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RESUMO

Os biopolimeros sao polissacarideos de origem
microbiana, sintetizados por bactérias, fungos e
leveduras. A producdo de exopolissacarideos (EPSs)
microbianos tem sido objeto de intensa pesquisa, pelo
seu elevado potencial de aplicagdo em diferentes
setores. No entanto, os polissacarideos sintetizados
por bactérias do grupo Rhizobium, tem sido estudados
na tentativa de melhor compreender sua participagcédo
na simbiose leguminosa x Rhizobium. O trabalho teve
por objetivo avaliar a producdo e a viscosidade de
biopolimeros, obtidos de oito isolados de Rhizobium
sp. e uma estirpe padrdo Rhizobium tropici (CIAT 899)
em diferentes tempos de cultivo, assim como
determinar a caracterizacdo genotipica. Os resultados
mostraram que os isolados 3, 14 e CIAT 899
apresentaram maior produtividade (1,3; 1,7 e 2 gL'h™)
e as viscosidades aparente dos isolados 3, 16 e CIAT
899 apresentaram os maiores valores, em 168 horas
de processo. Andlises realizadas com os marcadores
REP e ERIC permitiram gerar informagbes sobre a
diversidade genética dos isolados estudados.

Palavras Chave: Exopolissacarideos, fermentacao,
reologia, Rhizobium sp.

ABSTRACT

The biopolymers are polysaccharides of microbial
origin, synthesized by bacteria, fungi and vyeasts.
Production of microbial exopolysaccharides (EPSs) has
been the object of intense research by its high potential
for application in different sectors. However, the
polysaccharides synthesized by bacteria of Rhizobium
group have been studied in an attempt to better

understand their participation in legume symbiosis x
Rhizobium. The study had for objective to evaluate the
production and the viscosity of biopolymers, obtained
from eight isolated of Rhizobium sp. and a standard
strain of Rhizobium tropici (CIAT 899) at different times
of cultivation as well as determine the genetic
characterization. The results showed that the isolated
3, 14 and CIAT 899 presented higher productivity (1.3,
1.7 and 2 gL-1h-1) and the apparent viscosities of
isolated 3, 16 and CIAT 899 showed the highest values
in 168 hours of procedure. Analyses performed with the
markers REP and ERIC have produced information on
the genetic diversity of the isolates studied.

Key words: exopolysaccharides, fermentation,
rheology, Rhizobium sp.

INTRODUCAO

Os biopolimeros séo polissacarideos de origem
microbiana, sintetizados por bactérias, fungos e
leveduras. Esses polissacarideos de cadeia complexa
também sdo conhecidos como gomas devido a sua
capacidade de formar solugdes viscosas e géis em
meio aquoso.

Um grande numero de bactérias conhecidas
produz quantidades abundantes de exopolissacarideos
(EPS), particularmente as fitopatogéncias como
Xanthomonas sp., Pseudomonas sp., Pectobacterium
sp. e bactérias fixadoras de nitrogénio Rhizobium sp.,
Beijerinkia sp. e Azotobacter sp. (VERMANI et al.
1995). Destas, os EPS de Xanthomonas campestris
(xantana), Sphingomonas paucimobilis e
Pseudomonas elodea (gelana), Acetobacter xylinum
(celulose) e Rhizobium sp. (succinoglucana) estao
sendo comercializados (SUTHERLAND 2001).
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Segundo COSTERTON (1987), os EPS possibilitam vida
livre a bactéria, permitindo a aderéncia e colonizagdo a
superficies solidas onde os nutrientes se acumulam. Esses
exopolissacarideos envolvem as membranas das células
protegendo-as do dessecamento e outros estresses
ambientais, além de poder ajudar na fixagdo de minerais e
nutrientes préximo a bactéria (SUTHERLAND 1988 e
WHITFIELD 1988). Os EPS podem ser homopolimeros ou
heteropolimeros e possuem uma variedade de substituintes
ndo carboidratados. Entre os homopolimeros encontrados
em bactérias que interagem com plantas, as mais comuns
sdo0 as glucanas periplasmaticas B (1-2) que estao presentes
em Rhizobiaceae (OTOBONI 2001).

Os polissacarideos bacterianos hidrossolUveis vém
sendo utilizados pelas industrias como emulsificantes,
estabilizantes, espessantes, agentes de suspensdo e
dependendo de sua natureza quimica, as gomas
microbianas podem também ser empregadas como
promotoras de gelificagdo. No entanto os polissacarideos
sintetizados por bactérias do género Rhizobium, tais como
succinoglicanas e galactoglucanas (ZEVENHUIZEN 1997 e
YOUNES et al. 2000) tém sido estudados na tentativa de
melhor compreender sua participagao na simbiose.

A produgdo de EPS microbianos tem sido objeto de
intensa pesquisa, tendo em vista seu elevado potencial de
aplicacdo em diferentes setores, pois ndo se encontra
exposta as alteragbes climaticas ou a problemas nas
colheitas, que prejudicam a oferta e alteram o custo de
produgao das gomas tradicionais. No processo de producao
de polissacarideos deve-se considerar desde o
microrganismo em estudo até a determinagdo dos
parametros de agitagdo, tempo de incubacdo, excesso ou
auséncia de carboidratos e volume de in6culo, onde se
destaca o meio de producao e sua influéncia na sintese, no
rendimento e na composicao dos EPS (FARIA 2002).

Na literatura estdo descritos varios meios de produgéo,
entretanto a composigdo qualitativa € a mesma, e, cada
suplemento, apresenta uma determinada funcdo na
produgdo de polissacarideo. Basicamente, os meios para
produgdo de polissacarideos apresentam uma fonte de
fosforo e potassio e nitrogénio (sulfato de aménio) em
concentragbes adequadas para 0 crescimento do
microrganismo; uma fonte de carbono (glicose, sacarose,
manose, frutose e outras) como reserva energética e ainda
oligoelementos como Na'*, K'*, Ca**, Mg®*, Fe** e outros, os
quais tém um papel importante como cofatores enzimaticos
nas vias de producdo do polissacarideo (MARTINS et al.
1990; WONG 1993; MADI et al. 1997).

Solugdes de biopolimeros bacterianos com propriedades
reologicas interessantes do ponto de vista industrial
geralmente exibem propriedades pseudopléasticas,
viscoelasticas e tensdo residual elevada (SUTHERLAND
2001), porém a viscosidade aparente do caldo de
fermentacdo era o parametro utilizado para avaliar a
qualidade do biopolimero (BUENO & GARCIA-CRUZ 2000).
Dos parémetros que interferem na viscosidade dos
polimeros, pode-se citar o tipo de estrutura molecular e
concentragao de polimero. A viscosidade da solugdo aquosa
de um polissacarideo esta diretamente relacionada com a
rigidez de sua molécula que, por sua vez, depende da sua
estrutura, principalmente primaria e secundaria, a qual esta
diretamente relacionada a bactéria utilizada e as condigbes
operacionais do processo (BRADSHAW et al. 1983).

A selegdo de microrganismos que produzam
polissacarideos com propriedades funcionais

economicamente interessantes, bem como, os estudos para
otimizar o rendimento e a produtividade dos processos
fermentativos na obtencdo destes é um desafio constante
(BOZA 2002). A selegdo da linhagem deveria ser o primeiro
passo quando € tentado um processo especifico de
produgéo.

Um método alternativo, para selecionar linhagens é a
caracterizagdo via PCR, técnica pela qual os moldes
correspondem as sequéncias REP (Repetitive Extragenic
Palindromic) e ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) 0s quais mapeam o genoma de variedades de
bactérias Gram-negativas (VERSALOVIC et al., 1991). REP
e ERIC sdo sequéncias centrais repetidas e conservadas
dentro do genoma de uma bactéria. A amplificagéo, por PCR,
das regides gendmicas como REP ou ERIC (VERSALOVIC
et al. 1991) produz uma colecdo de fragmentos distintos no
gel de agarose, fazendo o processo de caracterizagdo de
cepas simples e rapido (JUDD & SADOWSKY, 1993).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo geral avaliar a produgdo e viscosidade de EPSs,
obtidos de oito isolados de Rhizobium sp. comparados com a
estirpe padrédo Rhizobium tropici (CIAT 899) em diferentes
tempos de cultivo, e determinar se as sequéncias REP e
ERIC estéo presentes no genoma dos isolados.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos

Foram utilizadas oito bactérias pertencentes ao género
Rhizobium, (isoladas da regido do sertdo de Pernambuco —
Araripina) do banco de germoplasma do Instituto Agronémico
de Pernambuco - IPA, resistentes a alta temperatura e
formadoras de goma e uma estirpes padrdo Rhizobium
tropici (CIAT 899) obtidas do Centro Nacional de Pesquisa
em Agrobiologia - CNPAB/ EMBRAPA.

Inoculo

As culturas foram incubadas em placas a 28 °C, por 48
horas, em estufa e estocadas a + 4 °C, em meio YNA. A
partir dessas culturas os experimentos foram conduzidos em
duas etapas. Primeiro preparou-se uma suspensao
bacteriana, partindo de uma algada de cultura crescida em
meio YM modificado e incubada em estufa por 48 h a 28 + 1
°C. Transcorrido este periodo, transferiu-se de maneira
asséptica 2,5 % (v/v) da cultura, que serviu como in6culo
para a fermentagdo em 96 e 168 horas de crescimento. Esta
foi realizada em Erlenmeyer de 250 mL, com 80 mL de meio
de produgao, contendo em g.L': 30 g de sacarose; 0,4 g de
Extrato de Levedura; 1 mL de KoHPO4 a 10 %; 4 mL de
KH2PO4 a 10 %; 2 mL de MgS0O4.7H20 a 10 %; 1 mL de NaCl
a 10 % (VINCENT, 1970), incubados em agitador rotatério a
200 rpm,a28 +1 °C.

Producao e recuperacao de biopolimero

A produgcao total dos biopolimeros [g.(L.h)"'] obtidos
nos diferentes tempos de cultivo foram avaliados pela massa
do produto seco por volume de meio YM modificado, em
incubadora refrigerada com agitagdo Modelo TE-421
TECNAL. A quantidade produzida de EPS durante a
fermentacdo foi determinada através da técnica da massa
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seca. Alcool etilico P.A. foi adicionado ao mosto fermentado
até atingir a concentragédo de 80 % na solugéo hidroalcodlica
formada. Apds a total precipitagdo do EPS presente no meio
fermentado foi realizada a secagem do produto em
dessecador a temperatura 30 °C, até peso constante. Todas
as determinagbes foram efetuadas em triplicata.

Viscosidade

A qualidade do biopolimero produzido foi
determinada em um viscosimetro rotacional Brookfield,
modelo RVT, com spindle 2, a 20 °C, nas taxas de
deformagéo de 10, 20, 50 e 100 rpm, acoplados a um banho-
maria termostatizado, modelo TE-184 TECNAL. Foram
determinadas as viscosidades aparentes e a avaliagdo do
comportamento pseudoplastico. As equagdes e
procedimentos especificos aplicados para os célculos das
taxas de cisalhamento em func¢do da rotagcdo aplicada no
material foram obtidos através dos métodos verificados por
MITSCHKA (1982) citado por MORAIS (1999) para
redmetros deste modelo (RV).

Caracterizacao Genética

Para a extragdo do DNA genémico, os isolados
foram crescidos em meio de cultura TY liquido (BERINGER,
1974). Para extragdo do DNA, foi utilizado o Kit Purilink
Genomic DNA (Invitrogen) conforme recomendagdo do
fabricante. Para amplificagdo do elemento REP foi usado os
primers REP-1 foward (5-IIlICGICGICATCIGGC-3’) e REP-2
reverse (5-ICGICTATCIGGCCTAC-3) e para o elemento
ERIC os primers utilizados foram: ERIC-1 foward (5-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC-2 reverse (5-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’). As reagbes de
amplificagdo para cada primers (REP e ERIC) com um
volume final de 25uL foram: Agua ultra pura 13,7uL; tampao
10X 2,5 pL; dNTPs Mix (10mM) 2,5 pL; primer 1 foward 1 pL;
primer 2 reverse 1 pL; 0,3 pL de Taq polimerase (3U)
(Pharmacia).; DNA gen6mico 2 pL. As reagbes foram
efetuadas num termociclador MJ Research Thermocycler,
modelo PTC 100.

Os padroes de bandas geradas pela analise de
PCR foram comparadas para determinar a relagdo genética
dos isolados com a estirpe padrdao (CIAT 899). As
similaridades genéticas foram estimadas usando o
coeficiente de “Simple Matching (SM)”. Os dendrogramas
foram construidos no programa NTSYS-pc usando a opgao
UPGMA  (Unweightes Pair-Group Method, Aritmetic
Average).

Analise estatistica

ANOVA foi aplicada em conformidade com um modelo
matematico associado ao esquema experimental (STEEL &

TORRIE 1960), utilizando Soft Estatistica (Statsoft Inc.,
Tulsa) e os efeitos foram avaliados pelo F- teste. O erro-
padrdo foi estimado e as comparagdes das médias foram
avaliadas (P <0,01) utilizando Tukey HSD.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producao de biopolimero

A Tabela 1 apresenta a producdo média (g.L") das
fermentacdes realizadas em triplicata, para a producdo do
biopolimero, durante 96 e 168 horas de cultivo para os oito
isolados e da estirpe padrdao CIAT 899, bem como, a média
do grupo de experimento das mesmas. Nesta tabela
observa-se que, a produgdo maxima no periodo de 168
horas de processo ocorreu para todas as estirpes, e que, a
bactéria CIAT 899 (padréo) apresentou a maior produgao,
seguido dos isolados 14, 16 e 3 que apresentaram
produgdes superiores aos demais isolados estudados e, pelo
Teste de Tukey, estes apresentaram diferenga estatistica
significativa (p<0,01 em relagdo a produgdo), indicando que
com 0 aumento do tempo (168 horas) ocorre um aumento da
produgédo de exaplossicarideo, demonstrando que a adigio
de 30g de sacarose e agitagdo de 200 rpm, para as 168
horas a temperatura de 28 °C é a condi¢do maximizada para
a producao do biopolimero realizada neste estudo.

Entretanto, sabe-se que a produgéo é influenciada pela
linhagem do microrganismo, tempo e meio de fermentacédo
(ANTUNES et al. 2000; SOUZA & VENDRUSCOLO 2000;
TORRES et al. 1993). Neste estudo, a fonte de carbono
utilizada como substrato foi a sacarose que é bastante
utilizada em experimentos de fermentagédo. As fermentacdes
foram realizadas com o meio de producgéo elaborado a partir
do meio YM (VINCENT, 1970), na concentragdo de 3% de
sacarose, em vez de 1% como citado no meio, com o intuito
de incrementar a produgéo das linhagens testadas.

As bactérias do género Rhizobium sédo capazes de
utilizar uma ampla gama de produtos como fontes de
carbono. A literatura cita cultivos com glicose,
galactose, frutose, arabinose, xilose, ramnose,
maltose, sacarose, lactose, trealose, rafinose, manitol,
furamato, malato, succinato, citrato e piruvato
(JORDAN, 1984). De todos estes produtos, a
sacarose € o de mais facil obtencdo e mais vantajoso
economicamente. Segundo SUTHERLAND (2002)
aglicose e sacarose sdo usadas como fontes de
carbono preferenciais para a producdo de
biopolimeros. O rendimento da conversédo de sacarose
em células pelo R. leguminosarum bv. phaseoli oscila
entre 0,4 e 0,5 g de células por grama de sacarose
(BOIARDI, 1983; BALATTI, 1992; IPT, 1993a).
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Tabela 1. Dados médios das analises individuais e do grupo de experimento da
producéo de biopolimeros por Rhizobium sp.

o Produ_géo Produ_tf*éo
Bactérias (9.L") (g-L")
96 horas 168 horas
CIAT 899 1,2520 a 1,8542 a
ISOL 14 1,0575 ab 1,6608 ab
ISOL 16 0,8237 be 1,3225 be
ISOL 3 0,8825 bc 1,1746 cd
ISOL 11 0,6241 cd 0,8463 d
ISOL 4 0,4958 de 0,9429 cd
ISOL 6 0,4029 def 0,8479d
ISOL 2 0,2162 ef 0,3217 e
1801 1 n 1220 f n o779 a

As médias (3 repeticdes) seguidas de mesma letra nfio diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,01)

O tempo de fermentagdo, que também é outro fator

limitante, para esse estudo foi fixado em dois tempos, 96 e
168 horas, pois em estudos prévios foi observado que em 96
horas a curva permanecia ascendente para a producao.

PADILHA (2003) também verificou que os resultados de
fermentacdo obtidos em duas linhagens de Xanthomonas
demonstraram a influéncia do tempo de incubagido na
produgéao do biopolimero, onde a linhagem X. axonopodis pv.
manihotis 289 apresentou maior concentragdo em ambas as
condicdes testadas, 72 e 96 horas, 6,9 gL' e 7,9 gL,
respectivamente, em relagao a linhagem de X. campestris pv
campestris CA110 que produziu 6,3 g.L’1 e 6,8 g.L",
respectivamente.

Apos a fermentacéo, os biopolimeros foram recuperados
e avaliados visualmente, para verificar as diferencas quanto
a coloracdo e estrutura das duas estirpes, maiores
produtoras de goma (CIAT 899 e ISOL 14) apés a
precipitagdo com etanol. Quanto a coloragdo, nao foi
detectada pigmentagéo nas gomas obtidas.

Viscosidade aparente

As propriedades reoldgicas foram avaliadas através da
andlise de viscosidade aparente, para verificar a qualidade
dos EPSs produzidos, demonstrando o comportamento da
solugdo aquosa do polimero na temperatura de 20 °C,
comparando-se nos tempos de fermentacdo de 96 e 168
horas.

Os resultados obtidos podem ser visualizados nas
Figuras 1 e 2, onde as solu¢des das gomas apresentaram
comportamento pseudoplastico, isto €, a viscosidade

aparente decresceu com o0 aumento da taxa de
cisalhamento. De acordo com a literatura, esse
comportamento tem sido encontrado em solugdes

poliméricas de polissacarideos microbianos (AMANULLAH et
al. 1996; CACIK et al. 2001; PADILHA 2003).

Através dos graficos comparativos entre as leituras
de viscosidade aparente das solugdes aquosas das
diferentes gomas produzidas, pode-se visualizar que o CIAT
899, ISOL 16 e ISOL 3 apresentaram os valores de
viscosidade mais elevados em ambos os tempos de
processo, porém, em 168 horas as viscosidades tiveram um
aumento comparando-se a 96 horas (Figura 1 e 2).
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Figura 1. Variagdo da viscosidade aparente em funcdo da taxa de
cisalhamento de solugées aquosas de EPS 2,5 % (v/v) de oito isolados de
Rhizobium e uma estirpe padrao CIAT 899 a 20 °C com tempo de fermentagao
de 96 h, determinada com viscosimetro rotacional Brookfield (modelo RVT).
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Figura 2. Variagdo da viscosidade aparente em funcdo da taxa de
cisalhamento de solugées aquosas de EPS 2,5 % (v/v) de oito isolados de
Rhizobium e uma estirpe padrao CIAT 899 a 20 °C com tempo de fermentagao
de 168 h, determinada com viscosimetro rotacional Brookfield (modelo RVT).

A diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento é uma caracteristica comum aos biopolimeros
bacterianos. BEYER et al (1987) observaram que em
solugbes a 1% do polissacarideo produzido por Rhizobium
CB744 medidas a 25 °C e 65 °C, também houve um
decréscimo da viscosidade com taxa de cisalhamento e
temperatura. VENDRUSCOLO (1995) estudou o
comportamento reoldgico das solugdes aquosas a 6 % do
biopolimero Beijerinckia 7070, produzido por fermentacao
com meio de cultura VIII contendo 5 % de sacarose, medido
nas temperaturas de 25, 45 e 65 ° C. Verificou que a
viscosidade € dependente da temperatura e que decresce
com o aumento desta, porém, o biopolimero recupera as
suas caracteristicas reoldégicas quando a viscosidade é
medida novamente na temperatura inicial, no caso 25 °C.

Em estudo realizado por BUENO & GARCIA-CRUZ
(2000) com a bactéria do género Pseudomonas, foi
verificada a influéncia do tempo de cultivo em 24, 48 e 72
horas, utilizando-se dois caldos de fermentagdo diferentes.
Em um caldo, a fonte de carbono utilizada foi a glicose e no

outro, a sacarose na concentragdo de 2,0 %. Os
biopolimeros apresentaram comportamento pseudoplastico e

a maior viscosidade aparente obtida foi em 72 horas de
cultivo. O meio contendo sacarose produziu fluidos mais
viscosos em 24 e 48 horas e o meio de cultura contendo
glicose produziu fluidos mais viscosos somente apds 72
horas de cultivo.

As propriedades reoldgicas de um biopolimero devem
ser estaveis durante mudangas na temperatura, pH e forca
ibnica. O conhecimento sobre as propriedades dos
biopolimeros, principalmente, a viscosidade e o
comportamento reolégico sdo importantes para futuras
aplicagbes industriais, refletem sua estrutura quimica
primaria e servem para predizer em quais produtos podem
ser utilizados (SCAMPARINI et al. 1997).

Caracterizacao Genética

De acordo com os dendrogramas, as relagoes genéticas
existentes entre os gendtipos analisados indicam claramente
que os mesmos podem ser divididos em diferentes grupos, a
partir dos padrées revelados pelos “primers” REP (Figura 3a)
e ERIC (Figura 3b).
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Figura 3. Agrupamento das sequéncias REP (a) e ERIC (b) de
isolados de rhizobium, com determinagcdo de similaridade pelo
coeficiente Simple Matching (SM) e método de agrupamento UPGMA.

Os padrées do produto da PCR gerados a partir do
“primer” REP (Figura 3a) permitiram agrupar os isolados em
um grande grupo com a formagdo de subgrupos de 42
geracdo, devido exclusivamente a presenga do isolado 14
que apresentou uma grande divergéncia dos demais isolados
estudados e a estirpe padrdo de Rhizobium tropici (CIAT
899). Os padroes do “primer” ERIC (Figura 3b) revelam a
formagdo de 2 grupos. O grupo | formado exclusivamente
pelos isolados 1 e 16 que apresentaram um grau de
similaridade de 0,25 (25,0%). O grupo Il, representado pelos
demais isolados e o CIAT 899 mostra resultados que indicam
a formagdo de 4 subgrupos que sado geneticamente mais
semelhantes entre si.

CONCLUSOES

- A producéo obtida nessa condigdo foi 1,85 g.L” para a
estirpe CIAT 899; 1,66 g.L" para o ISOL 14 e 1,32 g.L "' para
o ISOL 16;

- Os biopolimeros sintetizados por Rhizobium sp
apresentaram comportamento reoldgico caracteristico de
solugbes poliméricas de polissacarideos microbianos,
apresentando os valores mais elevados de viscosidade
aparente para CIAT 899, isolado 3 e 16, respectivamente.

- Estudos viscosimetricos das solugbes do polissacarideo
revelaram comportamento pseudopléstico, mesmo em baixas
concentragoes.

- Os marcadores REP e ERIC permitiram gerar informagoes
sobre a diversidade genética dos isolados estudados, o que

contribuird para estudos futuros das relagdes filogenéticas
entre 0s mesmos.
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