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RESUMO

Os biopolimeros, extraidos via fermentagdo microbioldgica, possuem uma vasta de gama de
aplicacdo em diversos campos da industria. A selecdo de micro-organismos capazes de
sintetizar esses compostos tem sido alvo de diversas pesquisas e as bactérias do género
Bacillus sp ja foram estudadas e relatadas como promissoras para a producdo desses
compostos. Diante disso o0 presente estudo objetivou produzir e caracterizar
exopolissacarideos de bacillus visando identificar cepas promissoras. A producdo dos
biopolimeros foi conduzida através do cultivo das bactérias Bacillus pumilus (RAB9),
Bacillus cereus (CMIAT 186) e duas linhagens de Bacillus stratosphericus (RMIAT 109 e
CMIAT 61), em meio de cultura a base de sacarose, extrato de levedura e sais minerais. As
fermentacdes foram realizadas durante 72 horas sob agitagdo (200 rpm) a 30°C. O isolamento
do biopolimero ocorreu por precipitagdo do sobrenadante obtido na fermentagdo com etanol
anidro gelado na propor¢do de 3:1. A purificacdo do produto foi conduzida atraves de
sucessivas lavagens e centrifugacdo do material com o citado solvente. Os grupos funcionais
presentes no polissacarideo foram elucidados a partir da espectroscopia da regido do
infravermelho. Foi realizada analise termogravimétrica (TGA) para o conhecimento de suas
propriedades térmicas, sendo verificada uma temperatura de decomposicdo em torno de 160
°C. A andlise de capacidade antioxidante por DPPH exibiu baixa capacidade de captagdo de
radicais livres (para 300 ug mL™ de EPS mL™, 2,34% foi a capacidade maxima obtida,
observada para o EPS produzido por Bacillus stratosphericus CMIAT 186), porém nos dando
perspectiva para realizacdo de novos estudos. Os resultados das analises quimicas, térmicas e
biologicas comprovam que as diferentes linhagens de Bacillus sp estudadas no presente
trabalho produzem exopolissacarideo com caracteristicas semelhantes que ainda ndo foram
relatadas na literatura. Maiores estudos quanto a funcionalidades tecnolégicas, uso de novos
métodos de purificacdo e caracterizaces complementares sdo necessarios para avaliar o

potencial de uso destes para industria de alimentos, farmacéutica ou de cosméticos.

Palavras-chave: Exopolissacarideo. Bacillus sp. Fermentagdo. Antioxidante.



ABSTRACT

Biopolymers extracted via microbiological fermentation have a wide range of application in
various fields of industry. The selection of microorganisms capable of synthesizing these
compounds has been the subject of several researches and bacteria of the genus Bacillus sp
have been studied and reported as promising for the production of these compounds. Thus, the
present study aimed to produce and characterize bacillus exopolysaccharides aiming to
identify promising strains. The production of the biopolymers was carried out by cultivating
the bacteria Bacillus pumilus (RAB9), Bacillus cereus (CMIAT 186) and two strains of
Bacillus stratosphericus (RMIAT 109 and CMIAT 61) in sucrose, yeast extract and mineral
salts. Fermentations were performed for 72 hours under stirring (200 rpm) at 30 ° C. Isolation
of the biopolymer occurred by precipitation of the supernatant obtained by fermentation with
anhydrous ice-cold ethanol in a 3: 1 ratio. Purification of the product was conducted by
successive washes and centrifugation of the material with said solvent. The functional groups
present in the polysaccharide were elucidated from infrared spectroscopy. Thermogravimetric
analysis (TGA) was performed to know its thermal properties, and a decomposition
temperature around 160 ° C was verified. Antioxidant capacity analysis by DPPH showed low
free radical uptake capacity (for 300 pg mL™ EPS mL™, 2.34% of the maximum obtained
capacity observed for EPS produced by Bacillus stratosphericus CMIAT 186), but giving us
perspective for further studies. The results of chemical, thermal and biological analyzes show
that the different Bacillus sp strains studied in the present work produce exopolysaccharide
with similar characteristics that have not been reported in the literature. Further studies on
technological functionalities, the use of new purification methods and complementary
characterizations are needed to evaluate their potential for use in the food, pharmaceutical or

cosmetics industries.

Keywords: Exopolysaccharide. Bacillus sp. Fermentation. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Polissacarideos sdo compostos poliméricos naturais amplamente encontrados na
natureza que podem ser produzidos a partir de diversos organismos, incluindo animais,
plantas, bactérias e algas (CUNHA et al., 2009). O avan¢o nas pesquisas biotecnologicas
permitiu a descoberta de diversos biopolimeros, extraidos via fermentagdo microbioldgica,
que possuem uma vasta gama de aplicacdo em diversos campos da industria (CALAZANS et
al., 1997).

Na industria alimenticia, o destaque desses compostos deve-se principalmente as suas
propriedades estabilizantes e gelificantes (PEREIRA et al., 2019). Na &rea da saude, as
propriedades de respostas bioldgicas e de defesa como: atividade antioxidante, antitumoral e
anti-inflamatdria vém ganhando destaque nas pesquisas desenvolvidas com esses compostos
(WANG et al., 2013; MOHAMED et al., 2018). O acido hialurdnico, com seu efeito de
antienvelhecimento, e a celulose bacteriana, com sua propriedade de regeneracdo e hidratacédo
da pele s@o exemplos de exopolissacarideos aplicados na inddstria de cosméticos e farmacos
(LIU etal., 2011 ; FREITAS; ALVES; REIS, 2015).

Atualmente, tém-se observado uma continua substituicdo dos polissacarideos obtidos
via fontes animais e vegetais por produtos de origem microbiana. Essa tendéncia deve-se
devido algumas vantagens que os biopolimeros possuem, com relagdo as outras gomas, tais
como: ndo dependéncia das condic¢des climaticas, uniformidade em suas propriedades fisico-
quimicas devido a especificidade do micro-organismo utilizado, produgdo com custo e
fornecimentos estaveis sob condi¢des controladas (BUENO; GARCIA- CRUZ, 2006;
ROSEIRO et al.,1994).

A selecdo de micro-organismos capazes de sintetizar esses compostos em quantidade e
com propriedades econdmicas favoraveis tem sido alvo de diversas pesquisas. (DRUZIAN,
2000). Diversas linhagens de bactérias do género Bacillus sp ja foram estudadas e relatadas
como produtoras de biopolimeros. (KAWAI, 1992; HAN; CLARKE, 1990).

Nesse contexto, o presente trabalho busca produzir e caracterizar exopolissacarideos
produzidos por quatro variedades de Bacillus isoladas em solo nordestino. Os resultados dessa
pesquisa servirdo de base para a escolha dos micro-organimos mais promissores das

condigdes de sintese para futuros trabalhos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar exopolissacarideos (EPS) de cepas de bactérias do género Bacillus sp

visando identificar cepas promissoras.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a quantidade produzida de EPS por cada cepa de Bacillus sp identificando
as mais produtoras;

e Produzir o polissacarideo em quantidades suficientes para a realizacdo das analises
quimicas necessarias, nas condicbes definidas de meio de cultivo, indculo, tempo de
processo, aeragao e temperatura;

e Caracterizar o biopolimero produzido pela bactéria utilizando testes espectroscépicos
de FTIR, e andlise termogravimétrica (TGA).

e Avaliar a capacidade antioxidante do EPS obtido para cada cepa;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Polissacarideos microbianos

Polissacarideos sdo macromoléculas naturais compostas por um grande nimero de
monossacarideos ligados entre si por ligagdes glicosidicas (PEREIRA et al., 2019). Aqueles
com aplicac¢des industriais podem ser extraidos de plantas, animais e fungos ou obtidos via
fermentacdo microbioldgica (CUNHA et al., 2009). Atualmente, h& consideravel interesse em
polissacarideos obtidos pela acdo de micro-organismos. A xantana, dextrana e gelana sdo
alguns exemplos de polissacarideos de origem bacteriana (Tabela 1). Conhecidos como
biopolimeros, estes polissacarideos possuem a capacidade de formar solucdes viscosas e géis
em meio aquoso, mesmo quando aplicados em baixas concentragdes (BORGES et al., 2004).
Essa propriedade os tornou objeto de intensa pesquisa, tendo em vista o seu potencial de

aplicacdo em varios setores industriais.

Tabela 1 - Fontes usuais de alguns polissacarideos

Origem Polissacarideo Fonte
Xantana Xanthomonas ssp
Bactérias Dextrana Leuconostoc spp
Gelana Sphingmonas elodea
Fungos Glucanas P. ostreatus, Agaricus blazei
Exsudato de Plantas Goma Arabica Acacia spp
Amido milho, trigo,batatas
Tubérculo, cereais
Inulina chicdria, Jerusalem artichokes
Heparina pulmé&o de bovinos e intestinos de porcinos
Animais
Quitina carapacas de crustaceos

Fonte: Cunha et al. (2009)
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Industrialmente, a maior quantidade de polissacarideos ainda € extraida de fontes
animais e vegetais. Os polissacarideos extraidos de plantas apresentam processos industriais
bem estabelecidos e sdo relativamente baratos. Contudo, sua producdo € dependente de
condicBes climaticas e em larga escala pode gerar grande impacto ambiental. Com isso, tem-
se observado uma continua substituicdo dos polissacarideos obtidos dessas fontes
convencionais por produtos de origem microbiana. Essa tendéncia deve-se as propriedades e
caracteristicas funcionais dos biopolimeros, somadas as vantagens de producéo independente
das condicdes climaticas, sob condi¢cdes controladas com custo e fornecimentos estaveis.
(BUENO; GARCIA-CRUZ, 2006) (ROSEIRO et al., 1994).

Os polissacarideos possuem uma ampla gama de aplicacdes, especialmente nas
areas de alimentos, biomédicas, farmacéuticas e de cosméticos. Na industria de alimentos, 0s
biopolimeros microbianos podem ser utilizados como agentes espessantes, estabilizantes,
emulsificantes e gelificantes (PEREIRA et al., 2019). Contudo, a obtencdo desses compostos
para consumo humano é uma tarefa complexa, visto que os mesmos devem ser considerados
completamente seguros do ponto de vista alimentar e, portanto, satisfazer as severas
legislacOes alimentares em vigor. Atualmente, apenas quatro biopolimeros sdo aprovados pelo
FDA (Food and Drug Administration) para uso alimentar: xantana, gelana, curdulana e
dextrana (PORTILHO, 2002). Na legislacdo brasileira, através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a dextrana, xantana e gelana sdo utilizadas como aditivo

alimentar.

Figura 1 — Estutura unitéria (mondmero) da goma xantana.

Fonte: Nery et al., (2008)
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A selecdo de micro-organismos que produzem polissacarideos em quantidade e
com propriedades econdmicas favoraveis € um desafio que vem sendo enfrentado por varios
grupos de pesquisa, apesar dos indmeros avangos, poucos micro-organismos foram
completamente estudados dentre a vasta gama de micro-organismos produtores de
polissacarideos, dos quais os fungos e as bactérias sdo os mais promissores (DRUZIAN,
2000).

3.2 Producéo de exopolissacarideos

Os polissacarideos microbianos séo classificados segundo sua localizacéo
morfoldgica, podendo ser: intracelulares localizados no citosol; constituintes da parede celular
(peptidoglicano); localizados externamente a parede celular formando uma rigida camada
constituida de glicoproteinas e outros polissacarideos; ou ainda um grupo sintetizado e
secretado pela célula responsavel por fornecer adesdo e protecdo para a mesma, 0S
exopolissacarideos (CERNING, 1995).

Alem da localizacdo morfoldgica, os polissacarideos extracelulares podem ser
classificados em homo ou heteropolissacarideos. A dextrana e a glucana, exemplos de
homopolissacarideos, sdo formadas por cadeiras de polimeros de glicose com varios graus de
ramificacdo (AQUINO, 2006). A estrutura da glucana é demonstrada na Figura 2. Os
heteropolissacarideos sdo formados por mais de um tipo de monossacarideo, no caso da
xantana, ilustrada na Figura 1, é composta por unidades repetidas de pentassacarideos cujas
unidades bésicas sdo glicose, manose e acido glucurdnico, além de grupos piruvato e acetil
(GARCIA-OCHOA et al., 2000)
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Figura 2 — Estrutura da glucana com ramificacdo nas posicoes — (1,3) (1,6).

Fonte: Somensi (2014)

3.3 Producdao de exopolissacarideo por Bacillus sp

A producdo de exopolissacarideos € muito comum em diversos géneros de
bactérias promotores de crescimento vegetal. Esses polissacarideos produzem efeitos em
varias propriedades do solo e na produtividade da planta, apresentando relevancia na interagdo
bactéria-planta (Tiwari, Prasad e Lata, 2019). Dentre tais bactérias, o género Bacillus &
formado por bactérias Gram-positivas aerobias ou anaerdbias facultativas, em geral dotadas
de mobilidade devido a presenga de flagelos e que possuem a capacidade de producdo de
esporos, conferindo-lhe resisténcia a condi¢bes ambientais adversas. Este género inclui uma
ampla gama de espécies, das quais poucas sdo patogénicas e as demais, despontam,
preferencialmente, como microrganismos de importancia industrial. Por este motivo, essas
bactérias sdo muito estudadas sob os mais variados aspectos (RABINOVITCH; OLIVEIRA,
2015).

Pode-se afirmar que bactérias promissoras quanto & producgdo industrial de
biopolimeros, como as do género Bacillus, estdo entre os residentes de solo mais abundantes e
se destacam por apresentar a capacidade de crescer em variados ambientes (Tiwari, Prasad e
Lata, 2019). Essa é uma razdo pela qual diversos pesquisadores tém estudado linhagens desses
micro-organismos visando conhecer sua produtividade e as propriedades dos polissacarideos

sintetizados.
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Kawai (1992) e Isobe et al. (1992) constataram a producdo de um
exopolissacarideo altamente viscoso pelo cultivo da linhagem Bacillus circulans, isolada do
solo, em meio contendo glicose como fonte de carbono. Estudos realizados com as espécies
Bacillus subtilis (EUZENAT; GUIBERT; COMBES, 1997) e Bacillus polymyxa
(HAN;CLARKE, 1990) comprovaram a producgdo de levana, polimero de frutose sintetizado
através de reacGes de transfructosilagdo por muitas espécies de bactérias que tem aplicagoes

na industria de alimentos e em diversas areas da sadde.

O estudo realizado com cepa de Bacillus cereus GU812900 revelou a producéo de
um exopolissacarideo composto principalmente de agucares naturais, proteinas, fosfatos e
sulfatos. Foram feitas analises de FTIR para identificacdo dos grupos funcionais presentes no
EPS e foi estudada a relacdo entre a taxa de corrosdao de painéis de aco inoxidaveis e a
concentracdo do exopolissacarideo obtido (BRAGADEESWARAN et al., 2011).

3.4 Caracterizac0Oes de exopolissacarideos

3.4.1 Espectroscopia de Absorc¢éao na Regido do Infravermelho - FTIR

Na literatura cientifica, os polissacarideos microbianos sdo submetidos a métodos
de caracterizacdo fisica, quimica e biologica. Dentre os métodos de caracterizacdo quimicos
mais utilizados, destaca-se a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR).

A espectrometria € o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria. Ao incidir um feixe de radiacdo sobre a matéria os seus atomos do estado
fundamental sofrem excitacdo passando para um nivel mais energético. Ao retornar a estado
inicial perdem a energia reemitindo radiacdo eletromagnética ou por degradacdo térmica, de
modo que é possivel a obtencdo de um levantamento de dados fisico-quimicos que nos
permite identificar substancias com base nos diferentes padrdes de absorcdo, reflexdo e
emissdo da energia radiante (HARRIS, 2010).

Quase todos os compostos que tenham ligagdes covalentes absorvem na regido do
infravermelho do espectro eletromagnético. Na quimica, a faixa de numero de onda de
interesse (4000 - 400 cm™) corresponde & regido vibracional do infravermelho. A radiacio
nessa regido pode causar excitagdes vibracionais moleculares, mas ndo apresenta energia
suficiente para gerar transi¢Oes eletronicas. O FTIR coleta dados de alta resolugdo em uma

ampla faixa espectral, sendo necessario o uso de um artificio matematico (transformada de


https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_de_onda

21

Fourier) para a conversao dos dados brutos no espectro no dominio da frequéncia. Apresenta
uma maior sensibilidade e velocidade com relacdo a instrumentos dispersivos e é possivel a

obtencdo de um espectro com uma razdo melhor de sinal/ruido (PAVIA et al., 2010).

Essa técnica € um dos principais recursos utilizados para caracterizagdo detalhada
das estruturas quimicas dos exopolissacarideos. O uso desse método tem como vantagens a
reducdo do tempo de analise e a capacidade de caracterizagdo com uma quantidade
substancial da amostra sem destrui-la (LOPES; FASCIO, 2004).

As caracteristicas estruturais de um exopolissacarideo produzido pelo
Lactobacillus plantarum 70810 foram investigadas por cromatografia gasosa (GC), metilacéo,
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia magnética
nuclear (RMN). Além disso, foi feito analises antitumorais do material obtido (WANG et al,
2013).

Vidhyalakshmi et al. (2016) utilizaram espectrofotometria (FT-IR), RMN *°C e
outras anélises para caracterizar a composi¢do quimica do exopolissacarideo obtido de uma
bactéria da espécie Bacillus circulans isolada da camada viscosa do coco. Além disso, tais
autores avaliaram a atividade antioxidante, anti-inflamatéria e anti-tumoral do

exopolissacarideo (EPS).

3.4.2 Analise térmica — TGA

Além das propriedades quimicas, a degradacao térmica de polimeros vem sendo
estudada por varios cientistas, pois a aplicabilidade de polissacarideos depende de sua
estabilidade térmica. A analise térmica permite avaliar as propriedades fisicas de um material
e/ou seus prem funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto o material € submetido a um
programa de temperatura e atmosfera controlada (LUCAS; G.SOARES; E.C.MONTEIRO,
2001).

A anélise termogravimétrica (TGA) é uma técnica analitica simples executada
utilizando-se uma termobalanca sensivel, reprodutivel e com resposta rapida as variacdes de
massa. Essa técnica mede a perda de peso do material em fungdo da temperatura nos
fornecendo informagdes acerca da composicdo e estabilidade térmica da amostra (LUCAS;
G.SOARES; E.C.MONTEIRO, 2001).
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Estudos realizados por Wang et al. (2010) com a cepa Lactobacillus plantarum
KF5 produtora de exopolissacarideo mostraram detalhes das caracteristicas quimicas do
composto por espectroscopia FT-IR e GC e das caracteristicas fisicas, como a temperatura de

degradacéo de 279,59°C, determinada a partir da curva de TGA.

O exopolissacarideo produzido pela cepa Lactobacillus plantarum RJF4 foi
caracterizado como um composto de glicose e manose por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e FTIR. A andlise térmica revelou que o polissacarideo é tolerante a
temperaturas de até 225°C podendo, portanto, ser explorado para aplicacBes industriais
(DILNA et al., 2015).

3.4.3 Anélise da atividade bioldgica

Recentemente, aumentaram-se as evidéncias de propriedades antioxidantes,
antitumorais e antimicrobianas em polissacarideos produzidos por microrganismos. Esses
exopolissacarideos que possuem propriedades bioldgicas sdo fontes valiosas de polimeros

naturais com diversas aplicag¢Ges biotecnologicas (MOHAMED et al., 2018).

Vaérios estudos mostraram que 0 estresse oxidativo imposto por especies reativas
de oxigenio (ERO) sdo a causa direta ou indireta de varias condi¢cdes e doencas humanas,
como o envelhecimento, cancer, Alzheimer e epilepsia. A adi¢do de antioxidantes exdgenos
em alimentos é uma pratica comum que tem como objetivo preservar o alimento além de
trazer diversos beneficios a saude (PAN; MEI, 2010). Estudos voltados aos antioxidantes
naturais tém ganhado destaque devido evidéncias de sua baixa citotoxidade (KRIZKOVA et
al., 2006).

Estudos realizados por Zhang et al. (2013) avaliaram atividade antioxidante de um
exopolissacarideo produzido pela cepa Lactobacillus plantarum C88 através de sua habilidade
de eliminac&o in vitro dos radicais hidroxil e 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH). Resultados
indicaram uma boa capacidade de eliminacdo de radical hidroxila. Tambeém foi avaliado o
efeito protetor na lesdo oxidativa de células e os resultados demonstraram que o EPS tem
efeitos antioxidantes que podem envolver a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), regulacdo positiva das atividades antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas e

reducdo da peroxidacdo lipidica.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos desta pesquisa foram realizados no Laboratério de Tecnologia da

Biomassa, pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical.
4.1 Producdo de exopolissacarideos
4.1.1 Micro-organismos

Os experimentos foram realizados com uma cepa de Bacillus pumilus (RAB9), uma
cepa de Bacillus cereus (CMIAT 186) e duas cepas de Bacillus stratosphericus (RMIAT 109
e CMIAT 61). A cepa Bacillus pumilus (RAB9) avaliada foi proveniente da Colecdo de
Culturas do Laboratério de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco -
Recife-PE; as demais cepas avaliadas foram provenientes da Colegédo de Culturas da Embrapa
Agroindustria Tropicais (CNPAT).

4.1.2 Formulag6es dos meios

a) Meio de manutengio

Para a manutencdo e ativacdo das linhagens foi utilizado o meio NYDA de composicéo
apresentada na Tabela 2. Foram adicionados cerca de 10 mL do meio a tubos rosqueaveis e

autoclavados a 121°C por 30 minutos.

Tabela 2 — Composicdo do meio de manutencao e ativagdo das linhagens de Bacillus sp.

Componente Composicéo (gL ™) Marca
Dextrose P.A 10,0 VETEC
Extrato de levedura 5,0 KASVI
Extrato de carne 3,0 HIMEDIA
Peptona de carne 5,0 SIGMA-ALDRICH

(NH,),SO, P.A 3,0 VETEC



24

MgSO,.7H,0 P.A 0,5

AGAR 15,0

CRQ - LTDA

DINAMICA

Fonte: CAVALCANTI et al., (2005)

b) Meio de producgéao

Para os experimentos de fermentagdo foi utilizado

0 meio proposto por Rodriguez &

Callieri (1986) de composicdo apresentada na Tabela 3. Preparados em erlenmeyers de 250

mL, contendo 50 mL do meio autoclavados a 121°C por 30 minutos. Para a pré-fermentacéo

foi utilizado uma concentracéo de 10 gL ™ de sacarose.

Tabela 3 — Composi¢do do meio de producéo das linhagens de Bacillus sp.

Componente Composicéo (gL™) Marca
Extrato de levedura 5,0 KASVI
Sacarose P.A 50,0 DINAMICA
(NH,),SO, P.A 1,0 VETEC
MgSO,.7H,0 P.A 1,0 CRQ - LTDA
KH,PO, P.A 1,0 BIOTEC

Fonte: Rodriguez & Callieri (1986)

4.1.3 Manutencdao e ativacao

As linhagens de Bacillus sp estavam preservadas em caldo NYD com glicerol 15% em

tubos acondicionados em ultra freezer a -80°C (SOUSA, 2013). Desta cultura estoque foram
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feitos repiques para ativagdo da linhagem em caldo NYD em tubos e posterior reativacdo em

meio NYDA inclinado a 30°C por 24 horas para utilizacdo nos testes subsequentes.

4.1.4 Preparo do In6culo

A partir do 4gar NYDA inclinado, incubado em BOD a 30°C por 24 horas, foi feito a
transferéncia do indculo, com auxilio de uma alca, para um erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL do meio definido por Rodriguez & Callieri (1986). O procedimento foi feito em
triplicata para cada micro-organismo e foi realizada a incubacao a 30°C, 200 rpm por 24 horas
em agitador rotatorio.

4.1.5 Fermentacdo

Inoculou-se os Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio por Rodriguez &
Callieri (1986) com 2 mL do caldo obtido da pré-fermentacdo. A padronizacdo do volume de
indculo adicionado em cada frasco foi feita segundo Ernandes (2006). A fermentacdo foi
conduzida em agitador rotatério a 30°C, 200 rpm por 72 horas. Apds a interrupcdo da
fermentacdo, os cultivos foram centrifugados a 3600 rpm durante 15 minutos e as amostras de
sobrenadante obtidas foram coletadas e utilizadas para a producdo dos exopolissacarideos. A

Figura 3 apresenta o fluxograma de sequéncia de etapas da manutencédo a fermentacéo.

Figura 3: Fluxograma das etapas de manutencéo a fermentacéo.

Conservagio Ativagio Pré- fermentago Fermentagéo
Caldo da pré-
Ultra-congelamento NYD /NYDA NYDA inclinado/ fermentacdo/ Meio
inclinado 30°C/ Meio de produgéo de produgio (50gL™
NYD + 15%°de 24 horas (10gL™" sacarose) sacarose) 30°C/ 72
glicerol/ -80°C (3 repiques) 30°C/ 24 horas horas

Fonte: elaborada pelo autor.

No presente trabalho, foram realizadas duas fermentacdes com volumes diferentes de
meio de cultura. Inicialmente, foi realizada a fermentacdo com 50 mL de meio apresentada
acima e, posteriormente foi realizada o0 mesmo procedimento em duplicata com 100 mL de
meio para posterior analise acerca da quantidade de exopolissacarideo obtida em diferentes

condicdes de producao.
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4.3 Extracéo e purificacdo do EPS

A extracdo e purificacdo do exopolissacarideo foram conduzidas segundo Castellane e
Lemos (2007). Para isso foi feita a precipitacdo do sobrenadante com etanol anidro gelado
(proporgdo 3:1) por 24 horas, a 4°C. Posteriormente, o conteudo foi seco em estufa a vacuo, a
45°C, por aproximadamente 72 horas. O precipitado obtido, fortemente aderido no recipiente,
foi raspado e ressuspendido em 30 mL de etanol anidro gelado. A mistura foi centrifugada a
3600 rpm por 20 minutos. Esse procedimento de purificacdo foi conduzido 3 vezes de forma a
minimizar a presenca de meio de fermentacdo, maximizando a purificacdo do EPS. As
amostras foram transferidas para cadinhos previamente pesados e conduzidas para secagem
em estufa a vacuo, a 45°C por 24 horas. Apés secagem, as amostras foram resfriadas no
dessecador e novamente pesadas de forma a obter o peso de exopolissacarideo na condicdo de
fermentacdo utilizada. Os exopolissacarideos foram entdo macerados, congelados e

liofilizados para obtencdo de um pd, o qual foi conduzido as analises de caracterizagao.
4.4 CaracterizagOes dos EPS
4.4.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho — FTIR

O exopolissacarideo seco (2,0 mg) foi misturado ao pé de KBr (98 mg), moido e
prensado em pastilhas de 7,0 mm para medicdes na faixa de 400-4000 cm™ com resolucéo de
4 cm® usando o espectrofotdbmetro com transformacdo de Fourier da PerkinElmer
(VIDHYALAKSHMI et al., 2016).

4.4.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica do exopolissacarideo foi realizada usando o aparelho
STA 6000 da PelkinEImer com 10 mg do material de teste. As amostras de EPS foram
aquecidas a uma taxa de aquecimento linear de 10 «C min™ em uma faixa de temperatura de
50 a 600 °C. Os experimentos foram realizados em atmosfera de Nitrogénio a um fluxo de 40
mL min™ (WANG et al., 2015).

4.4.3 Capacidade antioxidante por DPPH

A capacidade de captura de radicais livres, usando 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH), foi determinada de acordo com o método descrito por Yang, Zheng e Cao (2009).

Foi adicionado 5 mL de solucdo de DPPH em etanol (120pg L™) & um tubo de ensaio
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contendo 1mL de EPS purificado variando-se suas concentracdes em 50,150 e 300 pg mL™. A
mistura foi agitada e incubada no escuro por 30 minutos e foi feita a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro Varian Cary 50 a 517 nm. A capacidade é calculada com base na equacao
1.

Capacidade antioxidante (%) = M x 100  (Equacéo 1)
DPPH

Onde Apppy é a absorbancia da reagdo que contém todos os reagentes, exceto que agua

destilada foi usada no lugar da amostra; e Asmestra € @ absorbancia na presenca da amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo e purificacdo do biopolimero

A extracdo de exopolissacarideo pelas cepas de Bacillus sp foi realizada a partir da
precipitacdo do sobrenadante, obtidos pés fermentacdo, com etanol anidro gelado na
proporcao de 3:1 de acordo com metodologia descrita no item 4.3. Em ambas as fermentacGes
realizadas foram evidenciadas a presenca do precipitado branco, indicativo visual da obtencéo
do EPS, no fundo do recipiente contendo sobrenadante e o agente precipitante para todos os
microrganismos estudados. Apos a secagem total do material em estufa a 45°C foi observado
a mudanca de coloracdo do precipitado de branco para amarelo indicando interferencia do
meio de cultura no biopolimero obtido. O contetdo completamente seco e fortemente aderido
no recipiente foi raspado e conduzido a etapa de purificacdo. Para a maximizacdo da
purificacdo do exopolissacarideo obtido foram realizadas sucessivas lavagens com etanol
anidro gelado. Em estudos anteriormentes realizados por Wang et. al (2010) foi feita uma
etapa de ressuspensdo do exopolissacarideo em agua destilada entre as precipitaces
realizadas com etanol anidro. Essa etapa de ressuspensdo do material em agua garantiu a
obtengdo de um biopolimero com menor interferencia do meio de cultura nesses estudos. A
ndo realizacdo dessa etapa nos experimentos conduzidos durante as duas fermentacoes
realizadas nesse trabalho provavelmente levou a obtencdo de exopolissacarideos com menor
nivel de pureza. ApoOs a purificagdo, os exopolissacarideos foram secos e devidamente
pesados para obtencdo da quantidade de biopolimero produzido em ambas as condicGes de

fermentagdo, elucidadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Massa de exopolissacarideo obtidas em diferentes volumes de meio para Erlenmeyer de 250 mL.

Fermentacdo 1 (50mL) Fermentacéo 2 (100mL)
Micro- Massa de EPS  Concentracdo  Massa de EPS  Concentragdo
organismo obtida (g) (mg/mL) obtida (g) (mg/mL)
RAB9 1,92 +0,19 12,8 0,59 +0,20 2,95
CMIAT 61 1,42 £ 0,55 9,47 1,86 + 0,03 9,3
RMIAT 109 1,46 £0,02 9,73 1,48 £0,61 7,4
CMIAT 186 N.D. N.D. 0,73 0,08 3,65

*Massa referente a duplicata.
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Na fermentagdo 1 ndo houve crescimento da bactéria CMIAT 186 durante o processo
de pré-fermentacdo e ocorreu a perda da triplicata da cepa CMIAT 61 durante experimentos
conduzidos com a mesma. Maior producdo de EPS foi obtida por Bacillus pumilus (RAB9),

com concentragdo de 12,8 mg/mL.

A comparagdo das concentra¢Oes obtidas em ambas as fermenta¢Ges para todos os
exopolissacarideos produzidos foi superior na fermentacdo 1. De modo que, a conducéo de
uma fermentagcdo com menos meio de cultura, neste caso 50 mL, mostrou-se a mais adequada
no ponto de vista de producdo. Estudos futuros devem ser realizados para melhorar a
producdo. A otimiza¢do do meio é uma etapa vital para aumentar a concentracdo do EPS.
Também, o estudo de producéo de EPS variando-se o tempo de cultivo é outra acédo valida pra

buscar melhorar a produtividade de biopolimero produzido.

Nos estudos realizados por Zheng et.al (2016) com uma cepa de Bacillus cereus, foi
exibido uma producdo maxima de exopolissacarideo de 46 mg/mL com 10 horas de cultivo.
Foram realizados estudos de atividade antioxidante do EPS e os resultados indicaram que 0
mesmo poderia ser Util na prevencdo de danos oxidativos no DNA e oxidagdo celular nas

industrias farmacéutica e alimenticia.

Rani et.al (2017) produziram, purificaram e caracterizaram um heteropolissacarideo
secretado por Bacillus tequilensis FR9 (BtgEPS). Através de uma etapa de otimizacdo foi
obtido uma produgdo méaxima de 6,83 mg/mL em meio suplementado com sacarose a 2%.
Trabelsi et al. (2015) relataram que a utilizacdo da fonte de carbono para a producdo de EPS
difere de espécie para espécie. No entanto, a sacarose vem sendo favoravelmente usada por

muitas espécies de Bacillus e Lactobacillus.
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5.2 Caracterizagdes do biopolimero
5.2.1 Elucidacéo dos grupos funcionais presentes no composto

Os ensaios espectroscopicos na regido do infravermelho permitiram a identificacao
dos grupos funcionais caracteristicos dos biopolimeros obtidos. A comparacao e analise dos
picos mostrou semelhancas entre os EPS produzidos pelas diferentes espécies de Bacillus sp

estudadas no presente trabalho (Figura 4).
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Figura 4 — Analise espectroscopica na regido do infravermelho (4000-400 cm™) utilizando-se pastilha de KBr
contendo o biopolimero produzido pelas linhagens de Bacillus sp.

O espectro de absorcdo no infravermelho de um composto é muitas vezes chamado de
impressdo digital da molécula sendo, geralmente, a primeira ferramenta utilizada para a
caracterizacdo de estruturas quimicas de biopolimeros (KACURAKOVA; WILSON, 2001).

Polissacarideos contém um namero significativo de grupos hidroxilas que apresentam
uma ampla banda de absorcéo arredondada acima do comprimento de onda 3000 cm™ A
banda de absorcdo em 3390 cm™ (Figura 5), referente ao estiramento axial O-H, tem essa
caracteristica tipica (HOWE; ISHIDA; CLARK, 2002). O pico em 3365 cm™ e o formato da
banda em 3390 cm™, com a presenca de dois picos finos, indica a sobreposicdo dos

alongamentos de
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O-H e N-H, onde a ultima pode ser referente a possivel presenca de residuo proteico (OSIRO;
FRANCO; COLNAGO, 2011).
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Figura 5 — Analise espectroscopica na regido do infravermelho (4000-400 cm™) utilizando-se pastilha de KBr
contendo o biopolimero produzido pela cepa de Bacillus stratosphericus (RMIAT 109).

Na comparagdo com os espectros IR de exopolissacarideos documentados na
literatura, as bandas de absorcdo em 2942 cm™* e 1653 cm ' podem ser atribuidas,
respectivamente, a vibracdo do alongamento C-H e a possivel presenca de grupos C=C na
estrutura do carboidrato (SAMPAIQ, 2014).

Vibracdes de dobramento C-H para grupos metila e metileno ocorrem entre 1465 e
1370 cm™ e, as referentes a0 =C-H no plano ocorrem entre 1300 e 1000 cm™. A analise dos
espectros revelou um conjunto complexo de bandas nessas regiGes. Além disso, observaram-
se dois picos de absorcdo, em 992 cm™ e 912 cm™, padrées para alcenos de alquila

substituidos (PAVIA, 2010).
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As bandas em 908 cm™, 867 cm™ e 850 cm™ séo caracteristicas da regido anomérica de
aclcares. Nessa regido (950-700 cm™) ocorre & distingdo entre as configuracées o e B da
molécula. Em estudos realizados por Notararigo et al. (2013) foram observados no FTIR um
ombro de absorcdo em 849 cm™ e um pico mais intenso em 916 cm-1,ambas caracteristicas
dos anémeros, para o exopolissacarideo produzido pelo L. Mesenteroides O RTF10 em meio

suplementado com sacarose (0,8) como fonte de carboidratos.

A regifo entre 1000-1200 cm* é dominada por vibraces do anel justapostas com
vibracOes de estiramento de grupos laterais (C-OH) e por vibracdes de ligacGes glicosidicas
C-O-C. Essa regido (abaixo de 1500 cm™) é considerada a regido de impressdo digital dos
polissacarideos, onde a posicao e a intensidade das bandas sdo especificas de cada composto,
permitindo sua possivel identificacdo. De acordos com analise dos estudos realizados por
Kacurakova (2000) o pico méximo em nimero de onda de 1072 cm™ é atribuido & unidade de

galactose.

Zheng et al. (2016) analisaram o espectro de infravermelho de um exopolissacarideo
produzido por uma cepa SZ-1 de Bacillus cereus, os espectros revelaram caracteristicas
funcionais, tais como um grupo OH com banda larga em 3417 cm™ e um fraco alongamento
C-H de grupo metila em 2925 cm™. A banda de absorcdo em 1136 cm™ confirmou que o EPS
é um polissacarideo acido e a banda em 1646 cm™ foi atribuida & agua ligada & molécula de
fosfolipidio.

5.2.2 Anélise termogravimétrica do biopolimero produzido

As curvas termogravimétricas podem ser indicativas de caracteristicas térmicas
favoraveis ao polimero. O seu comportamento térmico desempenha um papel fundamental
para determinar sua possivel aplicacdo industrial. De modo que os resultados nos indicam, por
exemplo, se o biopolimero apresenta uma boa vida de prateleira ou se pode ter sua utilizacéo
associada a fabricacdo de excipientes para composi¢do de medicamentos ou como base para
cosméticos (SAMPAIO, 2014; WANG et al 2015).
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Na figura 6 ilustram-se as caracteristicas das curvas de TGA do processo de
decomposicéo térmica dos polimeros produzidos pelas cepas de Bacillus sp ocorridas em trés
etapas. Observam-se caracteristicas térmicas semelhantes entre os exopolissacarideos
estudados.
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Figura 6 — Analise termogravimétrica (TGA) dos biopolimeros. (A) CMIAT 61, (B) RMIAT 109, (C) CMIAT
186, (D) RABO.

Nas curvas termogravimétricas, processo caracterizado como dinamico, a perda de
massa é registrada continuamente a medida que a temperatura aumenta a uma razdo constante.
Uma perda de peso inicial, em torno de 4%, registrada na regido entre 55° e 95°C refere-se ao
teor de umidade e alcool presente no EPS, que contribuiu para o amplo trecho hidroxil na
analise FTIR. Além disso, aproximadamente 96% de massa dos exopolissacarideos foram
estaveis até 160 °C, sugerindo que esses compostos ndo devem ser submetidos a faixas de
temperatura préximas a esse valor para ndo comprometer sua integridade fisica. Os

biopolimeros apresentaram uma perda de massa consideravel, em torno de 25%, na regido



34

entre 160°C e 215°C, referente a despolimerizacdo do polissacarideo, com temperaturas de
degradacdo variando de 160°C a 164°C para os EPS analisados. Na terceira etapa, 0s
processos de decomposicdo diminuiram gradualmente e a perda total de peso foi de 10%,
regido entre 215°C e 275°C. Posteriormente, ambos 0s eventos ocorrem em conjunto levando
a degradacdo do material a uma taxa lenta. Nenhuma das amostras foram completamente
degradadas ao final da analise na temperatura de 600°C, ficando todas com cerca de 34% de

massa.

Rani et al. (2017) produziram, purificaram e caracterizaram um heteropolissacarideo
produzido por Bacillus tequilensis FR9 (BtqEPS) e detectaram a partir da andlise
termogravimétrica (TGA), realizada de forma dinamica, que o polimero apresentou uma perda
de massa inicial entre 30 e 100 °C devido a perda de umidade que é gerada pelo aumento dos
grupos carboxilas em polissacarideos. Na segunda fase, foi observada uma perda consideravel
de massa (58%) em torno de 300°C com diminui¢do, posterior, a uma taxa lenta relatando a
existéncia da porcao estavel de agucar. A temperatura de degradacao do polimero foi em torno
de 239,72 °C. De modo que, o exopolissacarideo é considerado termoestavel e pode ser

potencialmente utilizado nas industrias de alimentos e laticinios.

Apesar de ndo apresentar uma temperatura de degradacéo tdo elevada, comparando-se
com outros exopolissacarideos ja estudados, basicamente, sua exploracdo comercial pode ser
conduzida a processos que se utilizem de temperaturas inferiores a 160 °C, como por
exemplo, em industrias de laticinios onde na maioria dos processos, a temperatura raramente
aumenta além de 150 ° C (KALPANA et al., 2018) (EZHIL; BELUR; M.B, 2015).

5.2.3 Atividade de eliminacéo de radicais livres (DPPH)

O teste DPPH é um dos métodos mais utilizados para a triagem dos compostos
antioxidantes, sendo uma ferramenta amplamente aceita para estimar a capacidade de captura
de radicais livres pelos mesmos. Quando os radicais livres de DPPH sdo capturados, a cor da
mistura de reacdo muda de purpura para amarela (passando por um tom rosa em
concentragOes intermediarias de antioxidantes) e a absorbancia em 517 nm diminui. Essa
atividade pode ser devida a presenca do grupo hidroxila e outros grupos funcionais do
exopolissacarideo que podem doar elétrons para reduzir os radicais a uma forma mais estavel
ou reagir com os radicais livres para terminar a reacdo em cadeia radical. De modo que, ha

uma correlacdo entre as propriedades antioxidantes do biopolimero com a conformacao,
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estrutura e massa molecular de seus componentes monossacarideos (DILNA et al., 2015)
(MOHAMED et al., 2018).

A andlise das propriedades antioxidantes do EPS produzido pela cepa de Bacillus
stratosphericus (CMIAT 61) ilustrado da Figura 7 exibiu um aumento da capacidade
antioxidante com o aumento da concentragdo de EPS. O valor de 2,34%, na concentragdo de
300 pg mL?, foi o maior valor obtido comparando-se com todas as cepas de Bacillus sp
estudadas no presente trabalho. Para a cepa de Bacillus cereus (CMIAT 186) ndo foi
observado capacidade antioxidante nas concentracdes de 50 e 150 pug mL™?, porém, com o
aumento da concentracdo para 300pg mL™ foi obtido um valor de 1,09%. O biopolimero
produzido pela cepa de Bacillus stratosphericus (RMIAT 109) ndo exibiu capacidade
antioxidante na concentragdo 50 pg mL™, porém, na concentracdo de 150 pg mL™ foi
observado um valor de 2,03 %, com baixo desvio padréo, ja para a concentracdo de 300 pg
mL™ foi observado uma diminuicdo desse valor para 1,09 %, porém, com um maior desvio
padrdo. De modo que, seria necessaria a realizacdo de novos estudos em maiores
concentracbes para se entender melhor o comportamento do EPS obtido por esse
microrganismo. Avaliando-se o EPS da cepa de Bacillus pumilus (RAB9) foi observado um
valor de 0,52% de capacidade antioxidante em 50 pg mL™, com um alto valor de desvio
padrdo e, ndo foi observado capacidade antioxidante a 150 g / mL. Porém, aumentando-se a
concentracdo de EPS para 300 pg / mL foi obtido um maior valor de capacidade antioxidante
(2,27 %).

Avaliando-se os maiores valores de capacidade antioxidante obtidos no presente
estudo (Figura 7) observa-se que o exopolissacarideo produzido pela cepa de Bacillus pumilus
(RMIAT 109) exibiu, em uma menor concentracdo (150 pg mL™), um valor préximo aos
obtidos pelas cepas CMIAT 61 e RAB9 em uma concentracdo mais elevada (300 pg mL™),
podendo indicar a producdo de um EPS mais ativo por esse microrganismo. Porém sdo
necessarios estudos futuros com essas cepas de bactérias, utilizando-se maiores concentracdes
e melhores métodos de purificagdo do EPS, de modo que os levantamentos de dados nos
permitam avaliar qual cepa se apresenta de forma mais promissora as propriedades de

antioxidantes.
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Figura 7 — Capacidade antioxidante dos exopolissacarideos produzidos pelas linhagens de Bacillus sp.

Analisando-se os resultados obtidos por esse método de avaliagdo de atividade
antioxidante de biopolimeros foi constatado significativos valores de desvios padrées, tendo
nas concentracdes de 50 e 150 pg mL™ variacBes extremas, com excecdo do obtido para o
Bacillus pumilus (RMIAT 109). Esse fato diminui a confiabilidade dos dados apresentados e
ocorrem por conta da alta sensibilidade do método empregado, onde erros de = 1 a 2% no
valor da andlise sdo habituais. Assim, as atividades apresentadas estdo na faixa de erro
possivel do método. De modo que, erros na pipetagem e na pesagem do material para a

preparacdo das amostras, visto o baixo valor de concentracdo utilizado nas analises,
influenciam de forma dréastica nos valores obtidos.

Os resultados obtidos para a capacidade antioxidante (eliminacdo dos radicais DPPH)
para 0s exopolissacarideos estudados foram menores comparando-se com o0s estudos
realizados por Mohamed et al. 2018 com a cepa Bacillus altitudinis MSH2014 nas mesmas
condicBes de analise. Nesse estudo, foi relatada uma dependéncia da capacidade antioxidante

com a concentragdo do EPS, onde para o menor valor de concentracdo (50 pg mL™) do EPS
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foi alcangado um valor em torno de 30 % de capacidade antioxidante e foi obtido um valor de
EC 50 de 150 pg mL™. Nesses estudos foram realizadas diversas etapas para purificacdo do
EPS, dentre elas foi realizado etapas de didlise contra agua deionizada e aplicacdes em
colunas cromatogréficas (DEAE-celulose e Sephadex G-200) usando solucBes de NaCl para

eluicéo.

As propriedades antioxidantes e antibacterianas de um exopolissacarideo obtido a
partir de uma cepa de Lactobacillus sp foram estudadas por Trabelsi et al. (2017). Os
resultados mostraram que o EPS obtido apresentava atividade antioxidante potencial
determinada através de quatro ensaios diferentes: atividade de captura de DPPH, poder
redutor, branqueamento de caroteno pelo ensaio de &cido linoleico e atividades de quelacéo de
metais. Para o ensaio de DPPH foi obtido um valor de capacidade antioxidante de 14 % para a
concentracdo de 500 pg mL™ e com o aumento da concentracio de EPS para 10 mg mL™ foi

alcancado o valor de 95,76%.

Os resultados e as condicGes de analise dos estudos realizados por Mohamed et al.
2018 e Trabelsi et al. (2017) nos mostram a possibilidade da realizagdo de estudos com essas
cepas de Bacillus sp para determinacdo da atividade antioxidante em maiores concentragoes
de EPS, de modo que se pode avaliar a possibilidade de aumento dessa capacidade
antioxidante além de se trabalhar com outros métodos de analise para confirmacdo. Alem
disso, trabalhar com métodos de purificagdo mais complexos e estudados pode garantir a
obtengdo de um EPS mais puro, tendo a retirada de interferentes como um parametro para se

analisar a possibilidade de uma melhor resposta nesses estudos.
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6 CONCLUSOES

Confirmou-se a producdo de biopolimero pelas cepas: Bacillus pumilus (RAB9), Bacillus
cereus (CMIAT 186) e Bacillus stratosphericus (RMIAT 109 e CMIAT 61) estudadas no
presente trabalho.A producdo maxima de exopolisacarideo foi obtida na fermentacdo
contendo 50 mL de meio de cultura a base de sacarose conduzida por 72 horas a 37°C pelo
microrganismo Bacillus pumilus (RAB9), onde a concentracdo obtida foi de 12,8 mg mL™*
sendo a conducdo dessa fermentacdo mais adequada. A concentragdo alcangada foi superior a
obtidos em outros estudos, porém, ainda € necessario estudos para se definir condicdes

otimizadas.

Os biopolimeros produzidos pela diferentes linhagens estudadas tiveram sua metodologia de
purificacdo definida e sua natureza quimica confirmada. Porém, os mesmos ndo foram obtidos
com 100% de pureza, devido a interferencia do meio de cultura constatada pela mudanca de
coloragdo do precipitado obtido. Outras metodologias abordadas em diferentes estudos
apontam pra utilizacdo de etapas durante a extracdo e purificagdo que podem auxiliar na

obtencgédo de melhores resultados de pureza.

A caracterizacdo quimica assegurou que o mesmo é um polissacarideo, identificando-se nele
grupos funcionais como: O-H, C-H, C=C caracteristicos de carboidratos, aléem da presenca de
picos nas regides consideradas de impressdao digital de biopolimeros, avaliados a partir da
espectroscopia na regido do infravermelho. A comparacdo e analise dos picos mostrou
semelhancas entre os EPS produzidos pelas diferentes espécies de Bacillus sp estudadas no
presente trabalho. Os exopolissacarideos produzidos e purificados possuem uma temperatura
de degradacdo em torno de 160°C, estabelecida por TGA. Podendo ser utilizado em industrias

cujos processos nao ultrapassem a mesma.

A atividade antioxidante dos biopolimeros foi avaliada atraves do método de DPPH, onde foi
obtido um valor maximo de capacidade antioxidante de 2,34% pelo microrganismo Bacillus
stratosphericus (CMIAT 61) na concentracdo de 300 pg mL™. Apesar dos baixos valores
obtidos e da limitacdo do método propostas de novos estudos utilizando-se maiores
concentracOes e outras metodologias de purificacdo pode conduzir a melhores resultados e

confirmacéo do real potencial biotecnologico desses biopolimeros.
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