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INTRODUCAO

Uma variedade de produtos com aplicacdo tecnologica pode ser obtida a partir
de micro-organismos. No Brasil, o semi-arido baiano apresenta grande diversidade de
micro-organismos ainda ndo explorados, que podem ser utilizados como agentes
bioldgicos para prospecgdo biotecnoldgica. Dentre as vérias ferramentas ou sistemas
utilizados pela biotecnologia, os micro-organismos tém destaque (MELO, 2005).

Os polissacarideos sdo polimeros naturais, constituidos de um Unico tipo ou
diferentes tipos de monossacarideos, e embora estejam presentes em todos 0s seres
vivos, a maior diversidade encontra-se no reino microbiano. Os polissacarideos
constituem um grupo de compostos abundantes e relevantes na biosfera, temos como
exemplo, celulose e amido nos vegetais e glicogénio nos animais (LEHNINGER, 2002;
GUIMARAES et al., 2009).

Os polissacarideos podem ser classificados como exopolissacarideos (EPS) ou
glucanas. Os EPS sdo metabolitos secundarios produzidos durante a fase estacionéria
do crescimento microbiano, definidos por polissacarideos extracelulares produzidos por
grupos de bactérias e fungos (SUTHERLAND, 1998). Os polissacarideos encontrados
na parede celular de fungos sdao denominados glucanas, que sdo polimeros de glicose
vastamente distribuidos na natureza e classificados de acordo com o tipo de ligacdo
glicosidica - o, B - da cadeia principal (SILVA et al., 2006).

Vaérios exopolissacarideos produzidos por micro-organismos ainda nao foram
adequadamente explorados e somente poucos tém sido produzidos em larga escala.
Durante a producdo dos exopolissacarideos pelos micro-organismos, ha parametros que
podem influenciar no rendimento e na composicdo monossacaridica dessas moléculas,
(SOUZA, 2004).

Polissacarideos derivados de micro-organismos apresentam algumas vantagens de
obtencdo em relacdo as demais espécies, tais como: a ndo dependéncia das condigdes
climaticas, maior rapidez na obtencdo do produto acabado, o fato de poder utilizar
matérias primas regionais e a necessidade de um menor espaco fisico das instalacGes
(ERNANDES et al., 2005).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados micro-organismos isolados e identificados, provenientes do
Laboratorio de Enzimologia (LAEN), da Universidade Estadual de Feira de Santana, e
mantidos em estufa a 28°C, até inicio da fermentagé&o.
Condic0es de cultivo e extracdo

Os micro-organismos foram inoculados em placa de Petri contendo meio YM
solido (Composicdo: extrato de levedura 3,0 g/L; extrato de malte 3,0 g/L; peptona de
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carne 5,0 g/L; glucose 10,0 g/L e &gar 15,0 g/L) sob temperatura de refrigeracdo e
cultivado em estufa de crescimento a 28 °C. Apo0s esse periodo de crescimento, alcadas
do micro-organismo foram inoculados em solugdo salina 0,45% até alcancar a
absorbancia de aproximadamente 10’UFC/mL. Apos isso, 10 ml deste inoculo foram
acrescentado em 100 ml de meio YM liquido contendo extrato de levedura 3,2g/L,
extrato de malte 3,0 g/L, peptona 5,0 g/L, glicose 10,0 g/L, fosfato de potasio
monobésico (KH2PQOs), fosfato de potassio dibasico (KoHPO4) 2,0 g¢/L, fosfato de
magnésio heptahidratado (MgSOs) 2,7 g/L. A fermentacdo ocorreu em shaker durante 5
dias, a 100 rpm e 28°C. Apds a fermentacéo foi realizada centrifugacéo e a biomassa foi
seca em estufa a 50°C até se obter peso constante. O sobrenadante foi utilizado para a
obtencgdo de exopolissacarideos, sendo adicionado etanol absoluto na proporgéo de 3:1
(etanol/sobrenadante), e conservado a 4°C por 24 horas, para precipitar 0s
polissacarideos.
Processo de purificacdo

Para a purificacdo do exopolissacarideo e da biomassa adicionou-se 10 volumes
de NaoH 0,1M em 0,300g de polissacarideo. Foram utilizados nove tubos de ensaio
devidamente identificados, incubados em banho-maria com temperaturas e tempo
segundo o planejamento experimental Dohlert (tempo: 60, 90, 120, 150, 180 minutos;
temperatura: 50°C, 70°C e 90°C). Depois da incubacdo, as amostras foram
centrifugadas em 10.000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi identificado como
fracdo alcali soluvel e o precipitado como a fragdo &lcali insoltvel. As amostras foram
secos a 55°C por 24h até atingir peso constante.
Andlise estatistica

Apds obtencdo dos resultados, os mesmos foram analisados através da Analise
de Variancia (ANOVA) através do programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, USA),
para indicar as variaveis com efeitos estatisticamente significativos (p<0,05) e o ajuste
do modelo aos dados experimentais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram, que a partir do micro-organismo Cryptococcus
liquefaciens (302) obteve-se uma producdo total de 21,87 gramas de exopolissacarideo e
14,93 gramas de biomassa em trés litros de inoculo (proporcdo de 0,729 g/100mL e
0,498 g/100mL respectivamente), ja 0 micro-organismo Rhodotorula orizycola (D2T61)
apresentou uma producdo total de 31,11 gramas de exopolissacarideo e 14,75 gramas de
biomassa em quatro litros de inoculo (proporgéo de 0,778 g/100mL e 0,369 g/100mL
respectivamente). Como mostra a Figura 1, a producdo de exopolissacarideo e da
biomassa, foram quantificados para cada 100mL de meio YM liquido.
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Gréfico 1: Producdo de polissacarideos a partir dos micro-organismos estudados (Cryptococcus
liquefaciense, Rhodotorula orizycola), na proporgéo de g/100mL).



O objetivo da purificagdo é a obtencdo do material desejado, com as
caracteristicas e as suas funcdes preservadas, eliminando as substancias indesejadas, que
resultaram da fermentacdo (DINI, 2010).

A partir dos resultados do micro-organismo Cryptococcus liquefaciense foram
plotados os gréaficos de superficie de resposta e de curvas de niveis (Figura 1) aonde se
pode visualizar que a producdo Otima em temperaturas de 45°C a 95°C, em tempos
variando de 40 a 120 minutos. O valor de R? obtido é 0,98 (Tabela 1), indicando que
98% dos resultados sdo explicados pelo modelo experimental. O teste F, mostrou que o
modelo est& bem ajustado, uma vez que o valor de F calculado da falta de ajuste (0,19) é
bem menor do que F tabelado (18,81). De acordo com o nivel de confianca de 95%, a

regressdo correspondente é significativa, sendo que o F calculado = 31,73 é maior que F
tabelado = 9,01.
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Figura 1: Gréfico superficie de resposta e curva de niveis - Influéncia do tempo e da temperatura na
purificacdo da fracdo soltvel do exopolissacarideo do micro-organismo Cryptococcus liquefaciens.
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Tabela 1: Anélise de varidncia (ANOVA) para purificacdo do exopolissacarideo do micro-organismo
Cryptococcus liquefaciens
TABELA DA ANOVA

SQ gl QM Fcal Ftab 5% R?
Regressdo 2441.,83 5 488,3667 | 31,73 9,01 0,98
Residuo 46,17 3 15,38889
Ajuste 4,17 1 4,166667 0,19 18,81
Erro 42,00 2 21
Total 2488,00

FONTE: Autora

Em relacdo ao micro-organimo Rhodotorula orizycola. A partir dos resultados
foram plotados os graficos de superficie de resposta e de curvas de niveis (Figura 2)
aonde se pode visualizar que a producdo 6tima em temperaturas de 45°C a 75°C, em
tempos inferiores a 120 minutos. O valor de R? obtido é 0,98 (Tabela 2), indicando que
98% dos resultados sdo explicados pelo modelo experimental. O teste F, mostrou que o
modelo estd bem ajustado, uma vez que o valor de F calculado da falta de ajuste (0,64) é
bem menor do que F tabelado (18,81). De acordo com o nivel de confianca de 95%, a

regressdo correspondente é significativa, sendo que o F calculado = 43,05, € maior que
F tabelado = 9,01.
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Figura 2: Grafico superficie de resposta e curva de niveis - Influéncia do tempo e da temperatura na
purificacdo da fragdo soltvel do exopolissacarideo do micro-organismo Rhodotorula orizycola.

Tabela 2: Anélise de variancia (ANOVA) para purificacdo do exopolissacarideo do micro-organismo
Rhodotorula orizycola.
TABELA DA ANOVA

SQ gl QM Fcal Ftab 5% R?
Regressdo 1770,22 5 354,0444 | 43,05 9,01 0,98
Residuo 24,67 3 8,222222
Ajuste 6,00 1 6 0,64 18,81
Erro 18,67 2 9,333333
Total 1794,89

FONTE: Autora

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostram que foi possivel a obtencdo de polissacarideos a partir
dos micro-organismos Cryptococcus liquefaciens (302) e Rhodotorula orizycola
(D2T61). Os polissacarideos estdo sendo identificados e serdo avaliados quanto a
atividade antinoceptiva, antioxidante e anticoagulante.

REFERENCIAS

DINI, C. M. Producéo, purificacdo e caracterizacdo das proteases de
Thermomucorindicae-seudaticae n 31 e avaliacédo de sua aplicacdo na fabricacdo
de queijo maturado. Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, 2010.

ERNANDES, F. M. P. G.; GARCIA-CRUZ, C. H. G. Levana Bacteriana: aspectos
tecnoldgicos, caracteristicas e producdo. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 26,
n. 1, p. 69-80, 2005.

GUIMARAES, L. B. et al. Influéncia de diferentes fontes de nitrogénio no
crescimento e na producéo de EPS pelo fungo Diaporthe phaseolorum var.
caulivora. Braz. J. Food Technol., VII BMCFB, S&o Paula, 20009.

LEHNINGER, A. L. et al. Principios de Bioquimica. 5. ed. Sdo Paulo: CBL, 2002.
MELO, D. L. F. M. Potencial biotecnolégico do umbu: perspectivas para o
semi-arido. 2005.

SILVA, M. DE L. C. et al. Caracterizagdo quimica de glucanasflingicas e suas
aplicacdes biotecnoldgicas. Quimica Nova. Vol. 29, No. 1, 85-92, 2006.

SOUZA, D. M.; Garcia-Cruz, C. H.; Semina ciénc. agrar. 2004.

SUTHERLAND, I. W. Novel and established applications of microbial
polysaccharides.Trends in Biotechnology, Limerick, v.16, p.41-46, 1998.



