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RESUMO - Os exopolissacarideos bacterianos (EPSs) sdao amplamente utilizados
no setor industrial como agentes gelificantes, podendo ser sintetizados por
bactérias como Rhizobium e Mesorhizobium. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a producdo de EPSs por diferentes bactérias do género
Rhizobium e Mesorhizobium usando glicerina residual como fonte de carbono.
Foram testadas 4 diferentes espécies de bactérias: Rhizobium leguminosarum bv
vicae Semia 344, Rhizobium tropici Semia 4077, Mesorhizobium loti Semia 816 e
Mesorhizobium huakuiu Semia 4779. Os cultivos foram realizados em triplicata
em frascos agitados a 30°C e 200 rpm utilizando meio de cultivo contendo
glicerina residual, KH,PO4 K;HPO, MgSO,4.7H,0, NaCl, extrato de levedura,
MnCl,.4H,0 e CaCl,.2 H,0, sendo o pH ajustado para 7,0 acompanhando-se
biomassa, pH e, ao término dos cultivos, a concentracdo de EPSs. A bactéria
Mesorhizobium loti Semia 816 mostrou-se promissora para producdo de EPSs,
atingindo, em 96 h, biomassa, pH e concentracdo de EPSs de 2,39 + 0,05 g/L,
5,27 £ 0,01 e 4,90 + 0,2, respectivamente. Quanto a viscosidade, foi observado
um comportamento pesudoplastico, com maior valor para a viscosidade inicial
sendo observado para a bactéria Rhizobium tropici Semia 4077 ( 358 mPas em
uma solucéo 5% m/v).

1. INTRODUCAO

Os exopolissacarideos microbianos (EPSs), também conhecidos como gomas,
sdo polissacarideos extracelulares produzidos por micro-organismos e possuem a
capacidade de formar géis e solucdes viscosas em meio aquoso (Monteiro et al., 2012).
Essas gomas sdo amplamente utilizadas na indUstria de alimentos como espessantes,
estabilizantes e agentes gelificantes devido a estabilidade de seus géis em meio aquoso
(Donot et al., 2012).

Nos altimos anos, diversos micro-organismos produtores de exopolissacarideos
tem sido investigados. Dentre eles, as bactérias diazotroficas tem se destacado por
produzirem quantidades consideraveis de exopolissacarideos, como as do géneros
Rhizobium, Mesorhizobium e Brazyrhizobium (Monteiro et al., 2012; Staudt et al., 2012
; Castellane e Lemos, 2007). Na maioria das vezes, 0s EPSs rizobianos produzidos sdo
heteropolissacarideos, compostos de diferentes tipos de monossacarideos (Becker e
Puhler, 1998 ; Castellane e Lemos, 2007). As bactérias diazotroficas sdo responsaveis
pela fixacdo do nitrogénio molecular atmosférico (N,) em ion aménio (NH4"), sendo
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usado para a fixacdo do nitrogénio nas raizes de plantas leguminosas, processo que
facilita a obtencdo de nutrientes e fornece protecdo ao ambiente (Monteiro et al., 2012).

A producdo de EPS é influenciada principalmente pelas condi¢es do meio de

cultivo, sendo a fonte de carbono um importante fator de influencia no processo de
biossintese de EPS (Ruas-Madiedo e de Los Reyes, 2005; Gharzouli et al., 2012). Neste
contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo estudar o cultivo de
diferentes bactérias diazotroficas dos géneros Rhizobium e Mesorhizobium quanto a
producdo de EPSs usando a glicerina residual como principal fonte de carbono. Cabe
salientar que sdo escassos estudos abordando a producdo EPSs por bactérias
diazotroficas com esta fonte de carbono.

2. MATERIAL E METODOS

Neste estudo, foram testadas 4 diferentes bactérias: Rhizobium leguminosarum
bv vicae SEMIA 344, Rhizobium tropici SEMIA 4077, Mesorhizobium loti SEMIA 816
e Mesorhizobium huakuiu SEMIA 4779, cedida pela FEPAGRO (Fundacéo Estadual de
Pesquisa Agropecuaria).

Como fonte de carbono foi utilizada a glicerina residual proveniente da sintese
do biodiesel, fornecido pela empresa BS Bios Industria e Comércio de Biodiesel Sul
Brasil S/A, localizada em Passo Fundo - RS.

Para o preparo do inoculo, foi usado 1 tubo de cultura microbiana reativada,
sendo raspadas com 10 mL de &gua peptonada 0,1% e transferida para cada Erlenmeyer
de 500 mL contendo 100 mL de meio YMA (yeast manitol), ajustado a pH 7,0,
conforme proposto por Dutra et al. (2004), sendo utilizado a glicerina residual como
fonte de carbono. A suspenséo foi incubada a 30°C em frascos agitados a 200 rpm e foi
realizado o acompanhando do crescimento celular por densidade 6ptica (DO) a 600nm.

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 500 mL com volume
inicial de 100 mL, resultante da adi¢do do meio de cultivo e suspensdo de bacteriana. O
meio de cultivo foi preparado na forma concentrada a fim de resultar na seguinte
composicdo (g/L) proposta por Dutra et al. (2004) com modificagcdes: 10 glicerina
residual; 0,4 KH,PO4 0,1 KyHPO4; 0,2 MgS0,4.7H,0; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de
leveduras; 0,12 MnCl; 4H,0. 0,15 CaCl,. 2H,0, pH ajustado em 7,0.

As amostras foram retiradas a cada 24 h e centrifugadas a 5000 x g por 30 min.
No sobrenadante foi determinado o pH e foi adicionado alcool etilico 96% na proporcao
de 1:3 para precipitacdo da goma. Essa suspensédo foi armazenada sob refrigeragdo a +
4°C durante 24 h. Apds a suspensdo foi centrifugada a 5000 x g a 4°C por 15 minutos,
sendo filtrada a vacuo para recuperacdo do exopolissacarideo. O precipitado foi
colocado em placas de Petri previamente pesadas e secando-se em estufa (45°C) por 24
h até a massa constante.

Ja a sedimento foi lavado, novamente centrifugado a 5000 x g por 15 min e entdo
ressuspendido em volume apropriado, para determinacdo da concentracdo de biomassa
por densidade 6ptica a 600 nm em espectrofotdmetro, convertendo-se em g/L a partir de
uma curva padrdo de biomassa para cada micro-organismo, conforme descrito por
Messomo (2007).

A analise da viscosidade da solucdo aquosa dos ESPs produzido a 5% (m/v) foi
realizada em um viscosimetro rotacional Brookfield modelo DV- 11 Ultra, com spindle
51 a 25°C.
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As variacOes da concentracdo de biomassa e do pH em relacdo ao tempo foram

mostrada na Figura 1.
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Figura 1- Concentracdo de biomassa (A) e pH (B) para as diferentes bactérias cultivadas

em meio contendo glicerina residual. == Rhizobium tropici Semia 4077, —i= Rhizobium
leguminosarum bv viciae Semia 344, == Mesorhizobium loti Semia 816,

== Mesorhizobium huakuiu Semia 4779.

As bacterias Rhizobium tropici Semia 4077 e Rhizobium leguminosarum bv
viciae Semia 344, atingiram a concentragdo maxima de biomassa em 72h,
respectivamente, 5,70 £0,07 e 1,54 + 0,05 g/L. Ja os micro-organismos Mesorhizobium
loti Semia 816 e Mesorhizobium huakuiu Semia 4779 alcancaram a concentracao
celular maxima em 96 e 120 h de cultivo, de 2,39 + 0,05 e 4,94 + 0,03 g/L
respectivamente. Quanto ao pH, a variacdo mais pronunciada foi observada para as
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bactérias Rhizobium leguminosarum bv viciae Semia 344 e Mesorhizobium loti Semia
816, atingindo, respectivamente, 4,85 e 4,93 (Figura 1B). Segudo Messomo (2007), a
producdo de EPSs nédo possui uma relacéo direta com o crescimento celular.

As concentracdes de EPSs produzidos pelos micro-organismos estudados estdo
indicadas na Figura 2. As bactérias Rhizobium tropici Semia 4077 e Rhizobium
leguminosarum bv viciae Semia 344 alcancaram a producdo de EPSs maxima em 48
horas de cultivo, respectivamente 0,75 = 0,00 e 2,32 = 0,44 g/L, enquanto o0s
Mesorhizobium loti Semia 816 e Mesorhizobium huakuiu Semia 4779 a sua producao
maxima de EPSs foi atingida em 96 horas de cultivo, com os valores de 4,90 £ 0,21 e
1,75 + 0,13 g/L, respectivamente.

EPSs (g/L)

Tempo (horas)

Figura 2- Producéo de EPSs para as diferentes bactérias cultivadas em meio contendo
glicerina residual. == Rhizobium tropici Semia 4077, —= Rhizobium leguminosarum bv

viciae Semia 344, =F Mesorhizobium loti Semia 816, == Mesorhizobium huakuiu
Semia 4779.

Staudt et al. (2012) obteve uma producéo de EPSs 4,08 g.L™ utilizando sacarose
(10 g/L) como fonte de carbono no cultivo de Rhizobium tropici CIAT 899 seguindo
uma relacdo de C/N de 20, enquanto Ghosh et al. (2005), em cultivo do Rhizobium sp.
CIAT899 em um meio contendo 20 g/L de manitol atingiu uma producéo de 1,89 g/L de
EPSs com relacdo C/N de 20. Mandal et al.(2007) produziu 0,35 g/L de EPSs em um
meio contendo 10 g/L de manitol adicionado com 3 g/L de asparagina no cultivo da
Rhizobium sp. VMA301 com relacdo C/N de 3,3.

Kumari et al. (2009) estudou diferentes cepas da especie Indigofera viscosa,
obtendo uma concentracdo de EPS de 0,876 mg/g usando a glicerina como sua
principal fonte de carbono.

Com os EPSs obtidos nos tempos de cultivo correspondentes a producédo
méaxima, foi determinada a viscosidade de solugdes aquosas a 5% m/v, conforme mostra
a Figura 3.
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Figura 3 - Variagdo da viscosidade aparente em funcdo da taxa de cisalhamento, em
solucdes aquosas de exopolissacarideo (5% p/v) produzidos bactérias cultivadas em meio

contendo glicerina residual. = Rhizobium tropici Semia 4077, == Rhizobium leguminosarum
bv viciae Semia 344, ambos em 48 h de cultivo, - Mesorhizobium loti Semia 816,

;E Mesorhizobium huakuiu Semia 4779 ambos em 96 h de cultivo.

De acordo com Figura 3, foi observado que as quatros solucdes de EPSs
produzidos pelos micro-organismos testado apresentaram comportamento nao
newtoniano, pseudoplastico. Um comportamento ndo newtoniano de fluido se
caracteriza pela variagdo da viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento e os fluidos
pseudoplasticos sdo nao newtoniano, em que o0 aumento da taxa de cisalhamento resulta
em decréscimo da viscosidade (Fernandes et al., 2010). Essa caracteristica reoldgica
pseudopléastica tem sido observada por inimeros autores no estudo de EPSs produzidos
por Rhizobium sp (Kaci et al., 2005; Barreto, 2011; Aranda-Selverio et al., 2010;
Fernandes et al., 2010) e em bactérias do género Xanthomonas (Rottava et al., 2009).
As bactérias Rhizobium leguminosarum bv viciae Semia 344, Mesorhizobium loti Semia
816, Mesorhizobium huakuiu Semia 4779 apresentaram viscosidades semelhantes,
porem diferente das Rhizobium tropici Semia 4077, indicando que essa solucdo aquosa
apresentam menor resisténcia de escoamento. Almeida et al. (2009) encontrou uma
viscosidade entorno de 150 mPas em solucdo aquosa 5%(m/v) do EPSs produzido por
Rhizobium sp Isolado 53.5.

4, CONCLUSOES

As bactérias diazotroficas testadas foram capazes de produzir EPSs a partir da
glicerina residual como fonte de carbono no meio de cultivo destacando a
Mesorhizobium loti Semia 816, com producdo de 4,90 £ 0,2 g/L. Todos os EPSs
produzidos apresentaram comportamento pseudoplastico em solugdes aquosas de 5%
m/v, com maior valor de viscosidade inicial (358 mPas) observado para a Rhizobium
tropici Semia 4077.
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