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Resumo
Os Produtos gerados com base em biopolimeros bacterianos tornam-se cada vez mais atraentes ao mercado

industrial devido a sua natureza biodegradavel. E pesquisa em muitas areas, principalmente quando se objetiva
reduzir o uso de polimeros baseados em derivados de petréleo. O objetivo deste trabalho foi selecionar
rizobactérias nativas da Caatinga com potencial para sintetizar exopolissacarideos e definir a melhor condicao
para producdo dos mesmos. Os isolados com maior potencial para produzir substincia mucoide foram
submetidos em Delineamento Composto Central Rotacional com 3 variaveis: pH, temperatura e glicose como
fonte de carbono. Para producéo fermentativa, foram montados dois tratamentos: fermentacéo estatica e sob
agitacéo constante. O isolado PH9.1 destacou-se no ensaio 13. O didmetro da camada mucoide foi de 2,15
centimetros, superior aos demais isolados. A fermentagéo estética apresentou rendimento superior para massa
fresca e seca, 6,4 e 4,2 g/L do polimero respectivamente.
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Introducéo
As plantas naturalmente adaptadas as condi¢des &ridas e/ou semiaridas possuem um microbioma tolerante a

esses ambientes, podendo influenciar o crescimento vegetal e reduzir os efeitos negativos de estresses
abidticos. As bactérias deste microbioma apresentam diversos mecanismos que as capacitam a sobreviver em
regibes semiéridas apresentando potencial para auxiliar as plantas a tolerar tais condicbes como: producéo de
biopolimeros (MILOSEVIC et al., 2012).

Os exopolissacarideos (EPS) séo biopolimeros compostos produzidos por diversos micro-organismos e sao
liberados fora da célula ou mantidos aderidos na parede celular (REYES-GAVILAN, 2006). Sua producéo vem
sendo relacionada como mecanismo de adaptacdo destes micro-orgnismos as diversas condi¢des de estresse
como solos salinos, estresse hidrico e variagcdes de temperatura (ROPER et al., 2007). Adequado a natureza
biodegradavel, os produtos gerados a partir dos biopolimeros tornam-se cada vez mais atraentes ao mercado,
reduzindo a possibilidade de uso e acumulo de derivados de petréleo no ambiente (REHM et al., 2010). A
composicao do biopolimero sintetizado dependerd principalmente da espécie do micro-orgnanismo e o do tipo
de nutrientes fornecidos (SUTHERLAND et al., 2001).

Sob a perspectiva industrial estes EPSs sdo empregados como espessantes, gelificantes e emulsificantes.
Diversas pesquisas tém sido intensificadas na area da saide humana, com intuito de aplica-los como agentes
antitumorais (ARUN et al.,, 2017). S&o utilizados em leites fermentados, pois melhoram a qualidade, nédo
alterando as propriedades e na presenca de EPS dispensa a utilizacdo de aditivos ndo naturais (LIN; CHANG
CHIEN, 2007). A produgéo industrial exceto a goma xantana era estimada na ordem de 60.000 t/ano em 2002,
com taxa de crescimento acima de 20% ao ano, antevé um mercado anual de US$ 2 bilhdes em 2018, com
papel fundamental na sociedade moderna, em diversos setores da economia mundial (PRADELLA, 2006).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi selecionar rizobactérias associadas a cactaceas nativas da
Caatinga com potencial em sintetizar exopolissacarideos e determinar a melhor condicdo de cultivo para
producdo dos mesmos.

Metodologia
A habilidade em produzir exopolissacarideos (EPS) foi determinada utilizando a metodologia descrita por Paulo

et al., (2012) com os isolados proveniente do solo rizosférico de 3 géneros de plantas (Pilosocereus spp.,
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Tacinga spp. € Melocactus spp.) da familia Cactacea coletado na ESEC-Raso da Catarina.

Um volume de 5 pL de suspensao bacteriana (ODggonm = 0.3) foi inoculado em discos de papel filtro estéril de 5
mm & e dispostos sobre o meio de cultura modificado por Guimaraes et al., (1999) contendo: 2% de extrato de
levedura, 1,5% de K2HPO4, 0,02% de MgS0O4, 0.0015% de MnSO4, 0,0015% de FeSO4, 0,003% de CaCL2,
0,0015% de NaCl, 1,5% de Agar e 10% de sacarose, com pH ajustado para 7.5 e incubadas a 30°C por 48hs. A
producédo de EPS foi observada a partir da formagao da camada mucéide ao redor dos discos. Essa camada foi
removida e transferida para tubos de ensaio contendo 2 mL de etanol absoluto. A formacdo de um precipitado
confirma a presenca de EPS.

Os isolados que apresentaram producéo de EPS foram submetidos a diferentes condi¢des de cultivo, utilizando
o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) de acordo com Rodrigues e lemma (2009), com 3
variaveis: pH (5.5, 6.0, 7.0, 8.0 e 8.5), temperatura (28, 32, 38.5, 45 e 49° C) e glicose como fonte de carbono
(1, 2.8, 5.5, 8.2 e 10%), totalizando 18 ensaios. A variavel dependente foi expressa em centimetros e consistiu
na medida do didmetro da camada mucoéide ao redor dos discos. Para isso, utilizou-se o0 mesmo meio da
selecao inicial. Foi utilizado o programa Estatistic 7.0 e teste de Anova a 0,5% de probabilidade.

O isolado que apresentou maior camada mucoéide foi ativado e repicado no meio de cultura sélido modificado
por Guimardes et al., (1999). Apds o crescimento adicionou-se trés alcadas de cultura em dois Erlenmeyers
contendo 50 mL do mesmo meio empregando a melhor fonte de carbono (%), pH e a temperatura ideal para
producdo. Foram montados dois tratamentos: fermentacao estéatica e sob agitacdo constante a 120 rpm, ambos
incubados por 24 h. Apés, adicionou-se 10 mL do pré-inéculo em Erlenmeyers contendo 100 mL de meio e
mantido nas mesmas condi¢des. ApGs 72 h de incubacao, as células foram removidas do caldo fermentado
através de centrifugacéo (14.000 rpm, 15’ - 4° C). Foram analisadas: massa fresca e seca da biomassa
bacteriana. O sobrenadante recuperado foi misturado com etanol absoluto gelado na proporgéo de 1/3 (v/v) e
agitado vigorosamente para precipitacdo do EPS. O material foi entdo mantido em freezer -20° C durante 24 h
e centrifugado (14.000 rpm,15’ - 4° C). Descartou-se o sobrenadante e o EPS precipitado foi mantido em estufa
a 50° C até atingir massa seca constante. As analises foram feitas em triplicata e os dados avaliados através da
andlise de variancia e teste de Scott-Knott a 0,5% com o software Sisvar.

Resultados e Discusséao
Das 90 bactérias nativas da Caatinga isoladas do solo rizosférico, 20 isolados apresentaram producéo de EPS,

destes, 15 se destacaram quanto a sua capacidade de sintetizar camada mucdéide no periodo de 48 h.

Das condi¢bes testadas no Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi aplicada regresséo linear
para se estimar a condicional de forma que a distancia entre os pontos e a curva ajustada seja a menor
possivel, assim o isolado PH9.1 se destacou no ensaio 13 (pH 7,0 — temperatura 38,5 — glicose 1%) em
comparacdo aos demais isolados nas diferentes condicBes. A medida do didmetro da camada mucdide ao
redor do disco foi de 2,15 centimetros.

A partir dos resultados apresentados foi possivel obter o gréfico de colunas que ordena as frequéncias das
ocorréncias, selecionando vérios itens ou fatores de acordo com a ordem de importancia, apontando que a
temperatura e a porcentagem da fonte de carbono tiveram fator que significativamente (p<5) influenciou a
producéo do polimero nas condic¢des testadas. Nampoothiri et al., (2003) afirma que o pH deve ser considerado
como um dos fatores que afeta diretamente a producéo de EPS. Porém para o isolado PH9.1 o pH n&o teve
influéncia direta.

Para determinagcédo da otimizagdo do processo foi utilizado a superficie de resposta e curva de contorno,
permitindo assim, estimar as condigbes maximas para producao de EPS. Para temperatura e pH (Figura 01), a
producdo de EPS é nula e sua produtividade especifica ndo € prevista quando a temperatura € abaixo de 30° C
e pH abaixo de 6.0 ou acima de 8.5, com um aumento gradativo mais significativo a partir de 35 °C com
maxima produc¢do dentro da faixa de pH 7.0 e temperatura de 38,5 a 49° C. Diferente da pesquisa realizada por
Dupont et al. (2000) que utilizando a mesma fonte de carbono n&do encontraram diferenca significativa de
fermentacéo entre 32 a 38 °C. Para o modelo empregando glicose e pH (Figura 02) tiveram impactos positivos
na estimativa de maxima producao no pH 6,0 a 8,0 e glicose de 1 a 2,8%. Na superficie e curva da glicose e
temperatura (Figura 03) é apontada estimativa méaxima com temperatura acima de 38,5° C e com 1% de
glicose, dentro das condi¢cdes ideais estimadas para o EPS. Dessa forma, mostra o potencial de
comercializacao ja que os valores das fontes de carbono industriais tornam a producéo de alto custo (RUAS-
MADIEDO et al, 2005). Validando assim, as relacfes existentes entre os principais fatores que compdem um
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processo e uma variavel resposta de interesse.

49
mo
o
oo
s &_{
0
=12 8
i 3
=:2 238,5*
)
a
§
-

28
55 60 70 80 85

pH
Figura 01: Superficie de resposta e curva de contorno em fungéo das variaveis: temperatura e pH.
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Figura 02: Superficie de resposta e curva de contorno em funcéo das variaveis: glicose e pH.
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Figura 03: Superficie de resposta e curva de contorno em fungdo das variaveis: glicose e temperatura.

Na etapa de fermentagdo, a condi¢do estatica apresentou uma camada mucdide espessa de cor roseada com
incrustagBes na sua superficie, j& em condicdo de agitagdo constante ndo foram verificadas caracteristicas
morfolégicas, apresentando o meio, coloracdo mais escura. No processo de recuperagéo do Biopolimero péde-
se observar uma massa preciptada indicando a presenca massiva do EPS.

A biomassa bacteriana removida foi comparada entre os tratamentos em fermentacao estatica e sob agitacéo,
porém ndo houve diferenc¢a significativa, para a massa fresca (4,8 e 3,4 g/L) e seca das células (0,7 e 1,6 g/L)
respectivamente. Quando analisados o rendimento do EPS, apds a recuperacdo, verificou-se que houve
diferenca quando comparados os dois tipos de processos fermentativos. A fermentacdo em condi¢do estéatica
apresentou rendimento superior para a massa fresca e seca do EPS de 6,4 e 4,2 g/L comparado ao tratamento
sob agitacéo que apresentou 2,5 e 1,3 g/L respectivamente.

A biomassa celular ndo influenciou diretamente no rendimento final nas condicbes do ensaio 13, em
contrapartida, ao adicionar oxigénio no sistema atraves da agitacéo, a producao do EPS foi comprometida, uma
vez que o EPS sintetizado sob fermentacao estatica apresentou melhor rendimento.

Conclusdes
Rizobactérias associadas a cactaceas nativas da Caatinga possuem a capacidade de producao de EPS. Foram
definidas as melhores condi¢6es de produc¢éo de EPS para o isolado PH9.1.
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