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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Biologicas: Considera¢des e Novos Segmentos” € uma
obra com foco na discussao cientifica, por intermédio de trabalhos desenvolvidos por
autores de varios segmentos da area de ciéncias biologicas. A obra foi estruturada
com 36 capitulos e organizada em dois volumes.

A colecgéo ¢ para todos aqueles que se consideram profissionais pertencentes
as ciéncias biologicas e suas areas afins. Especialmente com atuacdo formal,
inserida no ambiente académico ou profissional. Cada e-book foi organizado de
modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque no
que seja relevante para vocé. Por isso, os capitulos podem ser lidos na ordem que
vocé desejar e de acordo com sua necessidade, apesar de terem sido sequenciais,
desde algumas areas especificas das ciéncias biolégicas, até o ensino e a salde.
Assim, siga a ordem que lhe parecer mais adequada e util para o que procura.

Com 19 capitulos, o volume 1 relne autores de diferentes instituicoes
brasileiras que abordam trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios
tedricos e revisdes da literatura. Neste volume vocé encontra atualidades nas areas
de biologia geral, biologia molecular, microbiologia, ecologia e muito mais.

Deste modo, a colecdo Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos
Segmentos apresenta progressos fundamentados nos resultados obtidos
por pesquisadores, profissionais e académicos. Espero que as experiéncias
compartilhadas neste volume contribuam para o enriquecimento de novas praticas

multiprofissionais nas ciéncias biologicas.

Edson da Silva
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RESUMO: Bactérias do é&cido acético séo
conhecidas pela sua habilidade em produzir
quantidades expressivas de exopolissacarideos,
tal como a levana, celulose, acetana ou xilanana,
assim como gluconacetanas. Espécies de
Komagataeibacter produzem celulose bacteriana
(CB) a niveis comerciais, e estas, devido as suas
propriedades Unicas demonstram aplicabilidade
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xylinus

em varios setores industriais, que varia desde a
fabricacdo de alimentos até o seu uso como um
material para tratamentos de pele. Além da CB,
Komagataeibacter também tem demonstrado
produzir exopolissacarideos solUveis em agua
a partir de substrato a base de sacarose. E
assim como a CB, poderiam ser empregadas
tanto na é&rea biomédica como na industria
alimenticia. Esta pesquisa buscou verificar
a capacidade da bactéria Komagataeibacter
xylinus ATCC 700178 produzir simultaneamente
a CB e exopolissacarideos sollveis em agua
(EPS1) a partir de substrato contendo sacarose
em condicbes de agitagcdo. Como resultado,
obtivemos que, apesar do meio de fermentagcéo
ainda nédo estar otimizado, a cepa de referéncia
produziu simultaneamente quantidades razoaveis
dos dois exopolissacarideos (0,70 + 0,03 g.L
"de CB e 14,23 + 0,35 g.L'" de EPS1). Deste
modo, estudos posteriores seriam necessarios
com relagdo ao aumento de produgcéo (CB e
EPS1) e caracterizagdo do EPS1, uma vez que
a aplicabilidade da CB ja é bastante conhecida
em vérias areas e a descoberta de novos
biopolimeros poderia abrir ainda mais o leque de
oportunidades para as industrias.

PALAVRAS-CHAVE: Exopolissacarideos,
celulose, acido acético, sacarose.

SIMULTANEOUS PRODUCTION

OF EXOPOLYSACCHARIDES BY

KOMAGATAEIBACTER XYLINUS
ABSTRACT: Acetic acid bacteria are known for
their ability to produce significant amounts of
exopolysaccharides, such as levan, cellulose,


http://lattes.cnpq.br/2109234116411472
http://lattes.cnpq.br/1817422617471896
http://lattes.cnpq.br/3021451673808754
http://lattes.cnpq.br/1982711995508281

acetan or xylanan, as well as gluconacetans. Komagataeibacter species produce
bacterial cellulose (CB) at commercial levels, and these, due to their unique properties,
demonstrate applicability in several industrial areas, ranging from the manufacture of
food to its use as a material for skin treatments. In addition to CB, Komagataeibacter
has also been shown to produce water-soluble exopolysaccharides from sucrose-
based substrate under shaker conditions. Just like CB, they could be used both
in the biomedical area and in the food industry. This research sought to verify the
ability of the bacteria Komagataeibacter xylinus ATCC 700178 to simultaneously
produce CB and water-soluble exopolysaccharides (EPS1) from substrate containing
sucrose. As a result, we obtained that, although the fermentation medium is not yet
optimized, the reference strain produced simultaneously reasonable amounts of the
two exopolysaccharides (0.70 +0.03 g.L" of CB and 14.23 + 0.35 g.L"" of EPS1). Thus,
further studies would be necessary in relation to the increase in their production (CB
and EPS1) and characterization of EPS1, since the applicability of CB is already well
known in several areas and the discovery of new biopolymers could open even more
the range of opportunities for industries.

KEYWORDS: Exopolysaccharides, cellulose, acetic acid, sucrose.

11 INTRODUGAO

Polissacarideos microbianos sé@o produzidos por uma ampla gama de
bactérias, apresentando uma extrema diversidade em termos de estrutura quimica
e composicdo (PERUMPULI; WATANABE; TOYAMA, 2014; ROCA et al., 2015).
Bactérias do acido acético, porexemplo, sdo capazes de produzirgrandes quantidades
de exopolissacarideos, quer homopolissacarideos como a levana e a celulose
bacteriana, compostos por mondémeros de frutose e glicose, respectivamente, assim
como heteropolissacarideos como a acetana ou xilanana (formados por monémeros
de glicose, manose, acido glucurdnico e ramnose) e gluconacetana (BRANDT et al.,
2017; KORNMANN et al., 2003; SEMINO; DANKERT, 1993).

A celulose bacteriana € um exopolissacarideo que tem chamado bastante
atencéo devido as suas propriedades unicas. Este polimero possui alta resisténcia
a tracdo, estabilidade térmica, alta pureza, alto grau de polimerizagdo, grande
capacidade de retencéo de agua, além de mostrar excelente biodegradabilidade e
biocompatibilidade (CACICEDO et al., 2016; QIU; NETRAVALI, 2014; RUKA et al.,
2014; FAN et al., 2016; HUANG et al., 2014; KESHK, 2014; SHODA; SUGANO, 2005;
WANG et al., 2017). Todas essas caracteristicas fazem dela um polimero promissor
em diversas areas de aplicagéo. Na industria de alimentos, a utilizagdo mais popular
da celulose € na fabricacdo da Nata de coco, uma sobremesa tradicional bastante
consumida no sudeste asiatico, produto da fermentacdo realizada pela bactéria
Komagataeibacter xylinus (SHI et al., 2014; ULLAH; SANTOS; KHAN, 2016). Aléem
da area de alimentos, a celulose tem sido utilizada na area médica, farmacéutica, de
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cosméticos, em materiais de embalagens e fabricacéo de papéis (SHI et al., 2014).

Por outro lado, estudos recentes tém mostrado que BAA também possuem
habilidade a produzir exopolissacarideos sollveis a partir de substrato a base
de sacarose (HERMANN; PETERMEIER; VOGEL, 2015; JAKOB et al., 2013;
MOLINARI, BOIARDI, 2013 SEMJONOVS et al., 2015; SRIKANTH et al., 2015;
UA-ARAK, JAKOB, VOGEL, 2016; UA-ARAK, JAKOB, VOGEL, 2017). Estes
biopolimeros tém demonstrado variadas atividades biolégicas como atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, entre outros, sendo aplicaveis a diversas
areas da biomedicina. Em alimentos, tém sido estudadas como possiveis candidatos
a prebibticos e impactado diretamente na qualidade de produtos de panificagdo
(HERMANN; PETERMEIER; VOGEL, 2015; JAKOB; STEGER; VOGEL, 2012).

Tendo isso em vista, o objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade da
bactéria K. xylinus produzir simultaneamente a CB e EPS1 a partir de substrato
contendo sacarose.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo, condi¢6es de cultivo e fermentacao

Neste trabalho, foi utilizada a cepa de referéncia K. xylinus ATCC 700178,
armazenada na colecéo de culturas da Universidade Estadual de Londrina, sediada
em Londrina-PR.

Primeiramente, a bactéria foi cultivada em agar MYP (2,5% manitol, 0,5%
extrato de levedura, 0,3% peptona, 1,0% éagar) (SOKOLLEK; HERTEL; HAMMES,
1998) e incubada por 72 h a 30 °C. Em seguida, uma alcada a partir da placa
foi inoculada em frascos de 250 mL contendo meio liquido HS (2,0% D-glicose,
0,5% peptona, 0,5% extrato de levedura, 0,27% Na,HPO,, 0,115% écido citrico,
pH ajustado para 6,0) e adicionada de 0,2% de celulase. Este in6culo foi mantido
a 30 °C sob agitagdo a 120 rpm (WANG; XIANG; WANG; LI, 2016) até que uma
absorbancia de 0,6 (600nm) fosse alcangada. Células foram centrifugadas e lavadas
repetidamente com agua destilada, ressuspendidas e inoculadas a 1,0% (v/v) em
meio HS modificado contendo 50 g.L' de sacarose. O meio inoculado foi incubado
por 96 h a 30 °C sob agitacdo a 150 rpm.

2.2 Isolamento e determinacao da CB e do exopolissacarideo soltvel a
partir do meio liquido

Apb6s o término do processo fermentativo, a CB (em forma de esferas e
insoluvel em agua) foi separada fisicamente por filtracdo e o EPS1 foi isolado a
partir do caldo remanescente.
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2.2.1 Purificagédo e quantificagcdo da CB

A CB foi primeiramente lavada em agua e submetida a purificacao com NaOH
1,0 mol/L a 80 °C por 1 h para a remocao de células e meio de cultura residual.
ApOs aquecimento, as esferas de CB foram lavadas repetidamente com agua para
a completa remocgéo de éalcali (até pH neutro). Por fim, a CB foi secada a 60 °C por
24 h e a produgao determinada por pesagem (g.L™").

2.2.2 Isolamento e quantificacdo do EPS1

Para o isolamento do EPS1, um volume do sobrenadante remanescente foi
centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos para a remoc¢éo de células, e em seguida
homogeneizado com trés volumes de alcool etilico 99% (1:3; v.v'') para precipitagéo.
Esta mistura foi mantida a -20 °C por 24 h e subsequentemente centrifugada a 5000
rpm por 30 minutos. O precipitado foi entdo ressuspendido em agua destilada, e
a solugao resultante liofilizada. O EPS1 foi finalmente pesado e a produtividade
calculada em peso seco (g.L"). A Figura 1 ilustra todo o processo de producgéo e
isolamento dos exopolissacarideos produzidos.

Producdo simultdnea de celulose e EPS1
por K. xylinus ATCC 700178

IIn('JCUIo de K. xylinus ATCC 700178

Producdo de CB e EPS1 em frascos Erlenmeyer contendo meio Hestrin-
Schramm a base de sacarose (50 g.L-") < Inc. 30 *C / 96h / 150 RPM
Separacao da CB do Centrifugacdo do caldo
caldo de fermentacdo remanescente
Puriﬂcagéo da CB (80 Precipitagéo do
°C /60 min) com NaOH sobrenadante com etanol
1,0 M
Lavagem com agua até Refrigeracdo, ({enlrifugagéo
pH neutro e ressuspensdo em agua
ultrapura.
Secagem e calculo de Ciotin —
produtividade em peso 'Fl’ ! 'Izaga" € F;ef?gderg para
seco (g L-1) calculo de produtividade em

peso seco (g.L™")

Figura 1 — Processo de produgéo e isolamento de CB e EPS1 a partir de K. xylinus
ATCC 700178.
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31 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada com nivel de 5% de significancia.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varias espécies de BAA sintetizam consideraveis quantidades de
exopolissacarideos (KORNMAN et al.,, 2003; ROCA et al., 2015). Espécies
pertencentes aos géneros Gluconacetobacter, Komagataeibacter e Acetobacter
sé@o habeis a sintetizar celulose (VALERA et al., 2015), porém, apenas espécies
de Komagataeibacter podem produzir CB a niveis comerciais, dando-se destaque
especialmente para K. xylinus e K. hansenii (LIN et al., 2013; RANGASWAMY et al.,
2015). Ja a producgéao de exopolissacarideos solUveis em agua por K. xylinus quando
cultivada em meio contendo sacarose foi previamente reportada por TAJIMA et al.
(1998), KORNMANN et al. (2003) e recentemente por SRIKANTH et al. (2015), apesar
de outros géneros de BAA como Gluconacetobacter, Gluconobacter, Neoasaia
e Kozakia também apresentarem esta capacidade (HERMANN; PETERMEIER,;
VOGEL, 2015; JAKOB et al., 2013; MOLINARI, BOIARDI, 2013 SEMJONOVS et
al.,, 2015; SRIKANTH et al., 2015; UA-ARAK, JAKOB, VOGEL, 2016; UA-ARAK,
JAKOB, VOGEL, 2017).

Neste trabalho, K. xylinus ATCC 700178 foi capaz de produzir
simultaneamente, 0,70 + 0,03 g.L"'de CB (insoliveis em agua e em formato de
esferas) e 14,23 + 0,35 g.L-"de EPS1 (soluvel em agua) em meio HS sacarose sob
condi¢cbes de agitagédo (Figura 2).

Figura 2 — Producgéo simultanea de celulose (A) e EPS1 (B) por K. xylinus ATCC
700178 a partir de substrato contendo sacarose.

Apesar da producéo de CB pela cepa de referéncia nao ter sido produzida em
maiores quantidades quando comparadas aos estudos de MOHITE et al. (2013) (5,0
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g.L™"; meio de sacarose), ATWA et al. (2015) (8,25 g.L'; Meio CSL modificado), Ul-
ISLAM et al. (2013) (10,45 g.L'; meio MAE), podemos justificar nossos resultados
pelo fato de que a producao de CB varia conforme as condi¢bes fermentativas (fonte
de carbono, nitrogénio, velocidade de agitagdo, tempo de incubacéo e diferentes
indutores), da cepa bacteriana utilizada, assim como outros fatores. Além disso,
podemos salientar que as condicbes empregadas neste trabalho ainda ndo foram
otimizadas.

Quanto a producéo de EPS1, podemos dizer que € necessério uma posterior
caracterizagdo do biopolimero para que o mesmo seja corretamente identificado
e assim possamos comparar 0s resultados encontrados. A identificacdo do
polissacarideo pode ser realizada por meio de andlises cromatograficas a fim de
se obter os mondmeros que o compde, por analises de FT-IR (Espectroscopia
no Infravermelho com Transformada de Fourier) para a verificagdo dos grupos
funcionais da molécula, assim como por analises de RMN (Ressonancia Magnética

Nuclear) para a determinagéo dos tipos de ligagéo envolvidos.

51 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que apesar do meio de fermentagéo ainda nédo estar
otimizado, a cepa de referéncia foi capaz de produzir simultaneamente quantidades
razoaveis dos dois exopolissacarideos. Deste modo, seria necessario um estudo
mais aprofundado em relagéo ao aumento de producao (CB e EPS1) e caracterizacéo
do EPS1, uma vez que a aplicabilidade da CB ja é bastante conhecida em varias
areas e a descoberta de novos biopolimeros poderia abrir ainda mais o leque de
oportunidades para as industrias.
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