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Resumo:

Os exopolissacarideos microbianos tém sido extensivamente utilizados na
industria alimenticia, devido ao seu forte impacto nas propriedades
reolégicas dos alimentos. A succinoglucana € um heteropolissacarideo
produzido por Agrobacterium radiobacter e apresenta amplo potencial de
aplicacdo. Recursos para melhorar a produgdo de succinoglucana, como a
imobilizacdo de bactérias e 0 uso de substratos abundantes e de baixo
custo, sdo interessantes. Assim, o objetivo desta pesquisa foi produzir
succinoglucana em diferentes substratos utilizando células de Agrobacterium
radiobacter NBRC 12665 livres e imobilizadas em esponja vegetal.
Considerando que as gomas obtidas por processos microbioldgicos vém se
destacando no mercado mundial, e importancia do uso de materiais oriundos
de fontes renovaveis, espera-se com esta pesquisa colaborar com a
substituicdo dos polimeros sintéticos pelos biopolimeros naturais.

Introducao

Os polissacarideos estdo sendo amplamente empregados na industria de
alimentos, como espessantes, estabilizantes, emulsificantes, coagulantes,
formadores de filmes, gelificantes, mimetizadores de gordura, agentes de
suspensao e dispersantes. Os exopolissacarideos (EPSs) sao polimeros
excretados para o meio extracelular dos micro-organismos, o que faz com
gue sejam facilmente recuperados, e possuam propriedades fisicas,
estruturais e quimicas bem homogéneas. O Agrobacterim radiobacter produz
EPSs como a succinoglucana, que é uma B-glucana utilizada industrialmente
(CALLIARI et al.,, 2011). As succinoglucanas sao heteropolissacarideos
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acidos compostos por unidades repetidas de octassacarideos, de
mondmeros de galactose e glicose numa propor¢cdo molar 1:7. Apresentam
estabilidade sob condi¢cdes operacionais drasticas, como alta temperatura e
pressdo, pH extremo e altas taxas de cisalhamento (SIMSEK et al., 2009). A
imobilizagcdo de células possui vantagens no processo de fermentacao,
como o0 uso repetido e prolongado das células, menor contaminacéao,
fermentacdo continua e facilidade de separacdo das células (JAMUNA e
RAMAKRISHNA, 1992). O uso de matrizes como a esponja vegetal Luffa
cylindrica, resistente as condicdes de operacdo e de baixo custo, assegura
gue a imobilizacéo seja realizada com simplicidade, estabilidade e com um
menor custo de producdo (OGBONNA et al., 1996).

Considerando a importancia do EPS succinoglucana e suas inumeras
aplicacdes industriais, a presente pesquisa teve por objetivo imobilizar a
bactéria Agrobacterium radiobacter NBRC 12665 em esponja vegetal e
avaliar diferentes fontes de carbono para a producgao de succinoglucana.

Materiais e métodos

Micro-organismo e condi¢cdes de cultivo

A linhagem bacteriana Agrobacterium radiobacter NBRC 12665 foi adquirida
liofilizada do Nite Biological Resource Center (NBRC, Japéo). A reativacéo
do micro-organismo foi realizada com o meio de cultura (g/L): polipeptona
(10), extrato de levedura (2), MgSO4.7H,0 (1). Apos incubagdo a 30°C por
48 h em meio sélido, as colbénias formadas foram liofilizadas. Para a nova
reativacdo, 30 mg da bactéria foi incubada a 30°C e 180 rpm por 48 h.

Preparacao da esponja vegetal para a imobilizacéao

A esponja foi cortada em discos de cerca de 20-25 mm de diametro e 2-4
mm de espessura, que foram imersos em agua fervente por 30 min, lavados
com agua de torneira e deixados por 24 h em agua destilada, secos em
estufa a 70°C e autoclavados a 121°C por 20 min.

Procedimento de imobilizacao

No processo de imobilizacdo por adsorcdo em esponja vegetal foram
adicionados 3 discos de esponja vegetal aos frascos contendo as células
reativadas. Os frascos foram mantidos a 30°C e 180 rpm durante 72 h.

Producéo e recuperacao da succinoglucana

Os discos de esponja vegetal com o micro-organismo imobilizado foram
transferidos para meios de producdo contendo 100 mL do meio liquido (g/L):
sacarose (100), KH,PO, (1), MgSO, (0,25), (NH4).PO4 (1) e elementos
tracos (10 mL). A recuperacdo iniciou com a centrifugacdo do meio de
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producdo e remocao do precipitado. Ao sobrenadante foi adicionado etanol
para precipitar o polissacarideo, que foi recuperado por centrifugacéo.

Otimizag&o da producéo de succinoglucana em diferentes substratos

O meio padréo de producéo do polimero utiliza a fonte de carbono sacarose.
Neste trabalho foram avaliados os substratos glicose, lactose e melaco de
cana-de-agucar como alternativas.

Resultados e Discussao

Avaliacao da viabilidade do micro-organismo e liofilizacdo das células
O micro-organismo foi inoculado e incubado conforme descrito na
metodologia e foi verificado o crescimento da bactéria. Colénias do micro-
organismo foram suspensas em solucao salina 0,9% (p/V) e liofilizadas.
Novamente foi avaliada a viabilidade da bactéria e constatado que o
processo de liofilizacdo néo interferiu na sua capacidade de producéo.

Imobilizacdo do Agrobacterium radiobacter NBRC 12665

As esponjas vegetais, provenientes do fruto seco de Luffa cylindrica, foram
devidamente tratadas. Apdés a reativacdo das células foi realizada a
imobilizacdo conforme ja descrito na metodologia. Foi observado que a
imobilizacdo mostrou-se eficaz uma vez que houve aderéncia das células a
esponja.

Producéo e recuperacado do polissacarideo

Apbs o processo de imobilizacéo, os discos de esponja vegetal com 0 micro-
organismo imobilizado foram transferidos para meios de producéo. Foi
avaliada a producédo e recuperacdo do EPS no seu substrato padrdo, a
sacarose, pelas células livres e pelas células imobilizadas. As células foram
incubadas por um periodo de 10 dias, a 30°C sob agitacdo de 180 rpm, e de
acordo com a Figura 1A, observa-se que o tempo de batelada que deveria
ser usado para a maxima producédo é de 8 dias, pois a partir deste momento
a producdo estabiliza-se. Para as células imobilizadas o rendimento foi de
5,25 g/L, ja para as células livres de 4,05 g/L.

Producéo do biopolimero em diferentes substratos

Para a producdo de succinoglucana por células livres e imobilizadas foram
utilizados como substratos sacarose, glicose, lactose e melago da cana de
acucar. Na Figura 1B observa-se que houve producdo de succinoglucana
em todos os substratos testados e a producdo por células imobilizadas foi
maior que a de células livres. O substrato onde foi hotado maior rendimento
foi o de melaco de cana-de-acucar, para ambas as formas de producéo das
células.
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Figura 1 — Producéo de succinoglucana por Agrobacterium radiobacter. A) com células
livres () e imobilizadas (@) e substrato sacarose. B) com células livres ([J) e imobilizadas
(H) com diferentes fontes de carbono e 8 dias de incubacéo.

Conclusodes

A técnica de imobilizacdo de Agrobacterium radiobacter apresentou-se
eficaz, uma vez que aumentou a producgéo de succinoglucana. Oito dias de
fermentacdo foram suficientes para a sua producdo. Dentre os substratos
testados, 0 melaco de cana de acUcar apresentou maior producdo do
exopolissacarideo.
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