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INTRODUCAO

O isolamento de micro-organismos de ambientes onde se conhece pouco da
biodiversidade microbiana, como o semi-arido nordestino, tem incentivado, nas ultimas
décadas, um aumento nos estudos de bioprospec¢do microbiana. Desta forma, pesquisas
envolvendo o potencial biotecnolégico desses organismos vem proporcionando a
descoberta de novos produtores de compostos bioativos de alto valor agregado (LIU et
al., 2012; SMRITHI et al., 2013; MONCIARDINI et al., 2014).

Atualmente, a pesquisa de compostos bioativos naturais com aplicagdo no
tratamento e prevencdo de doencas humanas tem vindo a ganhar cada vez mais
importancia (DONADIO et al., 2010).

Os fungos sdo conhecidos por seu papel ambiental, por sua versatilidade na
obtencdo de metabdlitos secundarios e pela facilidade na reprodutibilidade de
resultados, porém, apesar dos fungos serem reconhecidos como uma importante fonte
de produtos bioativos naturais € estimada que, uma grande quantidade destes
compostos, se encontre ainda por identificar (SANTOS, 2012; HIGGINBOTHAM,
2013).

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA

O micro-organismo do estudo foi a levedura Candida zeylanoides, cédigo
CCMB 244 pertencente a colecdo de cultura de micro-organimos da Bahia (CCMB,
Feira de Santana, Brasil).

Producédo e Extracdo de Polissacarideos

O micro-organismo foi inoculado em placa de Petri contendo meio YM so6lido
(extrato de levedura 3,0 g/L; extrato de malte 3,0 g/L; peptona de carne 5,0 g/L; glicose
10,0 g/L e &gar 15,0 g/L) e cultivados em estufa de crescimento a 28°C. Apds esse
periodo de crescimento, al¢adas do micro-organismo foram inoculados em solugdo
salina 0,45% até alcancar a absorbancia de aproximadamente 1nm, 10 ml deste indculo
foram acrescentados em 100 ml de meio YM liquido (extrato de levedura 3,0 g.L™,
extrato de malte 3 g.L ™, peptona 5 g.L™, glicose 10 g.L ™). A fermentagdo ocorreu em
shaker rotatorio sob condi¢cBes de 28°c a 100 rpm, por cinco dias. Ap6s o periodo
fermentativo, o material foi centrifugado a 10.000rpm por 10 minutos para a extracdo da
biomassa. O exopolissacarideo (EXO) foi obtido partir do sobrenadante com etanol
absoluto na proporcao de 3:1 (etanol/sobrenadante), a 4°C por 24 horas.

Otimizacdo da Amostra obtida
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A metodologia avaliou 0 comportamento da biomassa e o exopolissacarideo em
relacdo ao tempo e temperatura em solucdo de NaOH a 1M, onde 0,300g do material
seco a ser purificado (exopolissacarideo e biomassa) e 3mL de solu¢cdo de NaOH
(proporc¢édo 1:10), foram incubados em banho-maria em temperaturas de 50°C, 70°C,
90°C no intervalo de tempo que variavam de 60 a 180 minuto.

Determinacédo da atividade hipoglicemiante in vitro

A metodologia da atividade inibitéria da enzima o-amilase foi adaptada do
método de Caraway. Assim, a solugdo enzimatica foi homogeneizada com a amostra e
solugéo tampéo e colocada em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Em seguida, foi
adicionado o substrato que estava no banho-maria a 37°C por 2 minutos e, por fim, foi
adicionado o reagente de cor e a 4gua, sendo que esta solucdo foi colocada em banho-
maria por 7 minutos e 30 segundos. Tal procedimento foi realizado com os controles
negativo e positivo e padrdo, diferenciando apenas na auséncia da enzima no padréo. A
leitura foi feita no espectrofotdmetro em 660 nm.

Determinacdo da atividade antibacteriana

A Concentracado Inibitéria Minima (CIM) dos polissacarideos fungicos frente as
bactérias S. aureus ATCC 29213, K. pneumoniae ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, E. coli ATCC 25922 e P. mirabilis ATCC 17407 foram determinados pelo
método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2006). Apos expansdo das bactérias em caldo
nutriente por 24 h a 37 °C, estas foram diluidas em caldo nutriente para 10°> UFC/mL e
incubadas com as amostras (10, 6, 3, 1 mg/mL) por 24 h a 37 °C. Apds esse periodo,
resazurina (0,01%) foi adicionada a suspensédo e o CIM foi determinado como sendo a
menor concentracdo onde ndo houve crescimento bacteriano apos 1 h, indicado pela
coloracéo azul.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

A levedura CCMB 244 apresentou uma producdo média de 11,971+0,5¢g/L de
exopolissacarideo, e 8,446+0,4g/L, de Biomassa. Apos a etapa de producdo foi
otimizado os produtos e definidos as condicGes idéias e o ponto 6timo de produtividade.
Os resultados graficos do experimento foram avaliados através do Statistic, onde
mostraram o comportamento da fracdo sollUvel da biomassa e do exopolissacarideo
purificado em relacéo as variaveis do estudo.

O grafico de superficie de resposta e curva de niveis mostrou em relacdo ao
ponto 6timo do experimento para Biomassa solUvel, temperatura de 62,3°c no tempo de
153 minutos. Os modelos propostos foram validados pela anélise de variancia ANOVA,
com regressao correspondente F=60,49 e em relacdo ao ajuste o F calculado=5,3, os
dados referentes o coeficiente de correlagdo R? = 0,99 mostraram que 99% dos dados
podem ser explicados pelo modelo proposto.
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Figura 01: Gréfico superficie de resposta e curva de niveis - Influéncia do tempo e da temperatura na otimizacéo da fragao soltvel
da Biomassa do micro-organismo CCMB 244

Para 0 EXO o ponto 6timo foi célculo em 66°C em 121 minutos para a fracéo
soltvel do EXO 244 de acordo como o programa Statistic. De acordo com a andlise de
variancia ANOVA, o coeficiente de correlacdo R? = 0,95, ou seja, 95% dos dados
podem ser explicados pelo modelo proposto. A regressdo F=13,67 e o ajuste F=10,28.
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Figura 02: Gréfico superficie de resposta e curva de niveis - Influéncia do tempo e da temperatura na otimizacéo da fragéo soltvel
do exopolissacarideo CCMB 244

Analise da atividade bioldgica justifica-se, pela prevaléncia da diabetes que tem
vindo aumentando nos ultimos tempos, ocupando um maior espaco no perfil de
morbilidade e mortalidade da populagcdo mundial (Sargis, 2014). E pelo uso da arcabose
como hipoglicemiante oral conhecido, sendo este um pseudotetrassacarideo.

A atividade frente a enzima a-amilase testada com o polissacarideo CCMB 244
em solucdo de concentracdo 10 mg/mL, apresentou inibicdo de 67,3%. Devido a

atividade inibitéria enzimatica apresentada, foi possivel calcular o IC50, dentro das
concentracdes de 5, 3 e 1 mg/mL.

Tabela 09: Inibigdo da enzima amilase por polissacarideo do micro-organismo CCMB 244

Amostra Inibi¢do enzimatica (%) 1C50 (mg/mL)
CCMB 244 67,3% 3,615+ 0,07*
Acarbose - 0,019 + 0,00

Além da atividade hipoglicemiante, o polissacarideo da levedura Candida
zeylanoide, teve seu potencial antibacteriano avaliado. No entanto, ndo apresentou
qualquer atividade frente as bactérias testadas na concentracao de até 10 mg/mL.

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclus&o)

O estudo com o micro-organismo CCMB 244, Candida zeylanoides, mostrou ser
promissor, 0 metodo de producdo, extracdo e otimizagdo mostraram satisfatorios de
acordo com as metodologias propostas. Os polimeros extraidos apresentaram
caracteristicas para serem explorados em atividade bioldgicas tanto em in vitro como in
vivo. Ademais, esse estudo evidenciou a atividade inibitdria enzimética frente a o-
amilase sendo uma pega Util para o tratamento da diabetes.
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