Universidade Federal da Bahia
Instituto de Ciéncias da Saude
Departamento de Ciéncias da Biointeracéo

Programa de Pés Graduacéo em Biotecnologia

Diana Alves Matos

Bioprospeccao de bactérias do género Vibrio sp. isoladas de

ambiente marinho para producdo de exopolissacarideos

Salvador — BA

2015



DIANA ALVES MATOS

Bioprospeccao de bactérias do género Vibrio sp. isoladas de ambiente

marinho para producédo de exopolissacarideos

Dissertacao apresentada ao
programa de Pos-graduagdo em
Biotecnologia da  Universidade
Federal da Bahia, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Milton
Ricardo de Abreu Roque

Salvador-BA

2015



Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Universitaria de
Saude, SIBI - UFBA.

M433 Matos, Diana Alves
Bioprospeccao de bactérias do género Vibrio sp. isoladas
de ambiente marinho para producdo de exopolissacarideos /
Diana Alves Matos. — Salvador, 2015.

63 f.
Orientador: Prof. Dr Milton Ricardo de Abreu Roque

Dissertacédo (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia.
Instituto de Ciéncias da saude, 2015.

1. Exopolissacarideos. 2. Produgdo, 3. Vibrio. I. Roque,
Milton Ricardo de Abreu. Il Universidade Federal da Bahia. lIl.
Titulo.

CDU: 577.23




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me guiar e permitir a realizacdo desse trabalho.
Aos meus pais Hélio e Ana Lucia pelo amor, dedicacdo e apoio que sempre me deram.
Ao meu querido irmdo que sempre acreditou em mim, pelos risos arrancados nos
momentos de desespero e conselhos nos momentos certos. Aos meus avos pelas oragdes
e preocupacgdo. Aos meus tios e tias por estarem sempre torcendo e se preocupando

comigo.

Ao meu orientador professor Milton Roque por ter me dado essa oportunidade de
crescer como pessoa e como profissional, pela paciéncia, carinho e todo conhecimento

gue me foi passado.

Gostaria de fazer um agradecimento especial a Brena, Carine, Fulvia, Luisa e Sueli.
Obrigada por todo apoio, carinho, conselhos, ensinamentos e acima de tudo pela
amizade. Amo vocés! Nao poderia deixar de agradecer a Hendor, Marcos e Mooana,
meus estagiarios, companheiros, amigos para todas as horas. Obrigada pela paciéncia,
ajuda e resenhas durante esses anos. Gena, Luma e José, meus companheiros, parceiros,
amigos e quebra-galhos! Obrigada por tudo! Agradeco a todos os colegas e amigos do
Bioprospector.

Meus queridos amigos do mestrado, Line, Mai, Dri, Madi, Pati, Diego, Bel, Tati, amo
essa turma! Meus companheiros de vida, Aiala, Allegra, Priscilla, Margila, Carla, Pablo,

Nanda, Manoel, Everton, Carol, as Lores. Sou muito grata pela amizade de vocés.

Ao apoio dos laboratorios parceiros: Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e
Bioprodutos (LBBB/UFBA); Laboratorio de Parasitologia (UFBA);
LAPESCA/LAPBIM (UFBA).



DIANA ALVES MATOS

Bioprospeccao .de bactérias do género Vibrio sp. isoladas
de ambiente marinho para a produgao de
exopolissacarideos

: /"
BDlssertagao apresentada como requisito para obtencéo do grau de Mestre em
iotecnologia pelo Instituto de-Ciéncias da Saude da Umversndade Federal da

L

Bahia.

Aprovada em 27 de fevereiro de 2015.

BANCA EXAMINADORA:

\ O~

Mllton Ricardo de Abreu Roque — Onentado
Doutor em Ciéncias Biolégicas pela Universidade Esta?u%r(Pauhsta Jilio de Mesquita Rilhe!”

UNESP, Brasil.
Universidade Federal da Bahia.
| ﬂéé /7( ﬁ@Q/‘?’)

Suzana Telles da Cunha Lima
' v[{?bde Estadual deruampﬁ

Doutora em Biologia Vegetal pela-Uni

UNICAMP, Brasil.
Universidade Federal da Bahia.

Janice |zabel Druzian =~~~ ¥ | '
Doutora em Ciéncia de Aiimentos pela Un[xﬁfsidade Estadual de Campinas,

UNICAMP, Brasil.”
- Universidade Federal da Bahia.

v



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCMB - Colecao de Culturas de Micro-organismos do Instituto de Ciéncias da Saude
CPS — Polissacarideo capsular

cP — centipoise

Da — Dalton

DNA - Acido Desoxirribonucléico

EPS — Exopolissacarideo

FTIR — Fourier Transformed Infrared
g/L - Grama por Litro

KDa — Quilodalton

LB - Luria-Bertani

mg — Miligrama

MM — Massa molecular

mV — milivolt

m/v — massa por volume

NA — Nutrient Agar

PCR - Reagdo em Cadeia de Polimerase
rpm — Rotagéo por minuto

SWN — Sea Water Nutrient (Agua do mar nutriente)
TCBS — Tiosulfato Citrato Bile Sais
T% - porcentagem de transmitancia
UFC — Unidade formadora de colénia

v/v - Volume por Volume



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Micrografias de transmissdo eletronica de V. diabolicus: cultivados em meio

liquido (A) e em meio s6lido (B) (ROUGEAUX et al., 1999)........ccccccevvrviiivnveieeienns 21
Figura 2: llustracdo mostrando a relacdo evolutiva da familia Vibrionaceae
(MANSSON €t al., 2011)...c.eiuiiieiiiieieiieieenee bbbt 30

Figura 3: Gréafico representando a Curva de calibragdo dos padrdes de dextrana em
fUNGEO dO tEMPO AE FELENGAD. .......e ittt 34

Figura 4: Imagem das colonias bacterianas amareladas em  meio

LIS = 1 TSRS STPSPRSRS 35
Figura 5: Imagem das col6nias bacterianas verdes em meio TCBS do isolado CCMB
PSS 35

Figura 6: Imagem das colonias bacterianas do isolado CCMB 01 em meio

Figura 7: Imagem do resultado da coloracdo de Gram............cccceevvererieiincnicnenennnnenes 37

Figura 8: Imagem do crescimento e producdo de exopolissacarideos em meio de cultura
liquido (A: Meio Zobell, B: Meio SWN, C: Meio SWN 1% de
GHICOSE. ..ttt bbbt 38

Figura 9: Imagem dos exopolissacarideos extraidos dos isolados CCMB 01, CCMB65
B CCMB L7ttt bbbt 39

Figura 10: Grafico da Producdo nos trés meios: Meio Zobell, Meio SWN e Meio SWN

1% com glicoSe dOS ISOIAUOS. ........ccveiireeiiiece e e 40

Figura 11: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB

Figura 12: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB



Figura 14: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB

T TSSOSO USTPRUTSURORN 46
Figura 16: Espectro dos EPSs de CCMB 17 e CCMB 18..........ccccovviveiiiiiiicicinees 48
Figura 17: Espectros dos EPSs de CCMB 01, CCMB 22 e CCMB 65...........ccccveneneee. 48

Figura 18: Viscosidade aparente (cP) dos isolados CCMB 17 e CCMB

1 TSP U PSP PP 50
Figura 20: Cromatograma do isolado CCMB O1..........ccccovviiiiiiiniicinineceneeees 52
Figura 21: Cromatograma do isolado CCMB 17.........cccoceiiiiiiiieicieec e 52
Figura 22: Cromatograma do isolado CCMB 18...........ccccoviiiiniiciiciecne s 53
Figura 23: Cromatograma do isolado CCMB 22.............cccocviviiniieinineceneee 53
Figura 24: Cromatograma do isolado CCMBB5.............ccceciiveiininciieeee e 54

Figura 25: Correlagdo entre viscosidade aparente maxima e MM dos EPSs produzidos

PEIOS ISOIAUOS. ... 55



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1: Média de producao dos isolados nos trés

Quadro 2: Bandas encontradas nos espectros de infravermelno..........ccccccoocvvvenennnnne. 47

Quadro 3: Massa molecular,tempo de retencdo, area e viscosidade aparente do EPSs

(o (oI 1]0] F=To [0 LT R RTRRRR 54

Quadro 4: Vibrio produtores de EPS e as caracteristicas dos seus respectivos

Tabela 1: Compostos bioativos secundarios da familia



SUMARIO

1 INTRODUCAO 14
2 OBJETIVOS 15
O s o 0Ly o T ———— 15
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 15
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA 16
3.1 EXOPOLISSACARIDEOS MICROBIANQS -----nnmmmmmmmmmmmeeeeeeee 16
3.2 BACTERIAS PRODUTORAS DE EPS DE AMBIENTE MARINHO --------- 19
3.3 0 GENERO VIBRIO -------mmmmeeee- e - —--21
3.4 EPS PRODUZIDOS POR VIBRIO Sp. ----nnnmmmmmmmmmmmmmmmmmmm e 27
4 MATERIAL E METODOS e 30
4.1 COLETA DE AMOSTRA =emmmmmmmmmmo oo 30
4.2 ISOLAMENTO DOS MICRO-ORGANISMOS -------mmmmmmmmmmeeemmmeeeeeeee 30
4.3 MICRO-ORGANISMOS -------nnnnnmmmmmmeemmmmmmmmmmmes e e e 31
4.4 IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS 31
4.5 CULTIVO, PRODUCAO E EXTRACAO DO EPS 33
4.5.1 CULTIVO DOS MICRO-ORGANISMOS------nmmmmmmmmmmmeeeemmeceooeeeee 33
4.5.2 PRODUCAO DE EPS ------ e mmmmmmmnnnn 32
4.5.3 EXTRACAO DO EPS --- 33
4.6 CARACTERIZACAO DO EPS 34
4.6.1 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO ------------- 34
4.6.2 ANALISE DA VISCOSIDADE APARENTE ----nnnmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmceeeeeeee 34

4.6.3 MASSA MOLECULAR POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA 34

4.7 ANALISE ESTATISTICA 35



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS

5.2 PRODUCAO DE EPS

5.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

5.4 VISCOSIDADE APARENTE

5.5 MASSA MOLECULAR (MM)

6. CONSIDERACOES FINAIS

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO |

35

35

38

42

o1

o1

S7

58

65



MATOQOS, Diana Alves. Bioprospeccdo de bactérias do género Vibrio sp. isoladas de
ambiente marinho para producdo de exopolissacarideos. 64 f. 2015. Dissertacdo
(Mestrado) — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador,
2015.

RESUMO

Os exopolissacarideos se tornaram objeto de estudo em diversas areas da biotecnologia,
uma vez que estes apresentam propriedades quimicas e fisicas que permitem uma vasta
aplicacdo industrial, em areas como aplicagbes em varias industrias, tais como, a
farmacéutica, petrolifera, de cosméticos e de alimentos. O aumento da demanda por
polimeros naturais para varias aplicacdes industriais nos dltimos anos levou a um
aumento de interesse na producdo de exopolissacarideo (EPS) por micro-organismos.
Alguns exopolissacarideos microbianos ja estdo disponiveis comercialmente como
Xantana, dextrana, gelana, alginato, levana, entre outros, mas ainda sdo poucos em
relacdo a quantidade de polimeros que vem sendo descoberta. A busca por produtos
biodegradaveis configura uma prioridade nos estudos com polimeros de aplicacdo
industrial e as bactérias se destacam pela rapidez e facilidade de manipulacdo. As
bactérias do género Vibrio apresentam-se numa vasta distribuicdo em ambiente marinho
e sdo poucos os estudos relacionados a producdo de exopolissacarideos e suas
aplicacbes. Dessa forma o objetivo deste estudo foi buscar exopolissacarideos
produzidos pelos isolados CCMB 01, CCMB 17, CCMB 18, CCMB 22 e CCMB 65
pertencentes ao género Vibrio sp. a fim de analisar possivel aplicacdo industrial. Os
isolados foram triados em meio TCBS Agar, quatro dos isolados cresceram amarelados
no meio indicando fermentacdo de sacarose e apenas um ndo fermentou sacarose
(colbnias verdes). Os isolados foram testados em trés meios de producdo diferentes,
Zobell, SWN e SWN suplementado com 1% de glicose. Os maiores valores de
producdo foram no meio SWN, de baixo custo, alcangando 7,9 g/L. Os EPSs extraidos
apresentaram baixa massa molecular e consequentemente baixa viscosidade. Os
espectros de infravermelho apresentaram bandas representando a presenca de anéis de
galactose e manose, grupo hidroxila, presenca de amina e grupo haleto de alquila que

sdo comuns a outros EPSs descritos pela literatura.

Palavras — chave: Exopolissacarideos, Producéo, Vibrio



MATOQOS, Diana Alves. Bioprospecting of bacteria of the genus Vibrio sp. isolated from
marine environment for production of exopolysaccharides. 64 f. 2015. Dissertation
(Master) - Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador,
2015

ABSTRACT

The exopolysaccharides have become the object of study in different fields of
biotechnology, since they exhibit chemical and physical properties that allow industrial
applications such as the pharmaceutical, petroleum, cosmetics and foods. The increase
in demand for natural polymers for various industrial applications in recent years has
led to an increased interest in the production of exopolysaccharides (EPS) by
microorganisms. Some microbial exopolysaccharides are already commercially
available as xanthan gum, dextran, gellan, alginate, levan, etc., but there are few
compared to the amount of polymers has been discovered. The search for biodegradable
products sets a priority in studies with industrial application of polymers and bacteria
are characterized by speed and ease of handling. The bacteria Vibrio species have
shown up in a wide distribution in the marine environment and there are few studies
related to the production of exopolysaccharides and their applications. Thus, the aim of
this study is to look for exopolysaccharides produced by isolated CCMB 01, CCMB 17,
CCMB 18, CCMB 22 and CCMB 65 belonging to the genus Vibrio sp. to analyze
possible industrial application. The isolates were screened on TCBS Agar medium, four
of the isolates grew yellow in the middle indicating fermentation of sucrose and not just
a fermented sucrose (green colonies). The strains were tested at three different
production facilities, Zobell, SWN SWN and supplemented with 1% glucose. The
greatest production amounts were the SWN medium (up to 7.9 g / L of production) that
is a low-cost way. The extracted EPSs showed low molecular mass and consequently
low viscosity. Infrared spectra showed bands representing the presence of galactose and
mannose rings, hydroxyl group, the presence of amine and alkyl halide groups that are

common to other EPSs described in the literature.

Keywords: Exopolysaccharides, Production, Vibrio
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1 INTRODUCAO

O aumento da demanda por polimeros naturais, para varias aplicacfes industriais
nos Gltimos anos, levou a um maior interesse em estudos sobre a producdo de
exopolissacarideo (EPS) por micro-organismos. Varias espécies bacterianas apresentam
a caracteristica de produzir biopolimeros com propriedades gquimicas variadas, 0 que
estd relacionado as condicbes e as interacbes com outros organismos, e podem ser
modulada por fatores ambientais como temperatura, demanda de oxigénio, intensidade
de luz, pressdo, entre outras. Os EPSs microbianos, por serem produtos naturais,
apresentam como vantagens a biodegradabilidade e, além disso, a producdo pode ser
manipulada em laboratorio, e ndo sofrer influéncia de fatores externos como variacées

climaticas.

Os polissacarideos microbianos apresentam uma grande diversidade de
estruturas e propriedades fisicas e quimicas, sendo assim, diversas aplicacdes industriais
se tornam possiveis e muitos polimeros microbianos sdo utilizados nas induastrias
farmacéutica, cosmeética, petrolifera e de alimentos. Podem ser utilizados como
coagulante, estabilizante, emulsificante, espessante, agente gelificante, lubrificante e em
estratégias para biorremediar ambientes contaminados. Alguns exopolissacarideos
microbianos estdo disponiveis comercialmente como xantana, dextrana, gelana,
alginato, levana, entre outros, mas existe o potencial de novas descobertas e producédo
em escala industrial de polimeros que vem sendo descobertos, muito desses oriundos de

ambiente marinho.

O ambiente marinho corresponde a 70% da superficie da Terra e devido a sua
dimensdo muito ainda tem para ser estudado, inclusive sobre os organismos Vivos.
Alguns Micro-organismos marinhos passaram a ganhar mais atencdo porque apresentam
condicdes especiais de vida, como altas pressdes, alta salinidade entre outras, e essas
condi¢des podem levar a produgdo de substancias bioativas com fungdes e estruturas
ainda desconhecidas e que podem apresentar aplicacdes diversas. Muitos EPSs
produzidos por bactérias do ambiente marinho ja foram descritos, apresentando
propriedades anticancer, antioxidantes, agentes estabilizantes, bioabsorventes,

espessantes entre outros.
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O género Vibrio, poder ser isolado de varios ambientes, sendo considerado
ubiquo, ocorrem naturalmente na &gua do mar, estuérios, e sistemas de dgua doce. Esse
género é mais comumente conhecido pelas doengas que causa em humanos, como a
colera e doencas em organismos marinhos como em peixes e ostras. Contudo houve um
aumento no estudo desse género principalmente nas espécies que foram extraidas de
ambientes marinhos extremos e que produzem EPSs com novas propriedades. A
bactéria marinha Vibrio diabolicus € responsavel por produzir um EPS com
caracteristicas semelhantes as da heparina que rendeu uma patente sobre producéo e uso
de polissacarideos soltuveis em agua. Além de polissacarideos, o género Vibrio é
responsavel pela producéo de inimeros compostos secundarios bioativos, o que denota
0 potencial desse género para a Biotecnologia.

A busca por produtos biodegradaveis configura uma prioridade nos estudos com
polimeros de aplicacdo industrial, e as bactérias se destacam pela rapidez e facilidade de
manipulacdo. As bactérias do género Vibrio apresentam-se numa vasta distribuicdo em
ambiente marinho e sdo poucos os estudos relacionados a producdo de
exopolissacarideos e suas aplicagfes. Dessa forma, a triagem e identificacdo de
bactérias desse género, proveniente de ambiente marinho, e a caracterizacdo de EPS
produzidos por elas, apresentam-se como um relevante avango em estudos e aplicacfes

biotecnoldgicas.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do presente estudo foi avaliar a producdo e caracterizar 0s
exopolissacarideos produzidos pelo género Vibrio sp. de sedimento marinho a fim de

analisar uma possivel aplicacdo industrial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar bactérias do género Vibrio sp. de ambiente marinho;

e Identificar os isolados do género Vibrio sp. produtores de EPS;
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e Avaliar a producdo de EPS das bactérias isoladas em diferentes meios de
cultivo;
e Auvaliar os efeitos dos meios de cultivo e das diferentes bactérias na producéo e

caracterizar os EPSs resultantes.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EXOPOLISSACARIDEOS MICROBIANOS

A capacidade de produzir polissacarideos é amplamente encontrada entre
diferentes espécies microbianas, especialmente em procariontes. As bactérias produzem
diversos biopolimeros com propriedades quimicas variadas através da utilizacdo de
inimeros substratos que podem ser simples ou complexos. Muitos destes biopolimeros
apresentam a mesma funcdo, enquanto outros sdo especificos para determinadas
espécies e tém funcdes bioldgicas distintas (REHM & VALLA, 1997; NWODO et al.,
2012). Em relacdo a localizacdo celular, biopolimeros podem ser intracelulares ou
extracelulares. Os biopolimeros intracelulares sdo poucos e tém uso muito limitado, ja
os biopolimeros extracelulares sdo vastos e podem ser agrupados em quatro classes
principais: polissacarideos, polianidridos inorgéanicos (tais como polifosfatos),
poliésteres, e poliamidas, e foram designadas coletivamente como substancias
poliméricas extracelulares (CERNING, 1995; REHM, 2010).

A maioria dos EPSs bacterianos sao sintetizados intracelularmente e exportados
para 0 ambiente extracelular como macromoléculas. Existem algumas excecgdes
conhecidas (por exemplo, levanas e dextranas) cuja sintese e polimerizacdo ocorrem
fora das células pela acdo de enzimas segregadas que convertem o substrato em
polimero no ambiente extracelular (REHM, 2009; FREITAS et al., 2011).

Os micro-organismos que produzem EPS sdo encontrados em varios nichos
ecoldgicos. Um ambiente com alta oferta da relagdo carbono/nitrogénio normalmente
contém micro-organismos que produzem polissacarideos, por exemplo, efluentes de
acucar, de papel ou industrias de alimentos, além de plantas de aguas residuais (MORIN
1998; KUMAR et al., 2007).
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A producdo de EPS é uma resposta direta a variagcbes ambientais, incluindo a
temperatura, pressdo e intensidade de luz. Estes EPSs afetam o modo pelo qual os
micro-organismos interagem com o ambiente externo sendo este ambiente liquido ou
solido. Os micro-organismos sdo frequentemente associados a um biofilme que
normalmente apresentam alta densidade celular (OTERO & VINCENZINI, 2003;
DONOT et al., 2012). Em um biofilme encontram-se micro-organismos de diversas
espécies e taxa, inclusos numa matriz que consiste de uma mistura de compostos
poliméricos, principalmente polissacarideos, geralmente a substancia polimérica é
referida como extracelular (EPS) (SUTHERLAND, 2001). A formacéo de biofilmes é
um pre-requisito para a existéncia de todos os agregados microbianos como um passo
essencial para a sobrevivéncia de populacBes de bactérias. A proporcdo de EPS em
biofilmes pode compreender entre cerca de 50-90% do total de compostos organicos
(DONLAN, 2002; HULLEBUSCH et al., 2004;VU et al., 2009).

Exopolissacarideos microbianos (EPS) apresentam papéis importantes, incluindo
a protecdo contra fagocitose, predacao, dessecacdo, formacdo de biofilme, pode servir
como fator aderente a superficie, estabilizadores de enzimas e armazenamento de
nutrientes (CHI & ZHAO, 2003; CHI & FANG, 2005). Além disso, a presenca de uma
camada de polissacarideo gelificado ao redor da célula pode ter efeitos primordiais
sobre as propriedades de difusdo, tanto para o interior quanto para o exterior da célula
(KUMAR et al., 2007 apud DUDMAN, 1977).

EPS bacterianos ocorrem geralmente em duas formas: como polissacarideos
capsulares (CPS), onde os polimeros sdo ligados covalentemente a superficie da célula,
e como polissacarideos ou lodo que permanecem aderidos (fracamente ligada) na
superficie celular ou sdo encontradas no meio extracelular (KUMAR et al., 2007; POLI
et al., 2010 apud SUTHERLAND, 1982).

Muitas bactérias, que sdo capazes de produzir EPS sdo descritas como
produtoras de homo ou heteropolissacarideos (KWON et al., 1994). Na producdo de
EPS por bactérias Gram-negativas, a estrutura de muitos polissacarideos é relativamente
simples, formados de homopolissacarideos (normalmente polimeros compostos de D-
glicose) ou heteropolissacarideos, sendo que este € normalmente composto de unidades

repetidas e alinhadas desde dissacarideos até octassacarideos, compostos de dois a
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quatro tipos de monossacarideos diferentes e muitos contém grupos acetila e piruvato
(SUTHERLAND, 2001).

Devido a ampla diversidade em estrutura e propriedades fisicas, o0s
polissacarideos microbianos possuem muitas aplicagfes em industrias de alimentos,
farmacéutica, petrolifera, cosmética, téxtil, de tintas, produtos agricolas entre outras.
Algumas dessas aplicacdes, a depender de sua estrutura quimica, incluem seu uso como
emulsificantes, estabilizantes, ligantes, agentes gelificantes, coagulantes, lubrificantes,
formadores de filmes, espessantes e agentes suspensores. Na industria de alimentos a
preferéncia por biopolimeros microbianos deve-se principalmente as suas propriedades
e caracteristicas funcionais, que estdo relacionadas a capacidade de espessar, de manter
particulas em suspensdo e reter dgua, somadas as vantagens de uma producdo
independente das condicdes climaticas e sob condi¢Ges controladas (LOPES &
ANDRADE, 1995; KUMAR et al., 2007).

Uma area em crescimento na biotecnologia é a aplicacdo de micro-organismos e
seus EPSs na remediacdo de efluentes ambientais produzidos pelas industrias de
mineracdo e metalurgia. Vérias estratégias tém sido desenvolvidas para eliminar os
contaminantes do meio ambiente e para reduzir a quantidade de lixo toxico que entra no
ambiente a partir destas inddstrias. Nas Gltimas décadas, o uso de micro-organismos nas
técnicas de remediacdo aumentou devido a sua eficiéncia e as suas vantagens
econdmicas associadas em relacdo aos métodos de tratamento fisicos quimicos
tradicionais (GADD, 2004; SINGH et al., 2006; VU et al., 2009).

Apesar de apenas alguns exopolissacarideos microbianos ja estarem disponiveis
comercialmente, como a xantana, que é um produto bem estabelecido. Até 1998, mais
de 1600 patentes sobre producéo e aplicacdes de xantana foram registradas somente nos
EUA. A xantana foi aprovada para uso alimentar pela Food and Drug Administration
EUA em 1969 e recebeu a aprovacado por parte da Unido Europeia no ambito do nimero
E-415 em 1980 (BECKER, et al., 1998)

A producgdo pode ter um custo elevado devido & possibilidade da bactéria ser
patogénica, a qualidade do produto pode ser dificilmente mantida e garantida ou o
produto pode n&o alcancar aceitabilidade. Apesar desses problemas, alguns
polissacarideos de bactérias Gram-negativas sdo economicamente vidveis e bastante
utilizados, como a xantana e a gelana (SUTHERLAND, 2001).
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Alguns EPSs bacterianos podem substituir diretamente polissacarideos extraidos
de plantas (por exemplo, goma de guar ou pectina) ou algas (por exemplo, carragenana
ou alginato) em aplicagdes tradicionais (FIALHO et al., 2008; REHM, 2009; FREITAS
etal., 2011).

Um grande nimero de polissacarideos bacterianos € potencialmente Gtil, mas
apenas alguns dos recentes EPSs bacterianos descobertos, relatados nas ultimas
décadas, surgiram como biopolimeros industrialmente importantes com valor comercial
significativo, particularmente na utilizagdo como biomateriais (ex. celulose bacteriana)
(CHAWLA et al., 2008; REHM, 2009; FREITAS et al., 2011) ou como modificadores

da reologia de sistemas aquosos (goma xantana) (IMESON, 2010).

3.2 BACTERIAS PRODUTORAS DE EPS DE AMBIENTE MARINHO

Nos Ultimos anos, EPSs microbianos marinhos tém atraido a atencao,
especialmente para aqueles originados a partir de bactérias marinhas (COLLIEC-
JOUAULT et al., 2004). Micro-organismos marinhos muitas vezes produzem
substancias bioativas com novas fungdes e estruturas devido as condi¢des especiais do
seu habitat (FENICAL, 1993; GUO et al., 2010). EPSs microbianos sdo abundantes no
meio ambiente marinho, por exemplo, no gelo e por¢des de oceano, onde eles podem
auxiliar as comunidades microbianas a suportar condi¢cGes extremas de temperatura,
salinidade e nutrientes limitados (NICHOLS et al., 2005). Eles constituem uma grande
parte do reservatério de carbono no oceano e aumentam a sobrevivéncia de bactérias
marinhas que influenciam o ambiente ao redor da célula bacteriana (POLI et al., 2010).
Novos EPSs microbianos marinhos com composi¢cBes quimicas, estruturas e
propriedades Unicas demonstraram serem apropriados para aplicacdes potenciais, tais
como espessante, agentes estabilizantes, antioxidantes naturais, drogas anticancer,
bioabsorventes (YE et al., 2012)

Estudos de crescimento bacteriano nos sedimentos marinhos, agregados e
particulas de detritos demonstraram que quase todas as células estdo rodeadas por
material polimérico extracelular e muitas destas células estdo dentro de biofilmes
aderentes (DECHO,1990). Varias macromoléculas, tais como polissacarideos,

proteinas, acidos nucleicos e lipidios, formam a matriz arquitetbnica no espaco
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extracelular de biofilmes microbianos e agregados acoplados no ambiente marinho.
Bactérias em agregados marinhos apresentam vantagem em compara¢do as células de
vida livre. Sua proximidade com outras células e superficies, oferece oportunidades para
interacdo e absorcdo de nutrientes (WINGENDER et al., 1999).

As bactérias associadas as condi¢cbes de profundidade hidrotermais tém
demonstrado a sua capacidade de produzir polimeros extracelulares incomuns em meio
a base de carboidratos aerdbicos e, até agora, trés principais produtores de EPS tém sido
identificados, isto é, Pseudoalteromonas, Alteromonas e Vibrio. Entretanto apenas
alguns polimeros foram completamente caracterizados, mas informacdes relacionadas
com as composic¢des quimicas e as propriedades reologicas ou de capacidade de ligacédo
foram determinadas. A maior parte deles tém teores de acidos urdnicos entre 10% e
40% e altas massas moleculares, maior que 10° Da (GUEZENNEC, 2002). Além destes
trés géneros ha relatos de producdo de EPS por Bacillus sp, Halomonas sp .,
Planococcus sp., Enterobacter cloacae, Cyanobacteria, Hyphomonas cepa MHS-3,
Flavobacterium uliginosum, Desulfovibrio sp., Pseudomonas sp. (SATPUTE et al.,
2010)

Sayem et al. (2011) relataram que um EPS recentemente identificado de peso
1800 KDa com unidades monomeéricas simples de a-D-galactopiranosil-(1 — 2)-
glicerol-fosfato, exerce uma atividade antibiofilme contra duas cepas patogénicas e nao-
patogénicas sem efeitos bactericidas (bacteriostatico). Este polissacarideo foi extraido a
partir de um Bacillus licheniformis associado com o organismo marinho Spongia
officinalis. Arena et al., 2006 também relatou um novo tipo de polissacarideo, EPS-1
produzido por Bacillus licheniformis termotolerantes, com efeitos antivirais e
imunomoduladores isolado a partir de um banco de areia marinha da Ilha Volcano
(Itélia).

Outro EPS descrito por Urai et al. (2007) extraido de um isolado marinho
Rhodococcus erythropolis PR4 produz uma grande quantidade de EPSs acidos (FR1 e
FR2). O FR2 é composto de D-galactose, D-glucose, D-manose, acido D-glucurénico, e
acido piravico a uma razdo molar de 1:1:1:1:1, e continha 2,9% (w / w) acido estearico
e de 4,3% (w / w) de &cido palmitico ligado através de ligacOes éster. Foi proposto que
0 EPS desempenha um papel significativo na tolerdncia a hidrocarbonetos desta
bactéria.
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Dois polissacarideos extracelulares solGveis em agua, ETW1 e ETW2, foram
isolados a partir da bactéria marinha Edwardsiella tarda. Com pesos moleculares de
cerca de 29 e 70 kDa, respectivamente. A cadeia principal dos polissacarideos consiste
de ligada a residuos de manose ligados em 1 — 3, com ramificacfes de manose. ETW1 e
ETW?2 apresentam atividade antioxidante, e que poderiam ser uma fonte potencial de
antioxidante, usado como possivel complemento ou ingrediente alimentar e na inddstria
farmacéutica (GUO et al., 2010).

Cyanothece sp. 113, cianobactéria marinha, unicelular, aerébica, diazotréfica e
fotossintética, produziu 22,34 g.L™ de exopolissacarideo em 11 dias a 29 ° C, com taxa
de arejamento de 7,0 L.min e iluminacio continua com 4300 lux. Ap6s purificacéo, os
espectros de UV, 1V, RMN de *H, RMN C e anélise de GC-MS mostraram que 0
exopolissacarideo purificado foi a-D-1,6-homoglucano. Este é o primeiro relato
descrevendo  exopolissacarideo  linear  a-D-1,6-homoglucano  produzido  por

cianobactérias marinhas (CHI et al., 2007).

A bactéria Zoogloea sp., isolada a partir de ambiente marinho, pode produzir dois
polissacarideos diferentes. Um polissacarideo solivel em agua: WSP 1 em meio liquido
isento de células, o outro polissacarideo ligado a células: CBP 1 foi obtido a partir da
superficie da célula. Ambos polissacarideos continham glicose, galactose e manose
como componentes de aglcar, mas as suas propor¢cdes molares foram diferentes e
metade dos componentes de acglcar existiam em forma de acido urénico (KWON et al.,
1994).

Ambientes marinhos extremos tais como &guas rasas, alto-mar, fontes
hidrotermais, nascentes de &guas quentes costeiras, regiGes polares, sdo hoje
amplamente aceitos como uma enorme fonte de recursos, devido a descoberta de novos
micro-organismos e compostos bioativos. Desde a descoberta da primeira bactéria de
fonte hidrotermal em alto-mar em 1994, muitas outras bactérias produtoras de EPS

foram isoladas a partir de tais ambientes extremos. (CHI & FANG, 2005)
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3.3 O GENERO Vibrio

A familia Vibrionaceae corresponde a bactérias Gram-negativas, em forma de
bacilos, y-proteobactérias que geralmente sdo moveis e possuem um metabolismo
quimioheterotrofico. Os membros desta familia s&o comuns no ambiente marinho,
incluindo os estuérios, aguas costeiras, e sedimentos (THOMPSON et al., 2004). A
familia inclui sete géneros: Allivibrio (6 espécies), Enterovibrio (4 espécies),
Salinivibrio (6 espécies), Catenococcus (1 espécie), Grimontia (1 espécie), Vibrio (100
espeécies) e Photobacterium (21 espécies) (THOMPSON et al., 2004; ROMALDE et al.,

2014).
Figura 1: Relacionamento evolutivo da familia Vibrionaceae (MANSSON et al., 2011).
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Bactérias do género Vibrio ocupam habitats que vao desde o fundo do mar até
ambientes aquéticos rasos, algumas espécies sdo importantes para os sistemas naturais,
incluindo o ciclo do carbono e osmorregulagdo. Podem ser de vida livre, na coluna d’
agua ou associado ao material, em particulas. Vibrios sdo particularmente abundantes na
superficie de macro-organismos marinhos, como corais, peixes, plantas marinhas,
esponjas, moluscos, camardes e zooplancton, onde formam associagbes comensalis,
simbioticas ou patogénica (THOMPSON et al., 2004). S&o geralmente capazes de
crescer em agar marinho e no meio seletivo tiosulfato-bile citrato sal-sacarose agar
(TCBS) e na sua maioria sdo oxidase positiva (THOMPSON et al., 2004). O Agar
TCBS foi desenvolvido por Kobayashi et al, 1963 que modificaram o meio seletivo de
Nakanishi et al, 1963 (DONOVAN & NETTEN,1995).

A cdlera é uma infeccdo diarreica aguda causada pela bactéria Vibrio cholerae,
que provoca doenga exclusivamente em seres humanos. Embora a infeccdo seja
geralmente leve ou assintomatica, alguns pacientes apresentam diarreia aquosa profusa
e vOmitos, casos graves ndo tratados podem levar a morte devido a enorme perda de
fluidos corporais. O Vibrio parahaemolyticus é mais frequentemente associado com
gastroenterite e tem sido associado a epidemias anuais (JOHNSON et al., 2012),
enquanto Vibrio vulnificus estd mais frequentemente associado com infecgdes em
ferimentos, com uma taxa de letalidade de até 50%.(JOHNSON et al., 2012). As
espécies V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus sdo patdégenos humanos
(THOMPSON et al., 2004). Estes Vibrios patogénicos sdo potenciais agentes de surtos
de doencas e pandemias, nomeadamente nos paises em desenvolvimento, onde 0 acesso
a agua potavel é limitado, e / ou em paises onde o consumo de mariscos crus ou mal
cozidos é comum (JOHNSON et al., 2012).

Varias espécies de Vibrio, incluindo V. anguillarum, V. cholerae, V. fluvialis, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. mimicus e V. fischeri, contém dois cromossomos
circulares (THOMPSON et al., 2004). Os genes housekeeping, tais como 0s que
expressam proteinas ribossomicas, flagelos polares, e enzimas de replicacdo de DNA
geralmente estdo localizados no grande cromossomo Chrl (~ 3 Mb), enquanto que o
menor Chrll (0,8-2,4 Mb) contém genes acessorios relacionados com a regulagdo da
transcrigdo, por exemplo, patogenicidade e resisténcia antimicrobiana, mecanismos de

prevencdo e genes necessarios para sobrevivéncia em uma variedade de condicdes
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ambientais. Genes que codificam metabolismo da quitina e quorum sensing s&o
divididos entre os dois cromossomos. Transferéncia horizontal de genes estd envolvida
na flexibilidade genética de Vibrios, incluindo a transducéo por fagos, plasmideo e os
chamados "super-integrons™ (ROWE-MAGNUS et al., 1999; TAGOMORI et al., 2002;
GRIMES et al., 2009; HAZEN et al., 2010; MANSSON et al., 2011).

Mansson et al. (2011) elaboraram uma tabela para mostrar 0s inumeros
compostos secundarios bioativos produzidos por Vibrio sp. (Tabela 1). Esses
organismos além de produzirem EPS sdo capazes de produzirem antibacterianos,
sider6foros, compostos anticincer, bloqueadores de canais de Na®, inibidor de
riboflavina sintase, entre outros. Como os Vibrios tem varios estilos de vida, a producéo
de metabolitos secundarios muitas vezes confere uma vantagem seletiva para o
organismo que o produz, e os diversos estilos de vida destas bactérias séo refletidos em
sua capacidade metabolica (FIRN & JONES, 2009; MASSON et al., 2011). Dessa

forma, esses organismos mostram potencial para uso biotecnoldgico.
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Tabela 1. compostos secundarios bioativos produzidos pela familia Vibrionaceae
(MANSSON et al., 2011)

Bioactivities Name Componnd class Sounrce 'III:L'h-e-r Ref.
acinafies
Andrimid {4) Pymolidinedione F. coralliffyticus [45_446]
Agabamycin A (6) MNitro maleimide Fibwria sp. Anticancer [47.48]
Agabamyycin B (T
Agabamycin C (8)
Agabamycin D (9)
Agabamycin E (10) hialeimide conme
Agabamycin E* (11)
Agabamycin F (12
Agabamycin & (13) Mitro maleimide
B-4607-C Fhenazine Fibrio sp. [48]
Cycloprodigiosin (15) Prodi ginine V. pazogenes [50]
3, 5-Dibromeo-2-(3". 5 -dibromo- | Diphenyl ether Filbwrio sp. Antifungal 51,52]
2 -methoxyphenoxy)-phencl
2, 2-Dn~(3-indolyl)-3-indolone Indole F. parahaemolyicus [53.54]
Griseolhateic acid Phenszrine Filwrio =p. [49]
Holomycin (&) Pyrrothine P halotolerans [45]
Antibacterial Indazole-3-carbaldehyde Indazole _ Fibwrio sp. Anticancer [47]
MMagnesidin & (16) Tetramic acid Mg~ F. pacogenes Antialgal [55]
salt
MMoiramide B Pymrolidinedione Fibwrio sp. [56]
MNegerchewmicin A (19) Depsipepide Photobacterium sp. [57
MNegercheumicin B (20
MNegercheurmicin C (21)
MNegercheurmnicin ID {22)
MNegercheumicin E (23]
Pelagtomicin C Phensrine Filbwio sp. Anticancer [40.58 58]
Prodigiosin (14) Prodi ginine F. poychroarythrus Antiprotozoan | [G0—62]
F. gacogenas antifungal
F. ruber anticancer
TurbonTycin Indole Fibrio sp. Antifimgal [54]1
(V. parahaemolyficus)
Unnarmicin & {17) Depsipeptide Photobacterium sp. Antfungal [63]
Unnarmicin C (18)
Vibrindole 4 Indole V. parahaemolyticus | Antifingal [53]

Retirado de Mansson et al., 2011.
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Bioactivities Name Compound class Sonrce D-rh.e.r Fef.
activities
Anpuibactn (24 Catechol V. anguillarum Amnticancer [84.65]
hydroxamate
Asrobactin Hydroeamate Fibrio sp [&6]
Amphibacta B Hydroxamate Fibrio sp [67]
Amphibactin {anphiphilic)
Amphibactn D
Amphibactin E
Amphibactin F
Amphibactin G
Amphibactin T
Bis-[3-(2, 3-~dihydroxy- Catechol V. fuvialis [6E]
benzoylamino}-propyl]-amin
Bizucabernn (28 Hydroxamate V. zalmonicida Anticancer [&5, 7]
Siderophore | Divanchrobaciin Catechol Fibrio sp [65
Flunibactn (28) Catechol V. fanvialis [&6]
Hydroeyphenyl-
oxazolone
Trivanchrobactn Catechol Fibrio sp [65]
Wanchrobactin {25) Catechol V. anguillarum [71]
Wibriobactn (27) Catechol V. cholerae [7I]
Hydroxyphenyl-
oxazolone
Vibnoferrin Carbroxylate V. parahaemoalyitcons [73]
Vulnibactin (246) Catechol V. vulnfficus [74]
Hydroeryphenyl-
oxazolone
Vulnibactin 2 Wulmibactin
Vulnibactin 3 Precursor
KEahalalide F (30) Depsipeptide V. maditerranai Amntibacterial T5]
(F. shilomii) antimealzrial
Anticancer antfungal
Flahalalide H 7]
Flahalalide J

Retirado de Mansson et al., 2011.
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Bioactivities MName Componnd class Sonrce 'l:l:th.e-r Eef.
activities
AT-2 (3 Furanosyl borats Fibrio Q5 [74]
diester
N-hexanoyl-L-homoserine Homoserine V. anguzllarum Q5 [77]
lactone lactone
N-(3-hydroxybutanoyl)-L- Homoserine V. harvayd Q5 [78]
homoserne lactone lactone
N-(3-bydroxyhexanoyl)-L- Homoserine V. anguzllarum Q5 [79]
homoserine lactone lactone
[1-(2 -methylpropoxy)-2- P. angustum Q5 [E0]
Qaomm by dromy-2-methyl- (F. angusium)
sensing propoxy Joutane (41)
interference | N-{3-oxodecanoyl)-L- Homoserine V. anguzllarum Q5 [E1]
homoserine lactone lactone
N-{3-oxchexanoyl)-L- Homoserine V. fischart Q5 [17,87]
homoserne lactone (1) lactone V. cholerae
V. harvays
V. aneuillarum
N-gctanoyl-L-homoserine Homoserine V. fischari Q5 [77]
lactone (1) lactone
Solonamide A (32) Diepsipeptide P. halotolerans Q5L Gram pos | [83]
Solonamide B (33)
Anhydro-tetrodotoxin Fibrio sp [E4,85]
4-api-tetrodotoxin Fibrio sp [E4.85]
KNa channel | Teoodonic scid Fibrio sp [85.86]
blocker Teoodotoxin (31) V. harvayd [E4.8587]
V. algimolhicus
V. fischari
T-hydroxy-G-methyl-2-{1-D- Prendine P. phosphoreum [E8]
Riboflavin mibity[Jlomazine
synthase Photolurmazine &
inhibitor Fhotolumazine B
Photolumazine C

Retirado de Mansson et al., 2011.
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Bioactivities Name Compound class Source mhﬂ Ref
activities
Anmdine Indole F. parahaemolyicus [54]
Benzoic acid Aromatic Filwio sp. [47]
33-Bis-(3-mdolyljbutan-2-one | Indole F. parahaemolyicus [54]
3,3 -Bisindoly Imethane
1.4-dithiane Fibwio sp. [47]
3-hydroxybenzoic acid Aromatic Fibria =p. [47]
4-hydroxycimamic acid
p-Hydrooryphenyl-acetamida Aromatic F. parahaemolyicus [54]
Indole-3-carboxaldehyde Indole F. parahaemolyicus 53]
Indole-3-acetc acid Indole Filwio sp. [89]
G-methyl-8-D-ribityl-2 4.7- Pteridine P. phozphoreum (o)
Misc mioxopteriding
J-niwo-4-hydroxy-benzaldehyds | Mimo aromatic Fibria =p. [47]
J-nitro-4-hydroxycmnamic acid
3-nifro-15-indazole
Pharacime (43) Terephthalic ester | F. parahaemolyticus [54]
Phenylacetic acid Aromatic Filwio sp. [47]
Phenyl-2-bis-indolylmethane Indal
Photopterin A Pteridine P. phozphoreum 18]
8-D-nibiryl-2 4. T-mioxopteridine
Trizindoline Indole F. parahaemolyicus [54]

1,1,3-Tris-{3-indalyljtutane

11", 1"-Trizsindolyl-methane (42)

Retirado de Masson et al., 2011

3.4 EPS PRODUZIDOS POR Vibrio sp.

Espécies do género Vibrio sdo bactérias Gram-negativas presentes nos
ecossistemas aquaticos (YILDIZ & VISICK, 2009; SATPUTE et al., 2010). Um
trabalho realizado por Jiang et al. (2011), demonstrou que o exopolissacarideo A101

purificado a partir de sobrenadante de cultura da bactéria marinha Vibrio sp. QY101,

ndo soO inibia a formacdo de biofilme por uma vasta variedade de bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas, mas também interrompia os biofilmes j& estabelecidos de

algumas cepas. Este EPS A101 é predominantemente composto de mondmeros de acido

glicurénico (21,47%), acido galacturdnico (23,05%), ramnose (23,90%) e glicosamina

(12,15%). Além dos quatro mondmeros abundantes, 0s monossacarideos manose,
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glicose, galactose e fucose também estavam presentes em A101 em baixa concentracao.
Este é o primeiro EPS bacteriano relatado que exibe tanto atividade de inibi¢do da
formagé&o de biofilme, quanto atividade de ruptura de biofilme maduro.

Um trabalho de Joseph & Wright (2004), sobre a cepa clinica V. vulnificus,
objetivou mostrar o papel da cépsula em biofilmes. A expressdo do polissacarideo
capsular (CPS), que € o fator de viruléncia primério deste organismo, mostrou inibir a
ligagéo e formacgédo de biofilme, o que contrasta com outros estudos descrevendo 0s
polissacarideos como integrante de biofilmes em espécies relacionadas, como no estudo
de Yildiz & Schoolnik (1999) onde a col6nia rugosa variante de Vibrio cholerae O1
biétipo El Tor, é capaz de produzir um exopolissacarideo, EPS®™", que confere

resisténcia a clorina e auxilia na formagdo de biofilme.

As espécies marinhas Vibrio campbellii e Vibrio fortis produziram de EPS de
composic¢des distintas. O EPS de V. campbellii consistia de cinco monossacarideos:
arabinose, galactose, glicose, manose e ramnose, no entanto, o de V. fortis tem apenas
trés monossacarideos: arabinose, galactose e manose. Esses EPSs eram de natureza
amorfa e continham os picos de difracdo caracteristicos. Os EPSs mostraram alta
atividade emulsificante e reologia pseudopléstica. Este foi o primeiro relato de
caracterizacéo detalhada do EPS produzido por V. campbellii e V. fortis, publicado. As
caracteristicas biofisicas (termoestabilidade, capacidade de emulsionar e propriedades
reoldgicas) desses EPSs mostraram potencial para aplicagdes industriais (KAVITA et
al., 2013).

As analises quimicas do EPS produzido pelo isolado estuarino V. harveyi cepa
VB23 revelaram que este é composto principalmente de aclcares neutros, acidos
urbnicos, proteinas e sulfatos. O EPS purificado revelou grupos funcionais reativos
proeminentes, tais como hidroxila, carboxila e amidas, 0s quais correspondem a um
polissacarideo heteropolimérico tipico, e possui boa atividade de emulsificacdo. A
analise cromatografica de uma amostra de EPS revelou que se tratava de uma galacto-
glicana. Os componentes em menor propor¢do encontrados foram ramnose, fucose,
ribose, arabinose, xilose e manose (BRAMHACHARI & DUBEY, 2006). O trabalho de
Bramhachari et al. (2007) sobre o EPS produzido por Vibrio furnissii cepaVB0S3

apresentou as mesmas caracteristicas deste EPS de V. harveyi cepa VB23.
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Chalkiadakis et al. (2013) propuseram o nome Vibrio neocaledonicus sp. nov
para o isolado NC470 isolada de um biofilme encontrado no invertebrado
Holothuroidea na baia de St Vicente, este apresentou producdo de um EPS com uma
composicdo de aglcar incomum. Este EPS apresenta um alto teor de N-acetil-
hexosaminas e de acido urdnico, com uma baixa quantidade de agucar neutro, com

massa molecular de 672 KDa.

Um estudo feito sobre o EPS produzido por Vibrio alginolyticus revelou grupos
de caracteristicas proeminentes de alcoois poli-hidricos. Quando os acetatos de alditol
derivados do EPS foram separados por cromatografia em fase gasosa, cinco picos
correspondentes a glicose tetra-acetato, xilopiranose tetra-acetato, aminoarabinose tetra-
acetato, aminoribose tetra-acetato e glicose penta-acetato, foram observados. A
Espectrofotometria de massa do EPS revelou a presenca de glicose, aminoarabinose,
aminoribose e xilose em que a razdo molar de 2:1:9:1. Estudos reoldgicos do EPS
aquoso mostrou caracteristica pseudoplastica. No entanto, o EPS era instavel a altas
temperaturas e pH elevado (MURALIDHARAN & JAYACHANDRAN, 2003).

Enos-Berlage & McCarter., (2000) realizaram um estudo com o objetivo de
determinar o fator responsadvel pelos fendtipos opacos e translicidos em Vibrio
parahaemolyticus e examinar a organizacdo celular colonias. O EPS foi extraido de
cepas de ambos os tipos de colbnias, opacas e translicidas, e a estirpe opaca,
demonstrou que produz niveis abundantes de polissacarideo, em contraste com a cepa
translicida. Andlise da composicdo dos EPS identificou quatro principais agUcares:
glicose, galactose, fucose e N-acetilglucosamina. Eles também observaram que a
abundante quantidade do EPS produzido pela cepa opaca enche o espaco intercelular da

coldnia, o que resulta em aumento da integridade estrutural deste fenétipo.

Vibrio diabolicus, (Figura 1) uma espécie isolada a partir de uma fonte
hidrotermal de mar profundo do Pacifico Leste, apresentou na estrutura do EPS
produzido a presenca de unidade de repeticdo linear de um tetrassacarido (ROUGEAUX
et al., 1999). Raguenes et al. (1997) relataram a producédo de EPS contendo diferentes
acucares como a glicose, a galactose, a manose, e acidos glicurdnico e galacturdnico das
espécies de Vibrio isoladas de fontes hidrotermais de alto-mar. Uma patente de

Guezennec et al. (2002) protege a utilizacdo de V. diabolicus para a producédo e uso de
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polissacarideos soltveis em agua. O peso molecular dos EPS deste Vibrio é de 800.000
Da e composto de osaminas (30 + 5%), &cidos urbnicos (32 + 5%) e monossacarideos
como &cido glicurénico (11,2%), N-acetil-glucosamina (18%), e N-acetilgalactosamina
(7,9%). O EPS é semelhante a da heparina e, portanto, encontra aplicacGes importantes

na industria farmacéutica.

Figura 2: Micrografias obtidas por microscopia de transmissdo de V. diabolicus:

cultivados em meio Zobell liquido (A) e em meio Zobell sélido (B)

Fonte: (ROUGEAUX et al., 1999).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DE AMOSTRAS

Os locais de coleta foram as praias arenosas da Baia de Todos os Santos (Inema,
Base Naval de Aratu, Madre de Deus, Ribeira e Jiribatuba). Em cada uma das praias
estabeleceu-se dois setores, perpendiculares a linha d’agua, do qual foram fixados dois
estratos. Em cada um dos estratos coletou-se uma amostra de sedimento, resultando

quatro amostras de sedimento por praia.

4.2 ISOLAMENTO DOS MICRO-ORGANISMOS

As amostras de sedimento marinho das praias foram coletadas em tubos tipo
Falcon de 50 mL, estéril e transportados para o Laboratério de Microbiologia Aplicada
e Bioprospeccdo localizado no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), UFBA.

Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em um béquer estéril, no qual se



32

pesou 10g dos sedimentos que foram colocados em um frasco de vidro do tipo Shot
contendo 100 mL de agua do mar estéril, totalizando cinco amostras compostas. Ap6s
24 horas em temperatura ambiente, realizou-se a diluicdo seriada, retirando-se uma
aliquota de 1,0 mL para um tubo de ensaio médio contendo 9,0 mL de solucéo salina,
até a diluicdo 10°°. Aliquotas de 100 uL das dilui¢des foram inoculadas como auxilio de
alca Drigalski em placas de Petri descartaveis contendo meio de cultura marinho Zobell
(Anexo ). Ao final da dilui¢do, incubou-se 0 material em estufa a 30°C.

4.3 MICRO-ORGANISMOS

Foram isolados 70 micro-organismos, destes 5 linhagens bacterianas foram
utilizadas neste trabalho e depositadas na Colecdo de Culturas de Micro-organismos do
Instituto de Ciéncias da Saude (CCMB) com os seguintes codigos: CCMB 01, 17, 18,
22, 65. Os isolados foram triados em meio seletivo para Vibrio sp. TCBS Agar
(KOBAYASHI et al., 1963), foram testados em meio Agar Nutriente e realizada a

coloracdo de Gram.

4.4 IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS

Cada linhagem bacteriana foi inoculada em meio liquido Luria Bertani e
incubadas a 30°C por 24 horas, para seguir com a extracdo do DNA bacteriano. A
extracdo de DNA foi realizada através do kit. Wizard Genomic DNA
Purification.Promega® e o0 DNA amplificado por PCR em termociclador The Veriti®
96-Well Thermal Cycler (Applied) através do kit Tag DNA Polymerase, Brasil (Life
Technologies™). O PCR foi realizado com os oligonucleotideos iniciadores (primers)
universais de Eubacteria 8F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 37) e 1391R (%
GACGGGCGGTGTGTRCAZ’). A qualidade do DNA extraido e amplificado foi
observado em gel de agarose 1% e 2% (m/v), respectivamente, utilizando o Sybr safe
(Life Technologies™) para visualizagdo das bandas de DNA.

Apos amplificagdo dos fragmentos de DNA obtidos, os mesmos foram purificados
utilizando a enzima illustra™ ExoproStar™ 1-step (GE Healthcare Life Sciences),

conforme protocolo do fabricante. Em seguida, o DNA foi avaliado em gel de agarose
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com auxilio do marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Life Technologies™)

para posterior sequenciamento

4.5 CULTIVO, PRODUCAO E EXTRACAO DO EPS.
4.5.1 Cultivo dos Micro-organismos

As linhagens bacterianas foram inoculadas em meio de cultura Zobell e Meio
“Agua do mar nutriente modificado” (SWN) (1000 mL; 10 g de extrato de carne; 10 g
de peptona) por 24 horas a temperatura de 30°C, sob agitacdo de 120 rpm em agitador
rotativo (Shaker Tecnal, TE-424).

4.5.2 Producéo de EPS

Ap0s crescimento nos meios de cultura mencionados acima, a producao do EPS
foi realizada em triplicata, utilizando trés varidveis de meios de producdo. Os isolados
foram inoculados em: Zobell suplementado com 10g de glicose (CHALKIADAKIS, et
al., 2013); SWN modificado (MURALIDHARAN & JAYACHANDRAN, 2002) sem
glicose; e SWN maodificado com glicose (1%). O inéculo bacteriano foi ajustado para a
concentracdo de 10® UFC. e preparado para a inoculacdo nos de meios de producéo a
2% vlv, posteriormente incubado por 72 h, 30°C, 180 rpm em agitador rotativo (Shaker
Tecnal, TE-424). Os indculos foram preparados em 25 mL de meio em erlenmeyer de
125 mL.

4.5.3 Extracao do EPS

Depois da producédo do EPS, as amostras foram centrifugadas a 8000 xg, 4°C por
10 min. Depois da centrifugagdo, acrescentou-se ao sobrenadante etanol a 4°C na
proporcdo de 3:1(v/v). Em seguida, as amostras foram armazenadas a -20°C por 12
horas (overnight). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10000 xg, a 4°C
por 15 minutos, de acordo com a metodologia de Muralidharan & Jayachandran (2002).
O EPS extraido foi seco em estufa a 40°C e camara de dessecacdo, em seguida o EPS

foi pesado e armazenado para analises posteriores.
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4.6 CARACTERIZACAO DO EPS

Os EPSs analisados foram provenientes do meio de cultura SWN sem adicdo de glicose
devido ao alto rendimento e baixo custo. Os testes foram realizados com as amostras
brutas.

4.6.1 Andlise por espectroscopia no infravermelho

As amostras de EPS foram analisadas sob a forma de pastilhas de brometo de
potassio (KBr) em espectrofotdmetro (IRAffinity-1, Shimadzu). As bandas obtidas nos
espectogramas foram utilizadas na identificacdo dos grupos funcionais caracteristicos
dos EPSs produzidos.

4.6.2 Andlise da viscosidade aparente

A andlise foi realizada usando 16 mL das solu¢Ges dos EPSs a 0,1 % (m/v) em
agua destilada/deionizada a 25°C. Para a realizacdo da andlise foi utilizado o rebmetro
digital (Brookfield, LVDV IlI+), utilizou-se o adaptador spindle ULA, variando a taxa
de cisalhamento de 05 a 140 s e a viscosidade de 0,24 a 2,40 centipoise (cP) acoplado
a um banho-maria. As leituras foram realizadas a intervalos de 15 segundos e 0s

parametros ajustados no software Rheocalc.

4.6.3 Massa Molecular por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A massa molecular dos biopolimeros obtidos foram determinadas por
cromatografia de exclusdo de tamanho em sistema CPC-CLAE (PerkinElmer Serie 200)
, utilizando colunas Shodex SB 803, 804, 805, 806 conectadas em série e acopladas a
um detector IR (indice de Refracdo). Solugdo de NaNO3z a 0,05 M a um fluxo de 1,0
mL. min.* foi utilizada como fase mével do sistema. Foram injetados 20 pL das
solugdes aquosas (0,3% m/v) de todas as amostras separadamente. A quantificacdo da
massa molecular dos biopolimeros foi realizada através da constru¢do e uma curva de
calibracdo a partir da injecdo de padrdes de dextrana (American Polymers Standards)
com diferentes massas moleculares (102.000, 207.200, 431.800, 655.200, 759.400,
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2.025.000 e 2.800.000 Da) e seus respectivos tempos de retencéo (Log MM = -0,3109 x

TR + 14,861).

Figura 3: Curva de calibracdo dos padrdes de dextrana em funcdo do tempo de

retencao.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado andlise de variancia (ANOVA), para avaliar a influéncia dos cinco

isolados e dos tratamentos (meios de cultura) e o teste de comparacdo de médias, Teste
de Tukey ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, através do software ASSISTAT

Versao 7.7 beta, na producéo de EPS.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagéo das Linhagens

Os isolados utilizados neste trabalho foram triados em Meio de Cultura TCBS,
com a seguinte caracteristica: CCMB 17, CCMB 18, CCMB 65 e CCMB 01

apresentaram col6nias e estrias amarelas (Figura 4), e CCMB 22 colbdnias verdes

(Figura 5). O isolado CCMB 01 foi o0 Unico que apresentou crescimento em meio Agar

nutriente (NA) (Figura 6).
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Figura 4: Colbnias bacterianas amareladas em meio TCBS, 24h de incubacdo a 35°C.
A: isolado CCMB 01, B: isolado CCMB 17, C: isolado CCMB 18 e D: CCMB 65.

Figura 5: Colbnias bacterianas verdes em meio TCBS do isolado CCMB 22, 24h de
incubacéo a 35°C.

CCMB 22
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Figura 6: Col6nias bacterianas do isolado CCMB 01 crescidas em meio NA, 24h de

incubacédo a 35°C.

£
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O resultado da coloracdo das colénias em meio TCBS pode ajudar na

identificacdo de algumas espécies do género Vibrio, pois o Agar TCBS é uma forma
diferencial altamente seletiva que é amplamente utilizado ndo s6 para Vibrio cholerae e
Vibrio parahaemolyticus, mas para muitas espécies de Vibrio, apresentando diferencas
morfoldgicas. O seu respectivo sistema seletivo consiste em bile de boi (0,8%), NaCl
(1%) e pH alcalino (8.6) que suprimem o crescimento da maioria dos organismos
interferentes, tais como enterobactérias e bactérias Gram-positivas (DONOVAN &
NETTEN,1995 apud KOBAYASHI et al, 1963).

A vantagem do TCBS é seu sistema de diagnostico sacarose/ azul de
bromotimol, que facilmente distingue: vibrios sacarose-positivo que apresentam
colbnias amarelas como V. choterae de vibrios sacarose-negativo que ndo fermentam a
sacarose e apresentam coldnias azuis/verdes como as colénias de Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio vulnificus (DONOVAN & NETTEN,1995). Mesmo esse
meio sendo altamente seletivo para espécies de Vibrio, segundo a descricdo do meio,
ocasionalmente podem crescer Pseudomonas sp., Aeromanas sp. ou Proteus sp. Sendo
assim, uma analise molecular se fez necessaria para uma identificacdo mais precisa da
espécie. Todos os isolados analisados sdo bacilos curtos Gram-negativos (Figura 7).
como indicado pela literatura (THOMPSON et al., 2004).
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Figura 7: Resultado da coloracdo de Gram mostrando todos os isolados como bacilos

curtos Gram-negativos.

5.2 Producéo de EPS

Todos os isolados apresentaram crescimento e produgédo nos trés meios testados,
Zobell, SWN sem glicose e SWN com glicose (Figuras 8 e 9), mostrando ampla

adaptacdo a diferentes meios de cultivo.
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Figura 8: Crescimento e producdo de exopolissacarideos em meio de cultura liquido A:
Meio Zobell, B: Meio SWN, C: Meio SWN 1% de glicose

Controle negativo evidenciando a mudanca da turbidez do meio de cultura apds 72 h de

crescimento.
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Figura 9: Exopolissacarideos extraidos através da técnica de precipitagdo em etanol dos
isolados CCMB 17, CCMB 18 e CCMB65.
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No meio Zobell, o isolado CCMB 18 apresentou maior producdo (em média
3,94 g/L), enquanto os isolados CCMB 01 e CCMB 65 apresentaram 0S menores
valores de producdo (em média 2,71 e 2,7 (g/L), respectivamente) (Figura 10 e Quadro
1).

No meio SWN sem glicose a producéo de todos os isolados aumentou de forma
significativa (p < 0,05) em relacdo a producdo obtida em meio Zobell. No meio SWN
sem glicose a maior producdo foi do isolado CCMB 17 (em média 7,14 g/L) e a menor
foi do CCMB 18 (média de producdo 5,8 g/L) (Figura 10 e Quadro 1).

Ja no meio SWN com 1% de glicose, ndo houve diferenca significativa (p >
0,05) de producgédo em relacdo ao meio SWN sem glicose, mas houve uma diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo ao Zobell (Quadro 1 e Figura 10).

Quadro 1. Média de producdo dos isolados nos trés meios.

ZOBELL SWN SWN 1% glicose
MEIOS (g/L) (g/L) (g/L)
ISOLADOS
CCMICS 01 2,74b 6,01 a 5,65 a
CCMICS 17 3,25b 714 a 6,26
CCMICS 18 3,94b 58a 79a
CCMICS 22 3,84b 6,57 a 6,02a
CCMICS 65 2,7b 6,38 a 6,58 a




41

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. A letra “a”

representa os meios SWN e SWN 1% glicose e a letra “b” representa o meio Zobell.

O isolado CCMB 18 apresentou a maior producdo no meio SWN 1% glicose
(cerca de 7,9 g/L) enquanto o CCMB 01 apresentou a menor producdo (em média 5,65
g/L). Os resultados que apresentaram diferencas significativas, Zobell em relacédo a
SWN e Zobell em relagdo a SWN 1% glicose, foram analisados através do Teste de
Tukey apresentando valor de p < 0,05 (p-valor 0,0001).

Mesmo sendo possivel mostrar diferentes valores de produgdo entre os isolados
nos trés meios testados, ndo houve diferenca significativa entre a producao dos isolados
em cada meio segundo o Teste de Tukey onde o p-valor foi de 0,0879. Todos isolados
apresentaram producdo de EPS, contudo como foi observado nos resultados, o meio
Zobell resultou nos menores valores de producdo quando comparado com 0S meios
SWN com e sem glicose. A diferenca entre SWN e SWN com 1% de glicose néo foi
significativa (p > 0,05), demonstrando que as fontes de carbono contidas no meio sédo
suficientes para a producdo de EPS, sem a necessidade de adi¢cdo de glicose, 0 que em
escala industrial pode significar aumento no custo da produgdo. Estes resultados
indicam que é possivel diminuir o custo da producdo desses EPSs, visto que a glicose

ndo se faz necessaria neste processo.

Figura 10: Producdo de EPS nos trés meios: Meio Zobell, Meio SWN e Meio SWN 1%

com glicose de todos os isolados .
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Kavita et al., 2013 obtiveram cerca de 0,4 g/L e 0,134 g/L de EPS que foi
extraido de culturas de V. campbellii e V.fortis respectivamente, em meio Zobell,
coletadas no Mar da Arabia. O baixo rendimento obtido por esse trabalho pode ser
caracteristico das linhagens testadas ou pelo tempo de incubacdo de 12 h. Hsieh et al.,
2003 obtiveram um rendimento e 0,12 g/L do polissacarideo capsular de V. parahaemolyticus
testadas em meio BHI suplementado com 3% de NaCl ap6s 12h de incubacdo. Os rendimentos
do EPS obtido da cultura em batelada de V. harveyi foi de 0,0012 g /L ap6s 6 h de producéo e
0,00 278 g /L ap6s 28 h de producdo e ndo variaram muito seguido pela reducéo de producéo de
EPS ap6s 32 h em meio salino mineral (Anexo 1) (BRAMHACHARI & DUBEY, 2006). A
producdo realizada neste trabalho foi de 72 h e obteve como rendimento minimo de 2,71
g/L de EPS do isolado CCMB 01, e rendimento maximo de 7,9 g/L de EPS com o
isolado CCMB 18. O baixo rendimento obtido citado por Bramhchari & Dubey, 2006
em comparacdo com o0s resultados deste trabalho pode ser devido a diferenca na

composicao dos meios utilizados.

J& Chalkiadakis et al., (2013) relatam 2 g/L de EPS produzido pela espécie V.
neocaledonicus apds 72 h de experimento. Este valor foi similar aos obtidos neste
trabalho visto que o autor também usou meio de cultura Zobell e 0 mesmo tempo de
incubagdo. No presente trabalho ficou demonstrado que o meio Zobell ndo é o melhor
meio para producdo, pois além do alto custo, o rendimento obtido é menor do que o
rendimento obtido por um meio mais simples e mais barato (SWN) do que 0s meios

utilizados nos trabalhos citados.

5.3 Espectroscopia na regido do infravermelho

O espectro de infravermelho obtido do EPS produzido pelo isolado CCMB 01
(Figura 11) apresentou banda a 3417.89 cm™ dentro da faixa de estiramento do grupo
hidroxila (3600 — 3200 cm™) (NWODO & OKOH, 2012 b), caracteristico da presenca
de 4gua. Este isolado também apresentou banda em 1654.92 cm™ dentro da faixa de
estiramento do grupo que pode ser de monossacarideos como anel da galactose e
manose (1593 — 1662 cm™) (FREITAS et al., 2009). A banda em 1095.57 cm™ est4
dentro da faixa que pode representar o grupamento C — O presente em agucares e &cidos
urénicos (1000 — 1125 cm™) (BRAMHACHARI & DUBEY, 2006). Bandas na faixa
1000-1200 cm™ representam carboidratos e sdo tipicos de polissacarideos (CAO et al.,
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2011). Duas bandas, 648.08 e 613.36 cm™, estdo dentro da faixa que pode representar o
estiramento do grupo haleto de alquila (690 — 515 cm™) (MISHRA & JHA, 2009).

Figura 11: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB 01.
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O espectro do EPS produzido pelo isolado CCMB 17 (Figura 12) também
apresentou banda na regido correspondente ao grupamento hidroxila (3341.01 cm™)
(NWODO & OKOH, 2012 b), além deste, apresentou banda na regido do estiramento
do grupo que pode ser de monossacarideos como anel da galactose e manose
(1651.07cm™) (FREITAS et al., 2009), banda em 1438 cm™ dentro da faixa que pode
representar estiramento C — C caracteristico de presenca de anel aromatico na molécula
(1400-1500 cm™) (MISHRA & JHA, 2009), banda em 1118.71 cm™ que pode indicar o
grupamento C — O presente em acUcares e acidos urbnicos (BRAMHACHARI &
DUBEY, 2006), presenca flexdo N — H fora do plano de amina priméaria que pode ser
evidenciada pela banda 864.11 cm™ (faixa 910-665 cm™) (KAVITA et al., 2013) e a
banda em 613.36 cm™ que pode representar o estiramento do grupo haleto de alquila
(MISHRA & JHA, 2009).
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Figura 12: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB 17.
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O espectro do EPS produzido pelo isolado CCMB 18 (Figura 13) também
apresentou banda na regido correspondente ao grupamento hidroxila (3429.43 cm™)
(NWODO & OKOH, 2012 b), apresentou banda na regido do grupo que pode ser de
monossacarideos como estiramento de anel de manose e galactose (1651.07 cm™)
(FREITAS et al., 2009), banda 1438 cm™ dentro da faixa que pode representar
estiramento C — C de anel aromatico presente na molécula (1427.32 cm™) (MISHRA &
JHA, 2009), banda que pode representar a presenca do grupamento C — O presente em
acUcares e de 4cidos urdnicos (1114.86 cm™) (BRAMHACHARI & DUBEY, 2006),
presenca de flexdo N — H fora do plano de amina primaria (860.25 cm™) (KAVITA et
al., 2013) e grupo haleto alquila (613.36 cm™) (MISHRA & JHA, 2009).
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Figura 13: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB 18.
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O espectro de infravermelho do EPS produzido pelo isolado CCMB 22 (Figura
14) assim como os demais isolados, apresentou presenca de grupo hidroxila (3441.01
cm™) (NWODO & OKOH, 2012 b), anel de estiramento do grupo que pode ser de
monossacarideos como galactose e manose (1639.49 cm™) (FREITAS et al., 2009),
presenca de banda que pode representar o grupamento C — O presente em acucares e
4cido urdnico (1114.86 cm™) (BRAMHACHARI & DUBEY, 2006), estiramento C — C
de anel aromético (1438.90 cm™) (MISHRA & JHA, 2009), presenca do pico que
representa a flexdo N — H fora do plano de amina primaria (864.11 cm™) (KAVITA et
al., 2013) e presenca do grupo haleto de alquila (613.36 cm™) (MISHRA & JHA,
2009).
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Figura 14: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB 22.
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O espectro de infravermelho do EPS produzido pelo isolado CCMB 65 (Figura
15) assim como todos os espectros dos demais EPS produzidos pelos isolados também
apresentou grupamento hidrolixa (3444.87 cm™) (NWODO & OKOH, 2012 b),
apresentou pico na regido de estiramento do grupo que pode ser de monossacarideos
como do anel de manose e galactose (1651.07 cm™) (FREITAS et al., 2009), pico
1423.47 cm™na regido correspondente ao estiramento C — C do anel aromético
(MISHRA & JHA, 2009), pico 1099.43 cm™ evidenciando a presenca de &cidos
urdnicos (BRAMHACHARI & DUBEY, 2006) e dois picos representando a presenca
de haletos de alquila (644.22 e 613.36 cm™) (MISHRA & JHA, 2009).
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Figura 15: Espectro de infravermelho do EPS extraido do isolado CCMB 65.
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Todos os EPSs produzidos pelos isolados apresentaram caracteristicas bem
semelhantes havendo poucas diferencas de auséncia ou presenca de alguns grupos como
a flexdo N — H fora do plano da amina primaria, haleto de alquila e pico correspondente
ao estiramento do anel aromatico, estes trés grupamentos foram os Unicos que nao
ocorreram em todos 0s EPSs como o0s outros grupos citados anteriormente (Quadro 2).
Foi possivel observar que os isolados CCMB 17 e CCMB 18 apresentam espectros bem
semelhantes entre si (Figura 16), ja os espectros dos isolados CCMB 01, CCMB 22 e
CCMB 65 sdo mais diferentes entre si (Figura 17). E possivel perceber que estes EPSs
apresentam grupos funcionais que ocorrem em outros EPSs produzidos por Vibrio sp.
como descrito pelo trabalho de Jiang et al., 2014 onde os espectros de infravermelho do
EPS A101 produzido por Vibrio sp. mostrou caracteristicas tipicas de polissacarideos,
que exibiam uma vibracdo de alongamento 3417 cm™ para o grupo hidroxila e um fraco
C-H estiramento de banda em 2925 cm™ caracteristica absorco a 1634 cm™ também foi
observada, sugerindo a presenca de ligacdes C — O, cuja vibracdo simétrica de
alongamento foi em 1416 cm™. Os sinais a 1040-1082 cm™ foram atribuidos & vibragao

de alongamento de C-O e angulo mudanca de vibragdo O-H.



Quadro 2. Bandas encontradas nos espectros de infravermelho
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EPS Hidroxila | Ac. Urénico Haleto | Estiramento | Estiramento | Presencade | Flex&8o N —
de do anel de C-Cdo carboidrato H fora do
(3600-.1 (1000'_}125 alquila galactose e anel plano de
3200 cm™) cm’) manose aromatico | (1000 '11200 amina
(690-515 cm™) PP
(Nwodo & | (Bramhachari cm?) (1593 — (1400 — primaria
Okoh, & Dubey, 1662 cm'™Y) 1500 cm?) (Caoetal., (910-665
2012 b) 2006) (Mishra ' 2011) )
& Jha, (Freitas et (Mishra &
al., 2013)
CCMB | 3417.86 1095.57 cm? | 648.08 | 1654.92 cm® - 1095.57 cm™ -
01 cm? cm?
613.36
cm?
CCMB 3441.01 111871 cm? | 613.36 | 1651.07 cm™ | 1438.90 cm™ | 1118.71 cm™ | 864.11 cm™
17 cm? cm?
CCMB1 | 3429.43 111486 cm? | 613.36 | 1651.07 cm™ | 1427.32cm™ | 1114.86 cm™ | 860.25 cm™
8 cm? cm?
CCMBS | 3441.01 111486 cm? | 613.36 | 1639.49 cm™ | 1438.90 cm™ | 1114.86 cm™ 864.11
22 cm? cm?
CCMB 3444.87 1099.43cm? | 644.22 | 1651.07cm™ | 1423.47 cm? | 1099.43 cm™ -
65 cm? 613.36

cm’
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Figura 16: Espectro dos EPSs de CCMB 17 e CCMB 18.
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Figura 17: Espectros dos EPSs de CCMB 01, CCMB 22 e CCMB 65.
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Amplo estiramento da banda do grupo hidroxila foi detectado no espectro dos
EPSs extraidos de V. campbellii e V. fortis. Apresentaram absorbancia fraca na faixa
atribuida ao estiramento assimétrico do grupo de CH, alifético, que revela presenca de
acucar. Da mesma forma, um estiramento de banda assimétrica correspondeu ao anel de
alongamento de galactose e manose. Banda de absorc&o no intervalo de 1000-1125 cm™
confirmou a presenca de acido urdnico. A banda entre 1200 e 900 cm™ foi atribuido &
composicdo de polissacarideo do EPS. Presenca de bandas na faixa de 690-515 cm™
indicando presenca de haletos de alquila C — X. Uma banda de 1239/1242 foi detectada
pelo estiramento C — N (1250-1020 cm™) de aminas alifaticas. Bandas de absorcdo na
gama de 910-665 cm™ correspondem & flexdo N — H fora do plano de amina primaria
(KAVITA et al, 2013). Assim como os EPSs obtidos de V. campbellii e V. fortis, os
isolados CCMB 17, CCMB 18, CCMB 22 e CCMB 65 apresentaram o grupo funcional
haleto de alquila, o que indica uma similaridade entre os EPSs podendo estar ligado a

alguma via metabdlica comum ao género.

O espectro de infravermelho do EPS produzido por V. neocaledonicus mostrou
banda larga para além de 3000 cm™ resultante do estiramento de O — H e C — H, bandas
de absorbancia em 3291 e 2930 cm™, respectivamente, e uma banda intensa de
absorbancia em 1.652 cm™ com uma banda em 1732 cm™ devido & presenca de grupos
carboxilicos sobre os 4cidos urdnicos. Além disso, as bandas a 1558 e 1645 cm™ foram
atribuidos a amina | e aminoacidos de grupos osaminas Il. A auséncia de um dubleto a
1250-1230 cm™ indicou que nenhum grupo sulfato estava presentes neste EPS
(CHALKIADAKIS et al., 2013). Os EPSs extraidos dos isolados CCMB 17, CCMB 18
e CCMB 22 ndo apresentaram o pico correspondente a amina primaria e secundaria
como no EPS produzido pelo V. neocaledonicus, contudo € possivel notar o grupamento

amina esta presente ao visualizar picos que indicam a vibracgdo desta.

O espectro de FTIR dos EPS extraido de Vibrio furnissii VB0S3 mostrou grupos
funcionais caracteristicos, tal como um grupo hidroxila, tendo largo estiramento em
3.416 cm™ e um pico de fraco estiramento de grupo metil C — H em 2925 cm™. Um
trecho largo de C — O — C, C = O em 1.000-1.200 cm-1 correspondente a presenca de
carboidratos. Os espectros de FTIR do polimero evidenciou presenca de grupos
carboxila que pode servir como sitios de ligacdo para cations bivalentes

(BRAMHACHARI et al., 2006). Todos os isolados apresentaram pico que evidencia
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presenca do grupo carboxila, da mesma forma que o EPS produzido por V. furnissii,

podendo esse grupo ser comum aos EPSs produzidos pelas bactérias do género Vibrio.

5.4 Viscosidade Aparente

Todas as amostras apresentaram caracteristica pseudoplastica, a viscosidade
aparente decresceu concomitante com o aumento da taxa de cisalhamento. Todos
isolados apresentavam uma viscosidade constante de 1 cP a uma taxa de cisalhamento
de 65 (s™*) (Figuras 18 e 19).

Figura 18: Viscosidade aparente (cP) dos isolados CCMB 17 e CCMB 18.
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Figura 19: Viscosidade aparente (cP) dos isolados CCMB 01, CCMB 22 e CCMB 65.
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As caracteristicas pseudoclassicas dos EPS sdo de grande interesse para a
indUstria alimenticia por conferir textura ao produto e, quando exposto a estresse, 0
produto diminui a viscosidade e flui mais facilmente (DUBOC & MOLLET, 2001).

A dindmica de viscosidade dos EPSs produzidos por V. campbellii e V. fortis
decresceu concomitantemente com a velocidade de corte até 97,3 taxa de cisalhamento
(s-1), mostrando propriedade reologica pseudoplastica a temperatura constante, 25 °C
(KAVITA et al.,2013). Segundo estudo de Muralidharan & Jayachandran, 2003, a
viscosidade do EPS produzido por V. alginolyticus diminuiu ao longo de um intervalo
de aumento da taxa de cisalhamento 0-750 (s™) indicando propriedade pseudoplastica.
Apesar da baixa viscosidade, os EPSs que foram extraidos neste trabalho, apresentou

caracteristica pseudoplastica assim como o0s EPSs obtidos nos trabalhos supracitados.

5.5 Massa Molecular (MM)

A anélise de massa molecular foi realizada utilizando dez padrbes de dextrana de
diferentes MM dentro do intervalo de 102.000 Da a 5.900.000 Da que foram separados
por GPC CLAE, resultaram em tempos de retencdo de 31,56 a 26,91 minutos. A curva
de calibragéo obtida pelo Log da MM em funcéo do tempo de retencdo de cada padréo
de dextrana apresentou R? = 0,9935 (y = —0,2952x + 14,39). A separacdo GPC CLAE
mostra que todos os EPSs produzidos apresentaram duas fracGes. O EPS produzido pelo
isolado CCMB 01 apresentou 0 pico menor com 1,82 % da area e MM de 1,52x10° Da e
tempo de retencdo de 37,97 minutos. O pico maior apresentou 98,18% da area e MM de

536,54 Da com tempo de retencdo de 39,5 minutos (Figura 20).

Figura 20: Cromatograma do isolado CCMB 01.
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O EPS produzido pelo isolado CCMB 17 apresentou o pico maior com 93,72 %
da 4rea e MM de 1,517x10° Da e tempo de retencdo de 37,97 minutos. O pico menor

apresentou 6,28 da &rea e MM de 431,654 Da com tempo de retencéo de 39,89 minutos
(Figura 21).

Figura 21: Cromatograma do isolado CCMB 17.
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O EPS produzido pelo isolado CCMB 18 apresentou o pico maior com 96,71 %
da 4rea e MM de 1,517x10° Da e tempo de retencdo de 37,97 minutos. O pico menor

apresentou 3,29 % da area e MM de 400,557 Da com tempo de retencdo de 39,93
minutos (Figura 22).

Figura 22: Cromatograma do isolado CCMB 18.
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O EPS produzido pelo isolado CCMB 22 apresentou o pico maior com 95,18 %
da 4rea e MM de 1,408x10° Da e tempo de retencdo de 38,08 minutos. O pico menor
apresentou 98,18 % da area e MM de 400,557 Da com tempo de retencdo de 39,93

minutos (Figura 23).

Figura 23: Cromatograma do isolado CCMB 22.
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O EPS produzido pelo isolado CCMB 65 apresentou o pico maior com 92,64 %
da area e massa de 1,517x10° Da e tempo de retencéo de 37,97 minutos. O pico menor
apresentou 7,36 % da area e MM de 374,235 Da com tempo de retencdo de 40,03

minutos (Figura 24).

Figura 24: Cromatograma do isolado CCMB 65.
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De acordo com dados apresentados (Quadro 3), € possivel notar que a MM dos EPSs
extraidos apresentam fracbes de mesma MM (1,52 KDa), com excecdo do EPS
produzido pelo isolado CCMB 22 que apresentou MM de 1,408 KDa. Além disso, é
possivel perceber que o EPSs extraidos apresentam massas bem baixas quando
comparada as massa molecular de EPS produzidos por cepas de Vibrio spp. A Massa
molecular dos EPSs extraido de V. Campbellii e V. fortis foram de 2431 KDa e 2218

KDa, respectivamente (KAVITA et al. 2013). O EPS produzido pela espécie V.
neocaledonicus apresentou MM de 672 KDa (CHALKIADAKIS et al., 2013). J& 0 EPS
produzido por V. alginolyticus apresentou massa de 63900 KDa (MURALIDHARAN &
JAYACHANDRAN, 2003). Estes resultados quando comparados aos relatados pela
literatura pode levar a crer que apenas uma por¢do dos EPSs esta sendo extraida ou 0s
isolados produzem oligossacarideos ao invés de polissacarideos como o esperado.

Segundo Berg et al., 1995, a vicosidade é altamente dependente da massa molecular.
Através dos resultados da viscosidade foi possivel inferir que as massas moleculares dos
polimeros seriam baixas, entretanto para este estudo a correlacdo foi pequena para essas
variavéis (R® = 0,1743), (Figura 25).

Quadro 3: Massa molecular,tempo de retencdo, area e viscosidade aparente do EPSs

dos isolados.
Isolado tR (min) MM (KDa) Area (%) Viscosidade
max (cP)
CCMB 01 37,97 1,52 98,2 3,96
CCMB 17 37,97 1,52 93,7 2,26
CCMB 18 37,97 1,52 96,71 3,22
CCMB 22 38,08 1,41 95,18 3,66
CCMB 65 37,97 1,52 92,64 1,98
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Figura 25: Correlacdo entre viscosidade aparente maxima e MM dos EPSs produzidos

pelos isolados.
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Diante dos resultados apresentados podemos inferir a necessidade de uso de

outras técnicas a fim de elucidar de maneira mais eficiente a composicdo dos EPSs

extraidos,

associada a uma

identificacdo molecular

das espécies,

requisitos

fundamentais para interpretacdo conclusiva, considerado que a literatura mostra que ha

diferencas entre EPS produzidos por diferentes espécies de Vibrio (Quadro 4), além de

determinar um método mais eficiente para extracao do EPS.

Quadro 4: Vibrio produtores de EPS e as caracteristicas dos seus respectivos EPSs.

Espécie Origem Meio de Comp. do EPS Tempo Taxa de MM Viscosidade Referéncia
producao de produgéo
Incubagdo
Vibrio sp. Talo em Meio Ac. Glicurénico, 4c. 86 h 546 Jiang et al.,
deterioracdo de Alginato Galacturénico, KDa 2014

Laminaria (alga
parda)

(Anexo Iy

ramnose,
glicosamina,
manose, glicose,
galactose, fucose
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Vibrio
campbellii

Vibrio fortis

Mar da Arabia

Zobell

Arabinose galactose
glicose manose
ramnose

Arabinose galactose
manose

12h

12h

04gL?

0134 g.L*

2431
KDa

2218
KDa

Propriedade
pseudopléastica

propriedade
pseudoplastica

Kavita et
al.,2013

V.harveyi

Rio Mandovi e
Estudario Zuari

Meio
Salino

Mineral
(Anexo 1)

Galactose, glicose,
ramnose fucose,
arabinose, xilose,
manose

48h

0,0028 gL "

Bramhacha
ri
& Dubey,
2006

V. furnissii

Rio Mandovi e
estuario Zuari

Meio
Salino

Mineral
(Anexol)

Galactose, glicose,
ramnose fucose,
arabinose, xilose,
manose

48 h

0,0031 gL

Bramhacha
ri, et al.,
2007

Vibrio
neocaledoni
Ccus sp. nov

Biofilme de
Holoturoidea
Baia St Vincent,

Zobell
+ glicose
(10gL™)

N-acetil
glicosamina,
N-acetil
galactosamina,
glicose,
ac. galacturonico,
ac. glicurénico

72h

2¢gLt

672
KDa

Chalkiadaki
s et al,
2013

Vibrio
alginolyticus

Biofilme asso-
ciado aum
painel de
estanho

SWN
modificado

Glicose tetra-
acetato,
xilopiranose tetra-
acetato, aminoribose
tetra-acetato,
tetra-acetato
aminoarabinose
glicose pentaacetato

72h

63900
KDa

Caracteristica
pseudoplastica

Muralidhar
an &
Jayachandr
an, 2002

Vibrio
diabolicus

Tegumento do
poliqueta
Alvinella

pompejana
hidrotermal

Zobell +
glicose

Ac. glicurénico, 4c.
galacturénico,
glicosamina,
galactosamina

48h

25gL?

Viscosidade do
meio de cultura
maior que 40 cP
ao final da
fermentagéo

Raguénes
etal., 1997

Vibrio
parahaemo-
lyticus

Amostra clinica

Meio salino
tamponado
com fosfato

Glicose
galactose
fucose,
N-acetil
glicosamina
N-acetil
galactosamina
arabinose
manose

20h

Enos-
Berlage &
Mc Carter,
2000

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os cinco isolados de sedimento marinho testados apresentaram crescimento em

meio TCBS como descrito pela literatura, entretanto esse meio serve apenas

como uma triagem dos isolados, sendo assim, uma identificagdo molecular se

faz necessaria para identificar as espécies.

A producdo de EPS pelos cinco isolados testados se mostrou maior em

comparagdo a producdo de EPS por outras espécies do género Vibrio relatadas
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pela literatura, contudo a identificacdo da espécie pode determinar qual o
método de extracdo mais adequado, a influéncia da composicdo do meio de
cultivo e tipo de via metabolica usada pela bactéria.

e A massa molecular dos EPSs extraidos do meio SWN apresentou-se baixa em
comparacdo as massas dos EPS descritos pela literatura, dessa forma sua
viscosidade também se mostrou baixa, contudo os EPSs apresentaram
caracteristica pseudoplastica.

e O resultado da técnica de infravermelho apresentou bandas que podem indicar a
presenca de monossacarideo como galactose e manose. Esses resultados
demonstram que ha presenca de acucares, contudo a baixa massa molecular

desses EPSs pode sugerir que apenas uma porcao destes esta sendo extraida.
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ANEXO |

Meios de Cultura

Meio Zobell:1000 mL de &gua destilada; 5 g de peptona, 1 g de extrato de levedura,
0,10 g de citrato ferrico, 19,45 g de NaCl; 8,80 g de MgCl,; 1,8 g de CaCl,; 0,16 g de
NaHCO; 3,24 g de Na,SOy; 0,55 g de KCI; 0,08 g de KBr; 0,034 g de SrCl,; 0,022 g de
H3BO3; 0,004g Na,03Si; 0,0024 g de NaF; 0,0016 g de NH;NO3; 0,008 g NaH,PO,.

Meio Aginato (w / v), NaCl a 3%, 0,5% de alginato de sddio (Sigma), 0,3% de
KH,POy4, 0,7% K;HPO,, 0,2% (NH4),S04, 0,01% de MgSOy4, 0,01% FeSO.

Meio Salino Mineral (w/v) - 0,2% de glicose; 12,6% K;HPO,; 18,2% KH,POy4; 10%
NH4NO3; 1% MgS0,4.7H,0; 0,6% MnSOy; 1% molibidato de sédio; 1% CaCl,; 0,06%
FeS0,4.2H,0; 1,5% NacCl.

Meio Zobell com glicose - (750 ml de meio Zobell, 250 ml de 4gua do mar filtrada, 40
g de glicose).

Meio salino tamponado com fosfato - 20 mM fosfato de s6dio, 100 mM NaCl
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