enquanto o outro possui massa molecular entre 1 x
10° Da e 1,5 x 10° Da (MATSUYAMA et al., 2003). A massa molecular do
exopolissacrideo produzido por Sphingomonas pituitosa é de aproximadamente 4,2 X
10° Da (DENNER et al., 2001). De acordo com SUTHERLAND (1994), as cadeias
poliméricas geralmente tem elevada massa molecular. Além disso, segundo SCHMID et
al. (2012), os exopolissacarideos que fazem parte do grupo “sphingans” possuem uma

massa molecular na faixa de 7x10% a 5 x 10° Da.

O valor da massa molecular do exopolissacarideo produzido pela bactéria
pertencente ao género Sphingobium sp. utilizando sacarose como fonte de carbono
obtido nesse trabalho € pequeno quando comparado com outros polissacarideos
sintetizados pelo género Sphingomonas e Novosphingobium, provavelmente porque o
tempo de producdo nao foi suficiente para as bactérias consumirem toda a sacarose
presente no meio e converter em mais exopolissacarideo. Além disso, segundo KUMAR
et al., 2007, o tamanho do exopolissacarideo pode variar com a fonte de carbono

utilizada, assim como com a bactéria e condic¢des de cultivo empregada.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
6.1 CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

- Isolados bacterianos pertencentes as familias Sphingomonadaceae e Bacillaceae
apresentaram crescimento em meio agar nutriente contendo o antibiético estreptomicina

nas concentragdes 100 e 200 pg/ml;

- Os polimeros sintetizados pelas bactérias dos géneros Sphingobium sp. e
Sphingomonas sp. nativas de ambiente marinho ainda ndo tinham sido citados na

literatura;

- E possivel produzir exopolissacarideos a partir de Bacillus sp., Sphingobium sp. e
Sphingomonas sp. utilizando sacarose ou glicerina bruta como fonte de carbono;

- A producédo de exopolissacarideos a partir de Sphingobium sp. e CCMICS SB 22 foi

significativamente maior ao utilizar glicerina bruta como fonte de carbono;

- Todos os polimeros estudados apresentaram comportamento pseudoplastico, sendo
gue a viscosidade foi praticamente a mesma para os polimeros sintetizados por Bacillus

sp., Sphingobium sp. e Sphingomonas sp ao substituir a sacarose por glicerina bruta;

- A viscosidade aparente dos exopolissacarideos produzidos pelas bactérias foi menor
do que os valores de exopolissacarideos do mesmo género de bactérias relatados na
literatura, logo ndo tem muita aplicabilidade como espessantes, mas podem ser
utilizados para outros fins industriais, assim como podem ser misturados a outras

gomas a fim de aumentar a sua viscosidade;

- A massa molecular do exopolissacarideo produzido por Sphingobium sp. foi menor do
que os valores de EPS relatados na literatura para este género de bactéria,
provavelmente porque a bactéria ndo consumiu toda a sacarose presente no meio

como substrato para a conversao em mais exopolissacarideo;

- As producgdes e viscosidades podem ser potencializadas se a composi¢cao do meio de
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cultivo e condi¢cdes de processo forem otimizadas.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizar a nivel de espécie as bactérias dos géneros Sphingomonas sp.,
Sphingobium sp. utilizando primers especificos para esses géneros, além do

uso de outras ferramentas como hibridizacdo DNA-DNA;

Identificar por meio do sequenciamento do gene rRNA 16S da bactéria
CCMICS SB 22;

Otimizar as condicbes do processo de producdo dos polimeros produzidos
pelas bactérias utilizadas nesse trabalho, através de variacGes de parametros
como temperatura e agitacao e também por utilizacdo de outros meios a base

de glicerina bruta como fonte de carbono;

- Caracterizar a estrutura dos exopolissacarideos por meio de técnicas

cromatograficas;

- Prospeccéo de patente.
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