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Resumo

O 4cido y-poliglutamico (y-PGA) é um biopolimero soldvel em agua, anionico, atdxico,
biodegraddavel e biocompativel, produzido por Bacillus e que possui aplicagdes nas
areas quimica, médica, ambiental e de alimentos. Este trabalho tem como objetivo
estudar o processo de produgdao do y-PGA a partir do cultivo de uma nova linhagem
de Bacillus isolada de ambiente amazo6nico, o Bacillus subtilis BL53. Este estudo inclui
a selecao de culturas, a otimizacao de condi¢cdes de cultivo e a prospec¢ao de
substratos de produgao alternativos. A habilidade de produgdo de y-PGA por
linhagens de Bacillus isoladas na regido amazonica foi investigada. A linhagem BL53
foi a linhagem selecionada, sendo identificada como Bacillus subtilis, através da
analise da seqliéncia do gene 16S DNAr e de suas caracteristicas bioquimicas. A
avaliacao das condicdes de cultivo submerso foi conduzida em agitador orbital
mediante delineamento composto central rotacional (DCCR) que apontou como
ponto étimo de producdo de y-PGA, a temperatura de 37 °C, o pH inicial de 6,9 e a
concentragao de 1,22 mM de Zn** suplementada ao Caldo E. Nas condicdes
otimizadas, a produgdo de y-PGA foi igual a 10,4 g/L, cerca de trés vezes maior que a
obtida em condi¢des convencionais de cultivo em Caldo E, utilizando a mesma
linhagem. A influéncia da disponibilidade de oxigénio sobre a produgao de y-PGA por
B. subtilis BL53 foi avaliada em biorreator agitado de 5 L, com o emprego das
velocidades de agitacdo de 500, 750 e 1000 rpm, sendo mantida fixa a taxa de
aeracdo de 2 vwm. A produgao de y-PGA mostrou-se altamente dependente da
transferéncia de oxigénio, sendo que o teor de oxigénio dissolvido decaiu
rapidamente nas primeiras 15 horas de cultivo, como resultado da elevada demanda
de oxigénio pelas bactérias. O aumento na velocidade de agitacao no biorreator
possibilitou uma maior transferéncia de oxigénio e induziu o aumento na taxa de
consumo de oxigénio pelas bactérias, conduzindo a maior producdo e maior
produtividade de 7y-PGA. A intensificagdo da agitacdo também influenciou os
parametros cinéticos de crescimento do Bacillus subtilis BL53, provocando um
aumento na velocidade especifica de crescimento na fase logaritmica (Umax) sem
provocar a perda da viabilidade celular. Com a utilizagao da velocidade de agitacao de
1000 rpm em biorreator, o tempo de cultivo pode ser reduzido para menos de 48 h,
cerca de 50% do tempo necessdrio para operacao a 500 rpm. A investigacdo de
substratos alternativos para producdo de y-PGA mostrou o glicerol residual de
biodiesel e o residuo fibroso de soja como substratos promissores, apontando para a
possibilidade de investigacao em trabalhos futuros.

Palavras-chave: acido y-poliglutamico, Bacillus subtilis, bioprocesso, otimizagao,
transferéncia de oxigénio, residuos industriais.



Abstract

The poly-gamma-glutamic acid (y-PGA) is a water-soluble biopolymer, anionic, non
toxic, biodegradable and biocompatible, it is produced by Bacillus and it has
applications in chemical, medical, environmental and food industries. This work aims
to study the process of production of y-PGA through cultivation of a new strain of
Bacillus isolated from the Amazonian environment, Bacillus subtilis BL53. This study
includes the screening of strains, the optimization of culture conditions and the
investigation of alternative substrates. The ability of y-PGA production by Bacillus
strains isolated from Amazonian environment was investigated. The BL53 strain was
selected and identified as Bacillus subtilis, through analysis of 16S rDNA gene
sequence and its biochemical characteristics. Evaluation of culture conditions in
submerged cultivation was conducted in shaker using central composite design (CCD),
which showed the temperature of 37 °C, the initial pH 6.9 and concentration of
1.22 mM Zn** in Medium E as the optimal conditions to v-PGA production. Under
optimized conditions, the production of y-PGA was 10.4 g/L, about threefold what
was obtained using this strain under conventional cultivation in Medium E. The
influence of oxygen availability on the production of y-PGA by B. subitlis BL53 was
evaluated in a 51 stirred bioreactor with the use of stirring rates of 500, 750 and
1000 rpm, using a fixed aeration rate of 2 vvm. Production of y-PGA was highly
dependent on oxygen transfer, and the dissolved oxygen content decreased rapidly in
the first 15 hours of culture as a result of high oxygen demand by bacteria. The
increase in stirring rate in the bioreactor allowed a better oxygen transfer and
induced a rise in the oxygen uptake rate by bacteria, leading to higher production and
higher productivity of y-PGA. The intensification of the stirring also influenced the
kinetics growth parameters of Bacillus subtilis BL53, producing an increase in specific
growth rate in the logarithmic phase (umax) Without causing reduction of cell viability.
Using the stirring rate of 1000 rpm in a bioreactor, the cultivation time can be
reduced to less than 48 h, about 50% of the time required for operation at 500 rpm.
The investigation of alternative substrates for the production of y-PGA showed crude
glycerol from biodiesel and soybean industrial fibrous residue as promising ones,
pointing to research possibilities in future work.

Keywords: poly-gamma-glutamic acid, Bacillus subtilis, bioprocess, optimization,
oxygen transfer, industrial residues.



Sumario

(] 1 4o e [ 1T k=T o RS PPORt 1
Revisao Bibliografica....ccccccciiiieeiiiiiinniiiiiiniiiiniiiniiniieenniessninessssnesss. 5
2.1 O acido y-poliglutamico (Y-PGA) ....eeiririiiiiieeiieeeeee e 5
2.1.1 Propriedades fiSiCO-QUIMICAS ...ccovvvvieeiiiiiiiee e 6
2.1.2 AplicagBes teCNOIOGICAS. ...ccvuvreeeeeiiiiiee ettt e 10
2.2 Biosintese de acido y-poliglutamico .......cccceeeviiiiiiiiniiiieieeeeeeee e 14
2.2.1 A fungdo do acido y-poliglutamico nas bactérias..........ccccevvuveerrnnnnee. 15
2.2.2 O mecanismo da sintese e degradagan......cccccecvveeeeviieeeeeeninieee e 16
2.2.3 ASPECLOS ZENETICOS .. uuuuururrrrruiererrrierererrrersrarrrarrrrrrrrarrrrararr———————————————. 20
2.3 Bioprocessos para obtengdo de Y-PGA .......coovuiiiriieeiniieeneee e 22
2.3.1 Produgdo de y-PGA em cultivo SUbMEerso........cccevveeiniiieiiiiiee e 23
2.3.2 Produgdo y-PGA em cultivo de estado sOlido .........cceevcveeeriiieennieennee. 27
2.4 Recuperagao e quantificagdo do -PGA .......coocieeriiieiiiieeeee e 29
2.5 Transferéncia de oxigénio em cultivo submerso para produgao de
DIOPOIIMEIOS ..o, 32
2.5.1 Respiracdao microbiana e transferéncia de oxigénio ...........cccevvvvvnnnes 32
2.5.2 Aeracao e agitacao em cultivo submerso para producao de
(o oY o Yo I3 V=1 o SR 36
2.5.3 Determinacdo do Kia € Qoo .ceeecveereeeiieeciieeree et 37
[\ 121 00T [o] Lo Y- { - T 40
R | T Tol 0T ¢ == | T ] 1 4 Lo 1P 40
3.1.1 Colecao de culturas de isolados da regido amazonica.........cc.ccceunees 40
R WA (o] F-To [ 1o [= I \F- | & o TSP PPPPPPN 41
3.1.3 Manutengao e reativagao das Culturas ......cccoeeeeeeeeeeeieiiieiieiieeeeeeeeeenn, 41
3.2 MEI0S A CUITIVO ..uuvriiieei i 41
3.3 MEtodos @analitiCOS...cueeiiiieciieieeee e 42
3.3.1 Biomassa MICrobiana .......cccccccuiiiiieeee et e e e 42
3.3.2 Contagem total em placa - células Viaveis .......ccccceeeevcciiiieeeeeeeeeees 42
3.3.3 ACIO Y-POIIGIULAMICO ...veereeveereteeceeeeee ettt 43
3.3.4 Carboidratos tOtaiS......ueeeeeiieccciiiieee e 43
I X dUTe [ X (o T g T Yol U] [ RSP 43
3.5 Screening de linhagens produtoras de acido y-poliglutamico.................... 44
3.6 Identficacao filogenética e caracterizagdao morfoldgica e bioquimica de
linhagens produtoras de Y-PGA ..........oo i 44
3.7 Cultivo submerso em incubadora de agitacao orbital (shaker)................. 45

% N 0o g Vo [ Tolo =T e (=l o ] 4 Y/ T 45



3.7.2 Delineamento composto central rotacional para trés fatores .......... 45

3.7.3 Avaliagao estatistiCa ....cccccveeeeirieeiiiiiie e 46
3.8 Cultivo submerso em biorretor...cccooeeciiiiiieeie e 47

3.8.1 CondigOes de cultivo € amostragem .....cccoeeeeeeeeeeeeeeeiieeececeeeeeeeeeeeeeennn 47

3.8.2 Determinagao dos parametros cinéticos de crescimento

001 Tel o] o TF- o Lo SR PP 48

3.8.3 Aquisicdo de dados de oxigénio dissolVido..........cceeeeeciiiiieeeeeeeiennnns 49

3.8.4 Determinacdo do OUR, Qoo € Ki@..ecevuveeeeveiecrieeeieeeetiee e, 49

3.9 Estudo preliminar para produgdo de y-PGA utilizando residuos industriais.. 51
3.9.1 Cultivo submerso em agitador orbital utilizando glicerol residual de

o] [e Yo [T =] IO PRRPPUPPRPPPPPPPRPN 51
3.9.2 Cultivo em estado sdlido sobre residuo fibroso de soja (RFS).......... 51
ResSUltados € DiSCUSSOES......ccivvueriiriirnnniiiiiennniiininenniisiiensissiiesssssssesnssssssssnssnss 54
70 N X (U Te [0 X [0 XN T2V Yo U1 [ TR 54
4.2 Selegdo das melhores linhagens produtoras de y-PGA ........ccccceviiviiveennns 57
4.3 |dentificagao de linhagens produtoras de y-PGA ........cccceeiviiiieeiiniiieeennns 59
4.4 Otimizagao de parametros para produgdo de y-PGA em cultivo
SUDIMIEISO .. evetvetitieirerittteteeeeereeeeerraereaaeaearaaaresssassrasssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssrrsrnes 61
4.5 Comparagao da produgao de y-PGA em agitador orbital e em biorreator 68
4.6 Avaliagao do efeito da agitagao sobre a produgdo de y-PGA............cc..... 70
4.6.1 Velocidade de agitacao e teor de oxigénio dissolvido ...................... 71
4.6.2 Velocidade de agitacdo, OUR € Qp.eeeeeeieiiiieeeiiiiieeeeciieeeeeeiiieee e 74
4.6.3 Velocidade de agitagdo € KLa .ccueeveeeeueeeeiiiiiiec e 78
4.6.4 Velocidade de agitacao e viabilidade celular.........cooovvvvveeeeennnnnnnnn. 81
4.6.5 Velocidade de agitagao e produgao do y-PGA ........cccoeviieeeiniiieeennnne 84
4.7 Potencialidades para produgdo de y-PGA utilizando residuos industriais . 89
4.7.1 Cultivo submerso utilizando glicerol residual de biodiesel............... 89
4.7.2 Cultivo em estado sélido utilizando o residuo fibroso de soja ......... 91
4.7.3 ConsideracgOes sobre a utilizacao de residuos industriais para a
ProduGao de Y-PGA .....oooiiiiee ettt e s s 96
(0o 4 Yol 13 1o 97
Perspectivas para continuidade do trabalho........cccceveeiieeiieiiiniiiiiiicirecrennns 101
] =1 =T 0 1o - RN 103
Y oY= T Lo N 112

APEBNAICE B....c.eieeeiiieeiitenietennietenneereaseetenseerenseessnssessnsesssnsssssnssessnssessnssessnnnens 114



Lista de Figuras

Figura 2.1 Estrutura quimica: (a) acido a-poliglutamico e (b) acido
Y-PONGIULAMICO oo e 6
Figura 2.2 Modelo predito para o acido y-D-poliglutamico (y-D-PGA): hélice
voltada no sentido anti-horario estabilizada por pontes de hidrogénio

INErAMOIECUIAIES. .. .. e e e e e e e are s 9
Figura 2.3 Representagao esquematica da biosintese de y-PGA........ccccveeeevunenn. 17
Figura 2.4 Via proposta para a sintese do y-PGA em BaCilli.........cccccceveuveeennnnnnnn.. 18
Figura 2.5 Representacdo dos genes que codificam o complexo responsavel

pela sintese e degradagdo do Y-PGA. ......ooiiviiiiiiiiee e 21
Figura 2.6 Variagao da concentragao de oxigénio dissolvido durante a medida

de kia e Qo, pelo método dinAMICO. ...cueeeeveeeecieiiecieecceeccree e 38
Figura 2.7 Determinacdo do k a pelo método dindmico. .......cccevveevevevreeeeeeinnnnnn.. 39
Figura 3.1 Biorreator Biostat B (B. Braun Biotech International)..........ccccvveeeee..n. 47
Figura 3.2 Gréafico representativo da determinacdo do k a pelo método

(o TT o 1o Y ol o TP UURPPRRN 50
Figura 3.3 Biorreator para cultivo em estado sOlido.........cccceeevviiieeiinciieeeciiien, 53
Figura 4.1 Curvas de crescimento microbiano em Caldo LB em cultivos

conduzidos @37 °C @ 180 MPM. .cuveuveueeeeeeeeieereereeteeteereerer e e ereereereereerennens 56
Figura 4.2 Curvas de crescimento microbiano em Caldo E em cultivos

conduzidos @37 °C € 180 FPM. ..ccviiueieiciieeeeeecte ettt ettt e st e sreereeeeereas 56
Figura 4.3 Producao de y-PGA em Caldo E por linhagens isoladas na Amazonia,

237 °C @ 180 FPIM. oottt sttt e st este e steeste e ae e 57
Figura 4.4 Producao de carboidratos totais por linhagens isoladas na Amazonia,

em CaldO E @37°C @ 180 MPM cuviieiieieeeeee ettt 58
Figura 4.5 Producgdo de y-PGA por linhagens isoladas de Natto, em Caldo E a

A O =N =10 Yo o F TR 59
Figura 4.6 Diagramas de contorno para a producdo de y-PGA em 72 horas

(o [ ol U] 1 1Yo PP PUPPPPRN 67

Figura 4.7 Producgao de y-PGA por Bacillus subtilis BL53, sob condi¢des
otimizadas pelo DCCR em agitador orbital e biorreator agitado
mecanicamente a 500 rpmM € 2 VVM ....oiiiiiiiiiiiiiiiee e 69
Figura 4.8 Teor de oxigénio dissolvido durante o cultivo para produg¢ao de y-PGA
por Bacillus subtilis BL53 sob diferentes velocidades de agitacao
(I 1] = o= Lo B0 AR AV o o HO U URRPPN 73
Figura 4.9 Teor de oxigénio dissolvido durante as primeiras 15 de horas de
cultivo para producdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 sob diferentes
velocidades de agitagao € aeragdo 2 VWM. .....coccuvviiiiieeeeeeeecciireeeee e e 73



Figura 4.10 Grafico experimental obtido durante realizacao do Método
Dindmicopara determinacgdo do OUR, Qq; e k a para o cultivo de

Bacillus SUDBLilis BL53.........uueeeeeeieieeeiieeeee et e e e s e e e e e e e e 74
Figura 4.11 Grafico tipico para a determinacdo do k; a, obtido a partir dos dados

experimentais do cultivo de Bacillus subtilis BL53.........cccooeeeeeeeieeeeeeeeeeennn. 79
Figura 4.12 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_a) para

cultivos de Bacillus subtilis BL53 ..........eeeeeeeeiieiciiiieeeeee e e e e e 80

Figura 4.13 Teor de células vidveis durante a producao de y-PGA por Bacillus
subtilis BL 53 para cultivos conduzidos a 2 vvm e velocidades de agitacao
de 500 rpm, 750 rpm € 1000 FPM ...vvieiiiiiiiieee e e eeieee e ssireee e sree e e e 82
Figura 4.14 Produgao de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 para cultivos
conduzidos a 2 vvm e velocidades de agitacao de 500 rpm, 750 rpm
L0 0100 1 o o o N 85
Figura 4.15 Produtividade de y-PGA por Bacillus subtilis BL 53 para cultivos
conduzidos a 2 vvm e velocidades de agitacao de 500 rpm, 750 rpm
€ 1000 FPIM ittt e e e et e e e e e e e e e e e e eaeeees 87
Figura 4.16 Producao de y-PGA por Bacillus subtilis BL53, sob condi¢des
otimizadas pelo DCCR, conduzidos em agitador orbital a 180 rpm,
utilizando meio de cultivo com glicerol P.A. e glicerol residual de
o]0 XY 1=T-Y = P 91
Figura 4.17 Efeito da adicao do meio Bushnell-Hass modificado na producao
de y-PGA a partir de cultivo de Bacillus subtilis BL53 sobre RFS, a 37°C,
aeracdo de 250 ML/MIN.ueiiiiiiiiiii et 93



Lista de Tabelas

Tabela 2.1 Producgao de y-PGA em cultivo submerso.........cccceeeeeeeeccciiiiieeeeeee e 25
Tabela 3.1 Caldo Luria Bertani (LB), pPH 6,5 .....uuuiieeeeiiieiiieeeeee et 42
Tabela 3.2 Caldo E, PH 6,5 ......eneeieeeeeee ettt e e e e e e 42

Tabela 3.3 Valores codificados e originais utilizados no DCCR para avaliar o
efeito da temperatura, da concentracio de Zn>* e do pH inicial sobre a

producao de y-PGA em cultivo SUDMErs0. .....cceeeeieiiiiiiiniieeiee e 46
Tabela 3.4 Residuo fibroso de soja (RFS) — composicao tipica ......ccccvvveeeeeeeereennns 52
Tabela 3.5 Composi¢cdao do meio Bushnell-Hass modificado..........ccccvvvvvvvvnvnnnnnnns 52
Tabela 4.1 Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas da linhagem BL53........... 60
Tabela 4.2 Matriz do delineamento (DCCR) para 3 fatores e valores observados

para a produgdo de y-PGA em 72 h de CUltivo.....cccuveeeiiiiiiieeiiiieeeee, 63
Tabela 4.3 Estimativa da significancia dos efeitos ........ccccveeeeeeiieicccciiieeeeee e, 64

Tabela 4.4 Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao para
producdo de y-PGA (g/L) em 72 h, referente a matriz do delineamento

(DCCR) ettt ettt e e et e et e et e e eseeeee s e aeeseeeee e s eese e e seeneeeneaeeeeeeans 65
Tabela 4.5 Taxa global de consumo de oxigénio para cultivos realizados a

500, 750 € 1000 FPIM ..iiiieieeeiee e et e e et e e e et e e e e eaae e e e seaaaeeeeeennaaaees 75
Tabela 4.6 Taxa especifica de consumo de oxigénio para cultivos realizados a

500, 750 € 1000 FPIM c.iiiiiieeeiee et e e et e e e et e e e e e et e e s esaaaeeeeannaaaaens 76

Tabela 4.7 Ajuste das curvas de crescimento ao Modelo Logistico e respectivos
O 11 011 1 o SRR 83



Capitulo 1

Introducao

A busca pela sustentabilidade ambiental tem como um de seus maiores
problemas a utilizacdo de materiais de origem petroquimica. Esses materiais possuem
uma longa vida pds-utilizacdo e geram residuos ndo-biodegradaveis (oxi-degradaveis),
gue em sua maioria sdo descartados de forma inadequada causando graves problemas
ao ambiente. O enfrentamento desse desafio orienta para a pesquisa de novos materiais
ambientalmente seguros, que também precisam apresentar desempenho técnico igual
ou superior aos materiais convencionais. Dentre esses novos materiais, os polimeros tém
papel de destaque a medida que vém em substituicdo a muitos dos materiais produzidos
pela industria petroquimica, como plasticos e adesivos. Assim, os biopolimeros obtidos a
partir de recursos renovaveis (e até mesmo de residuos industriais) surgem como uma
alternativa importante, principalmente se esses materiais forem biodegraddveis e

biocompativeis.

O acido y-poliglutamico (y-PGA) é um biopolimero anidnico, soldvel em agua,
biodegradavel, biocompativel, comestivel e ndo téxico para humanos e para o ambiente.
Em fungao dessas caracteristicas especiais, diversas aplicagdes tém sido desenvolvidas

para esta poliamida nas areas quimica, médica, ambiental e de alimentos. O y-PGA é
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produzido por microrganismos do género Bacillus, sendo que as aplicagdes desse
biopolimero e de seus derivados incluem usos como geleificante, floculante, espessante,
umectante, absorvedor de metais pesados, bioplastico, veiculo para medicamentos,
nanocompdsito, agente de contraste, adesivo bioldgico, crioprotetor, ingrediente

funcional e aditivo para alimentagdao animal.

A tematica da Tese insere-se neste contexto a medida que pretende estudar a
produgao de acido y-poliglutamico a partir do cultivo de uma nova linhagem de Bacillus
isolada de ambiente amazobnico. Com esse objetivo, uma linhagem foi selecionada e
caracterizada e foram definidas condi¢cdes operacionais de processo. Especial atencao
foi concedida ao estudo da transferéncia de oxigénio em cultivo submerso, por ser este
um aspecto fundamental para a compreensao e a otimizacao do processo de produgao
de biopolimeros. O potencial de utilizacdo de residuos industriais como substratos

alternativos para a produgao de y-PGA também foi investigada.

Em cultivo submerso, o glicerol é o componente majoritario dos meios para
produgao de y-PGA. O glicerol também é o principal subproduto da produgdo do
biodiesel, sendo gerado numa propor¢ao de cerca de 10% do total produzido em
biodiesel. Segundo previsdes de especialistas, o volume desse residuo tende a aumentar
no Brasil nos préximos anos, principalmente em decorréncia dos incentivos para a

producdo de combustiveis de origem alternativa ao petréleo.

O y-PGA esta presente naturalmente na mucilagem de produtos fermentados de
soja consumidos nos paises asiaticos, sendo a soja e seus derivados, portanto, substratos
potenciais para a producao desse biopolimero. O Brasil é o segundo produtor mundial de
soja, ficando somente atras dos Estados Unidos. Parte dessa soja é processada no pais,
gerando uma grande quantidade de residuos fibrosos. O residuo fibroso de soja (RFS) é
constituido principalmente por proteina insolivel, hemicelulose e celulose,

representando um substrato promissor para cultivos de estado sélido.
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Mesmo com a grande disponibilidade de residuos potencialmente favoraveis a
producdo de y-PGA no Brasil, pesquisas brasileiras visando o desenvolvimento de
processo tecnoldgico para producao desse biopolimero sdao escassas. Em apenas dois
grupos de pesquisa que atuam no Brasil na area de biopolimeros foram identificados
estudos relativos ao y-PGA, sendo um grupo da Universidade Estadual de Londrina, no
Parand e o outro da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde o presente

trabalho foi desenvolvido.

Deste modo, este trabalho tem como objetivo geral estudar o processo de
produgdo de acido y-poliglutamico a partir do cultivo de uma nova linhagem de Bacillus

isolada de ambiente amazonico, o Bacillus subtilis BL53.

Sao objetivos especificos:

e verificar a habilidade de linhagens de Bacillus isoladas de agua e de solo da

regidao Amazonica em produzirem o y-PGA;

e identificar e caracterizar uma nova linhagem de Bacillus com competéncia

para produzir o y-PGA,

e otimizar parametros de processo para produgao do y-PGA em cultivo
submerso da nova linhagem, através de planejamento de experimentos e modelagem

do processo;

e avaliar a influéncia da velocidade de agitagdo em biorreator sobre a

transferéncia de oxigénio, a viabilidade celular, a produgao e a produtividade de y-PGA;

e avaliar o potencial para produgdo de y-PGA a partir de residuos industriais.

As etapas experimentais deste trabalho foram realizadas, na sua maioria, no

Laboratdrio de Biotecnologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Todas as metodologias empregadas foram

fundamentadas em pesquisa bibliografica em bases de referéncia internacionais.

Este trabalho estd estruturado em seis capitulos, sendo o Capitulo 1 a Introducgao.
O Capitulo 2 é o capitulo da Revisao Bibliografica, onde sao reportados os pressupostos
tedricos que orientaram todo o desenvolvimento experimental deste trabalho. No
Capitulo 3 estdao descritas as metodologias empregadas para o delineamento
experimental, identificagdo microbiana, condugao dos cultivos, quantificacdao de espécies
guimicas e avaliagcao estatistica. Os principais resultados sdao apresentados no Capitulo 4,
bem como as discussdes pertinentes a cada caso. No Capitulo 5 s3o apresentadas as
Conclusdes e no Capitulo 6 sao apontadas perspectivas para continuidade de trabalhos

na area.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1 O acido y-poliglutamico (y-PGA)

O 4cido y-poliglutamico (y-PGA) é um biopolimero anidnico que ocorre
naturalmente na forma de uma homopoliamida composta por unidades de D- e L-
acido glutamico. O y-PGA é soluvel em agua, biodegradavel, comestivel e ndo-tdxico
para seres humanos e para o meio ambiente. Esse biopolimero pode ser utilizado na
industria de alimentos como agente geleificante, ingrediente funcional, espessante,
umectante e crioprotetor. Na industria quimica, pode ser utilizado como absorvedor
de metais pesados e floculante e na industria farmacéutica, como veiculo para

medicamentos (SHIH; VAN, 2001).

Inicialmente, é necessario que se faga uma distingdo entre o y-PGA e o a-PGA.
Ambos polimeros sdao formados por unidades de acido D- e L-glutdmico, no entanto a
ligagdo entre os mondmeros é diversa. Enquanto que no y-PGA as unidades
monoméricas estao conectadas por uma ligagdo amida entre o grupo a-amino e o

grupo y-acido carboxilico (SHIH; VAN, 2001), no a-PGA, a unido se da com o grupo
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o-acido carboxilico (BUESCHER; MARGARITIS, 2007), conforme pode ser observado

na Figura 2.1.

Em algumas publicacdes ainda é possivel observar o uso da terminologia
“acido poliglutamico” ou “PGA” de forma indistinta, como ocorre em Oppermann-
Sanio e Steinblichel (2002) e Soliman, Berekaa e Abdel-Fattah (2005), no entanto essa

pratica tem sido cada vez menos freqliente.

e

o [cer]

(a) (b)

Figura 2.1 Estrutura quimica: (a) acido a-poliglutamico e (b) acido y-poliglutamico
FONTE: Adaptado de Candela e Fouet ( 2006)

2.1.1 Propriedades fisico-quimicas

O 7-PGA é um polimero composto unicamente por uma das formas ou pelas
duas formas enantioméricas (D- e L-) do acido glutamico. O y-PGA é altamente soluvel
e é sequestrante de moléculas de agua. Ao contrario das proteinas, onde os
aminoacidos sdo ligados por ligagdes peptidicas (a-amino), no y-PGA as ligagbes sao
do tipo y-amino, deste modo este polimero é resistente a agdao das proteases,

capazes de clivar apenas as ligacdes a-amino. (CANDELA; FOUET, 2006).
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O v-PGA produzido por Bacillus geralmente apresenta massa molecular
elevada, na faixa entre 10° a 10% Da e polidispersividade1 entre 2 e 5 (DO; CHANG;
LEE, 2001; SHIH; VAN, 2001). Oppermann-Sanio e Steinbiichel (2002) referem uma
faixa mais estreita de massa molecular para o y-PGA produzido por Bacillus
licheniformis, com valores entre 10° e 10° Da. Sung et al. (2005) utilizando a linhagem
Bacillus subtilis chungkookjang, obtiveram um y-PGA de elevada massa molecular
(> 2.10° Da) quando usaram uma concentrago baixa de cloreto de sédio no meio de
cultivo e uma massa molecular mais baixa (10* - 2.10° Da) para concentracdes

superiores a 10 % de cloreto de sédio.

De acordo com Ashiuchi et al. (2001b), a adicao de acido glutamico ao meio de
cultura ou de outro aminodcido da familia do acido glutamico, como a glutamina ou a
arginina, é essencial para a produgdao de filamentos longos de y-PGA (acima de

10° Da).

A massa molecular e a polidispersividade sdo caracteristicas importantes que
se refletem nas propriedades funcionais de um polimero. A massa molecular e a
estrutura quimica dos materiais poliméricos sao as principais responsaveis pelas suas
propriedades e, consequentemente, pela sua utilizacdo em indmeras aplicacdes

(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

Segundo Shih e Van (2001), a massa molecular dos filamentos de y-PGA e sua
polidispersividade podem variar de acordo com o microrganismo e com as condigdes

de cultivo utilizadas. No entanto Candela e Fouet (2006) atribuem essa variagao

! Polidispersividade ou indice de polidispersividade ou indice de polidispersdo é uma medida do grau
de dispersdo da massa molecular de um dado polimero ou mistura polimérica. Este indice
corresponde a razao entre a massa molecular ponderal média da mistura polimérica dividida pela
massa molecular numérica média (nimero médio de filamentos com diferentes massas
moleculares). Métodos baseados na analise do grupo terminal e nas propriedades coligativas do
polimero fornecem o nimero de moléculas por grama do material, portanto permitem determinar a
massa molecular numérica média (LUCAS, SOARES; MONTEIRO, 2001).
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principalmente a degradagao do y-PGA por y-glutamil hidrolases secretadas no meio
de cultivo no final da fase estacionaria e também as diferengcas nos métodos de

guantificacdo e purificacao utilizados nas determinac¢des analiticas desse polimero.

Os polimeros com massa molecular elevada sdao Uteis como espessantes, no
entanto, podem nao ser aplicaveis a outros usos nos quais uma alta viscosidade os
tornaria inadequados. A massa molecular do polimero definird, portanto, em grande
parte, a sua aplicacdao. Por exemplo, em sistemas utilizados para veiculagdao de
medicamentos, polimeros de diferentes massas moleculares sao requeridos para
controlar a liberacdo da droga através dos tecidos (SHIH; VAN, 2001). A conformacao
da molécula de y-PGA também pode influenciar a viscosidade das suspensdes, assim
como a capacidade do polimero em complexar metais (HE; NEU; VANDERBERG,
2000). O filamento de y-PGA pode adotar uma conformagdo estrutural especifica
dependendo da sua concentracdo e do pH do meio (HE; NEU; VANDERBERG, 2000;
DO; CHANG; LEE, 2001). A estrutura do acido y-D-poliglutamico (y-D-PGA) foi predita
por Zanuy e Aleman (2001) através de um modelo tedrico calculado para uma
molécula composta por 10 a 20 unidades monoméricas de acido D-glutamico. Em
solucdo aquosa essa molécula consistiria de uma hélice no sentido anti-horario,
estabilizada por pontes de hidrogénio intramoleculares, conforme mostrado na

Figura 2.2.

A forma ndo ionizada do y-PGA (pHs baixos) é frequentemente relacionada a
uma conformacao helicoidal, enquanto o polimero ionizado apresenta-se na forma
desordenada de novelo randémico (random coil) (SHIH; VAN, 2001). Segundo He, Neu
e Vanderberg (2000), em baixas concentragdes (0,1 % p/v) e quando o pH é menor do
que 7,0, o y-PGA adota uma conformagao de a-hélice, enquanto uma conformagao
de folha pregueada (B-sheet) predomina em valores elevados de pH. A conformagdo
de B-sheet expde as cargas negativas do y-PGA mais eficientemente. Do, Chang e Lee

(2001) sugeriram que ocorre uma mudanga conformacional do y-PGA em valores de
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pH abaixo de 5,0. A mudanc¢a de conformacao de randdmica para helicoidal, em
baixos valores de pH, induziria a redugdo no raio hidrodinamico do y-PGA e
propiciaria a diminuicdo da viscosidade das suspensdes e o aumento da

permeabilidade do polimero em processos de separagao por membranas.

Sung et al. (2005) também apontam a atividade otica do y-PGA como uma
caracteristica importante para algumas aplicacdes deste polimero na area médica. No
entanto, segundo Buescher e Margaritis (2007), para as demais aplicagdes, a razao
entre as duas formas enantioméricas (D- e L-) é indiferente, o que simplifica

grandemente a produgao do y-PGA.

Figura 2.2 Modelo predito para o acido y-D-poliglutamico (y-D-PGA): hélice voltada no sentido anti-
horario estabilizada por pontes de hidrogénio intramoleculares. (a): vista superior, (b) vista lateral.
FONTE: Zanuy e Aleman (2001)
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2.1.2 Aplicagbes tecnoldgicas

Uma caracteristica importante do y-PGA que desperta muito interesse no
desenvolvimento de novas aplicacbes é sua biodegradabilidade. Segundo
Kunioka (2004), os polimeros biodegraddveis sdo Uteis principalmente para aquelas
aplicacdes onde os produtos plasticos convencionais sao impossiveis ou dificeis de
reciclar, como no caso de filmes protetores de sementes ou brotos vegetais, fraldas
descartdveis e embalagens de alimentos contaminadas. O mesmo autor cita o
nimero cada vez maior de polimeros absorvedores de agua utilizados em fraldas
descartaveis para bebés e idosos, enfatizando que neste caso, os polimeros

convencionais nao poderiam ser reciclados apds seu uso.

Para aplicacbes especificas nas areas médica, farmacéutica ou alimentar,
outras caracteristicas exibidas pelo y-PGA sdo desejadas, como a atoxidade, a
biocompatibilidade e a nao-imunogenicidade (MANOCHA; MARGARITIS, 2008). Em
fungdo das caracteristicas especiais do 7Y-PGA, diversas aplicagbes tém sido
desenvolvidas e encontram-se amplamente descritas na literatura. Neste item sao
apresentadas algumas dessas aplicagcdes, contudo uma maior quantidade de
exemplos pode ser encontrada em revisdes como aquelas realizadas por Buescher e
Margaritis (2007), Sung et al. (2005), Schallmey, Singh e Ward (2004), Oppermann-
Sanio e Steinblichel (2002) e Shih e Van (2001).

a) Tratamento de dguas — agente floculante

O uso do y-PGA no tratamento de aguas tem sido descrito por diversos
pesquisadores. Nestes estudos, um incremento da atividade floculante ocorreu
guando cations multivalentes, como Ca”, Fe** e AI**, foram adicionados ao sistema

(MAHMOUD, 2006; SHIH et al., 2001; YOKOI et al, 1996, 1995).
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A modificagdo na molécula de y-PGA também pode aumentar a atividade
desse polimero como agente floculante (KUNIOKA, 2004; TANIGUCHI et al.,
2005a,b,c). A partir do uso de reagentes indutores de ligacdes cruzadas (p. ex.
dihaloetanos) ou uso de radiagdo gama é possivel sintetizar hidrogéis de y-PGA com

maior atividade floculante (OPPERMANN-SANIO; STEINBUCHEL, 2002).

Um hidrogel de y-PGA obtido a partir de B. subtilis, modificado pela a¢do de
radiacdo gama e adicionado de cloreto de poli-aluminio (PAC) foi desenvolvido por
Kunioka (2004). Este hidrogel foi capaz de remover a turbidez de dguas quando
utilizado em concentragcbes da ordem de 2 mg/L. Taniguchi et al. (2005a) também
produziram um hidrogel de y-PGA modificado pela acdo de radiagdo gama,
produzindo um y-poliglutamico com ligagdes cruzadas (cross-linked poly-y-glutamic
acid ou C-L y-PGA). Esses autores também observaram um marcante aumento da

atividade floculante quando adicionaram PAC e cations trivalentes ao meio.

Taniguchi et al. (2005c) testaram a atividade floculante de um outro C-L y-PGA
(Yakult Pharmaceutical Ind.), através da medida da turbidez de suspensdes de
betonita e Escherichia coli. A adicdo de cloreto de poli-aluminio (PAC) ou a adicdo de
FeCl; ao C-L y-PGA mostraram-se eficazes na redugdo da turbidez em suspensdes de
betonita, enquanto para as suspensodes de E. coli, a adicao combinada de PAC e FeCl;
ao C-L y-PGA foi a que mostrou maior eficacia. A andlise elementar e a espectroscopia
de plasma mostraram que nao apenas o Fe** do FeCl; e 0 COO™ do C-L v-PGA
formaram um complexo, mas que também Fe,0; e Fe(OH); estariam incluidos neste
complexo. Este resultado sugere a possibilidade de utilizagdo do y-PGA para remogao

ions metalicos de dguas.

b) Alimentos

Segundo SUNG et al. (2005), as caracteristicas de multifuncionalidade,

biodegradabilidade, atoxicidade, biocompatibilidade e comestibilidade tém feito do
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v-PGA um dos biopolimeros promissores para o uso como ingrediente na industria de
alimentos e de cosméticos, bem como uso como alimento funcional, por exemplo,

como fator de prevencao da osteoporose quando associado ao ion Calcio.

Uma grande variedade de aplicagdes para o y-PGA e seus derivados tem sido
apresentada na area de alimentos e patentes japonesas e norte-americanas nesta
area sao citadas por Buescher e Margaritis (2007) e Shih e Van (2001). Em sucos e
bebidas, por exemplo, baixas concentra¢des de y-PGA tém melhorado o sabor e a
textura dos produtos (YAMANAKA, 1991). Em panificagdo, a adicdo de y-PGA tem
promovido melhoria na textura, retardado o envelhecimento e a perda de volume em

paes e massas (KONNO; TAGUCHI; YAMAGUCHI, 1989).

Mitsuiki et al. (1998) investigaram a atividade crioprotetora de 4cidos oligo e
poliglutamico de diferentes massas moleculares utilizando um calorimetro diferencial
de varredura (DSC). Os resultados mostraram que o y-PGA com massa molecular
abaixo de 20.000 Da tinha atividade crioproterora maior do que a glicose, que é
reconhecida como uma substancia altamente crioprotetora. Esses resultados
apontam para a aplicagao do y-PGA como agente crioprotetor em alimentos, enzimas

OuU microrganismos.

Sung et al. (2007) comprovaram a hipdtese de que as diferengcas na massa
molecular dos filamentos de y-PGA também poderiam influenciar de forma
diferenciada no controle da absorcdo intestinal de certos nutrientes. Park et al.
(2005b) reportaram um acréscimo da solubilidade do Ca** in vitro a medida que a
concentragao de y-PGA era acrescida, especialmente quando o polimero apresentava
massa molecular elevada. Os autores atribuiram esse resultado a inibicdo da
formagdo de um complexo insoltvel do Ca** com o fosfato. Sung et al. (2005)

realizaram estudos in vivo e observaram que quando o Ca’* era administrado com
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v-PGA, maior era a solubilidade do cation no intestino de ratos e que essa

solubilidade era maior a medida que aumentava a massa molecular do polimero.

Os resultados obtidos sobre a solubilidade do Ca®* em presenca de v-PGA
sugerem gue novos métodos para suplementacdao deste nutriente em alimentos e
bebidas poderiam ser utilizados. Em alimentos funcionais, sais de calcio do y-PGA
poderiam ser adicionados para aumentar a concentracdo de Ca’** nestes produtos,
gue poderiam ser administrados na prevencao da osteoporose (SUNG et al, 2005). De
fato, alimentos funcionais deste tipo ja existem no mercado japonés. A Ajinomoto Co.
oferece dois produtos funcionais a base de y-PGA e sais de calcio, o Calvital e o
Caltake (AJINOMOTO, 2006), enquanto que a Nippon Poly-glu Co. comercializa um

suplemento funcional de y-PGA com extrato de malte (NIPPON POLY-GLU, 2006).

¢) Outras aplicagoes

Existem diversas outras aplicagcdes para o y -PGA descritas na literatura.
Essa ampla gama de possibilidades é decorrente das caracteristicas especiais desse
biopolimero, que vem ao encontro da conscientizagdao crescente em relacdao ao

ambiente e da busca por materiais seguros ambientalmente (SUNG et al. 2005).

Além das aplicagdes do y-PGA ja mencionadas na area de alimentos e de
tratamento de aguas, pode-se citar seu uso como hidratante em cosméticos, como
gel super-absorvente em aplicagbes biomédicas e ambientais, fertilizante na
agricultura, material biodegradavel para embalagens, dispersante, imobilizante de
enzimas e agente seletivo em processos de separacao por membranas (BUESCHER,;

MARGARITIS, 2007; SHIH; VAN, 2001).

Ainda outras aplicacées bem especificas tém sido relatadas na drea médica,
como seu uso como veiculo para medicamentos, material para adesivos bioldgicos,

agente anti-tumoral, agente de contraste, terapia génica, vacinas e engenharia de
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tecidos (MANOCHA; MARGARITIS, 2008; BUESCHER; MARGARITIS, 2007; SHIH; VAN;
SHEN, 2004; HOSTEA; SCHACHTA; SEYMOURC, 2000).

2.2 Biosintese de acido y-poliglutamico

Enquanto o a-PGA pode ser facilmente obtido através da polimerizagao por
adicdo nucleofilica do N-carboxianidrido do 4acido L-glutamico (BUESCHER;
MARGARITIS, 2007), a sintese quimica do y-PGA é praticamente impossivel (SHIH;
VAN, 2001). No entanto, o y-PGA pode ser obtido através de cultivo microbiano,
sendo o Bacillus subtilis o microrganismo geralmente utilizado. O B. subtilis é o
microrganismo utilizado no Japao para a producdo do Natto, produto que possui
consisténcia mucilaginosa, decorrente de sua composicdao que é uma mistura de

v-PGA e levana (SHIH; VAN, 2001).

Além de linhagens do B. subtilis, também s3ao citadas como produtoras de
v-PGA, linhagens de Bacillus lichenifomis, Bacillus megaterium e Bacillus halodurans,
conforme revisado por Ashiuchi e Misono (2002), Oppermann-Sanio e Steinbtichel
(2002) e Shih e Van (2001). De acordo com Schallmey, Singh e Ward (2004), as
espécies do género Bacillus sdo microrganismos atrativos do ponto de vista industrial
por apresentarem altas taxas de crescimento que resultam em ciclos curtos de
fermentacdo, por serem capazes de secretar proteinas no meio extracelular e por
possuirem o status de GRAS (generally regarded as safe) para espécies como o B.

subtilis e o B. lichenifomis.
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2.2.1 A fungdo do acido y-poliglutdmico nas bactérias

O 7-PGA foi detectado pela primeira vez ha mais de 70 anos, como
componente da capsula celular do Bacillus anthracis®, (IVANOVICS; BRUCKNER, 1937
apud BUESCHER; MARGARITIS, 2007), sendo mais tarde também detectado em
outros Bacillus nao-patogénicos conforme reportado por Schallmey , Singh e
Ward (2004), Ashiuchi e Misono (2002), Oppermann-Sanio e Steinbiichel (2002) e
Shih e Van (2001). Ha registro anterior do isolamento de uma linhagem de um
Bacillus capaz de produzir grandes quantidades de y-PGA, presente na matriz viscosa
do Natto, tradicional alimento fermentado japonés a base de soja (SAWAMURA, 1913
apud OPPERMANN-SANIO; STEINBUCHEL, 2002).

Além da presenga do y-PGA em Bacillus, este polimero também pode ser
sintetizado por diversas outras bactérias (todas gram-positivas) e também por
algumas poucas arquebactérias e um eucarioto. Uma vez que o y-PGA apresenta
diferentes propriedades bioquimicas, este polimero pode desempenhar diferentes
funcdes, dependendo do organismo e do ambiente (BUESCHER; MARGARITIS, 2007;
CANDELA; FOUET; 2006).

Nas bactérias, o y-PGA pode permitir que esses microrganismos sobrevivam
em condicdes ambientais adversas ou pode estar envolvido na sua viruléncia
(CANDELA; FOUET, 2006). De acordo com Ashiuchi et al. (2001a), existe uma relagao

estreita entre a sintese do y-PGA e a esporulagao das bactérias.

> O Bacillus anthracis é o agente causador do antraz. O antraz é essencialmente uma doenca de
herbivoros, mas todos os mamiferos, incluindo humanos sao sensiveis. A doenca é iniciada pela
entrada de esporos do Bacillus anthracis no corpo do hospedeiro, que pode ocorrer através de um
simples arranhdo, através da picada de um inseto ou por ingestdo de carne contaminada ou
inalacdo de esporos. O antraz cutaneo é o mais comum, mais facilmente diagnosticado e mais
facilmente tratado. O antraz na forma gastrointestinal e pulmonar s3ao de mais dificil diagnostico e
tratamento e pode evoluir rapidamente a quadros fatais (MOCK; FOUET, 2001).
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Quando o y-PGA encontra-se associado (anchored y-PGA) a superficie da
bactéria, contribui como um fator de viruléncia, protegendo o patdégeno do sistema
imunoldgico do hospedeiro. Por outro lado, quando o polimero é liberado (released
7-PGA), pode ser considerado como um fator de persisténcia, pois garante a
sobrevivéncia da bactéria em um ambiente hostil. O y-PGA pode ser considerado
também como um composto de reserva para precursores de carbono e de nitrogénio

ou fonte de energia (SCHREIER, 1993 apud CANDELA; FOUET, 2006).

As bactérias do solo (a maioria pertencente ao género Bacillus) liberam o
v-PGA para sequestrar ions metalicos toxicos, aumentando dessa maneira sua
viabilidade em ambientes adversos (MCLEAN et al., 1990). No B. anthracis, a
viruléncia estd correlacionada com a presenca de cdpsula formada unicamente por
v-PGA (TOMCSIK; SZONGOTT, 1933 apud CANDELA; FOUET, 2006). O Staphylococcus
epidermis, que causa severa infeccdao apds penetrar a epiderme do corpo humano,
também sintetiza y-PGA, que permite que essa bactéria escape de fagocitose

(KOCIANOVA et al., 2005).

2.2.2 O mecanismo da sintese e degradagdo

A sintese do y-PGA é um processo associado a membrana celular e utiliza o
acido glutamico e o ATP como substratos. Esquematicamente, a reacdo pode ser
dividida em duas etapas: a sintese propriamente dita do y-PGA e o seu transporte
através da membrana celular (CANDELA; FOUET, 2006). Uma representacao
esquematica da biosintese do y-PGA é mostrada na Figura 2.3, sugerindo que o y-PGA
€ sintetizado por um complexo associado a membrana e posteriormente é
transportado para o meio extracelular podendo permanecer associado a membrana

(Figura 2.3a) ou ser liberado para o meio extracelular (Figura 2.3b).
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Figura 2.3 Representac¢do esquematica da biosintese de y-PGA. (a) O complexo enzimatico Cap é
responsavel pela sintese do y-PGA ancorado a membrana celular, como ocorre no caso do B.
anthracis. (b) O complexo enzimatico Pgs é responsavel pela sintese do y-PGA que é liberado

extracelularmente, como ocorre no caso do B. subtilis e do B. licheniformis.
FONTE: Adaptado de Candela e Fouet (2006)

Se o polimero estd associado a superficie da bactéria e forma uma capsula, o
complexo enzimatico correspondente é denominado Cap (cdpsula), enquanto que é
denominado de Pgs (poliglutamato-sintetase) se o y-PGA é liberado. CapB/PgsB e
CapC/PgsC estdo diretamente envolvidos na sintese, enquanto CapA/PgsA e
CapE/PgsE sdo requeridos para o transporte. No B. anthracis e provavelmente no
B. epidermis, o y-PGA encontra-se associado ao peptideoglicano via CapD localizado
na membrana ou na camada de peptideoglicano. No B. subtilis e no B. licheniformis, o
v-PGA encontra-se no meio extracelular, sendo a liberagdo do polimero

provavelmente facilitada pelo PgsS (CANDELA; FOUET, 2006).

Os mondmeros de 4acido glutamico incorporados ao y-PGA podem estar
presentes no meio ou podem ser sintetizados pelo microrganismo a partir de

precursores derivados do ciclo do acido citrico, conforme esquema apresentado na
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Figura 2.4 (BUESCHER; MARGARITIS, 2007; SHIH; VAN, 2001). O acido citrico e o 4cido
L-glutamico sao metabolizados até y-PGA por duas vias diferentes que podem

conduzir a um mesmo mondmero comum (CROMWICK; GROSS, 1995).

O complexo PgsBCA foi descrito em detalhes por Ashiuchi et al. (2004; 2001a).
Inicialmente o acido glutamico se liga a molécula de ATP, que é convertida a ADP
fornecendo energia para a polimerizagao. O complexo PgsBCA age como uma amida-
ligase, sendo que as subunidades PgsB e PgsC formam juntas um sitio catalitico e a
subunidade PgsA remove a cadeia do sitio ativo e permite que um novo monémero
seja adicionado. Segundo Ashiuchi et al. (2004), a presenca do cation Mg** é essencial
para a atividade do complexo PgsBCA e a presenca de Zn’" aumenta ainda mais essa
atividade; Fe?* e Ca®" s3o inibidores do complexo e Mn?** aparentemente nao exerce

influéncia.

meio de cultivo

. o)

! Y// B \_.v\:,;_/ CT‘PGA)
/ éC|d? citrico \\. &PGAP N
- e A
: ’ (yPGA )

f‘:‘m \\W/
RECINP-
\ ¥| LGIU |‘/

®

citoplasma

»») +PGA /
\“ e /’

Figura 2.4 Via proposta para a sintese do y-PGA em Bacilli
Na figura, TCA é o ciclo do acido citrico, o-KG é o a-cetoglutarato, L-GIn é L-glutamina, D-Glu é o
acido D-glutamico, L-Glu é o acido L-glutamico, GIr é a glutamato-isomerase, Pgs é o complexo
poliglutamato-sintetase e Ggt é a y-glutamil endopeptidase (ou CapD).
FONTE: Adaptado de Buescher e Margaritis (2007)
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De acordo com Ashiuchietal.(2004), o complexo PgsBCA utiliza
indistintamente acido D-glutamico e acido L-glutamico como substrato, com uma
ligeira preferéncia para o primeiro. Em B. subtilis, duas glutamato-isomerases foram
descritas: RacE (também chamada de GlIr) e a YrpC, de acordo com Kada et al. (2004).
Segundo Candela e Fouet (2006), cations divalentes podem influenciar a razao entre
os acidos D- e L-glutamico no y-PGA. Em B. licheniformis, Mn**, Co** e Zn** s30 os
cations que podem influenciar na propor¢ao entre os acidos D- e L-glutamico

(LEONARD; HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958).

Segundo Buescher e Margaritis (2007), existem duas enzimas que sdo capazes
de degradar o y-PGA (depolimerases) em Bacillus, a endo-y-glutamil-peptidase e a
exo-y-glutamil-peptidase. As endopeptidases atuam preferencialmente nas regides
internas da cadeia, entre as regides N- e C-terminal enquanto as exopeptidases
atuam somente nos finais das cadeias, liberando um Unico residuo de aminoacido ou

duas ou trés unidades.

Uma endo-y-glutamil-peptidase secretada no meio pelo B. subtilis e pelo B.
licheniformis é capaz de clivar moléculas de y-PGA de massa molecular elevada em
fragmentos menores (KING; BLACKER; BUGG, 2000; GOTO; KUNIOKA, 1992). No
B. anthracis, a exo-y-glutamil-peptidase (Ggt) é requerida para fixar covalentemente a
capsula de y-PGA ao peptideoglicano na superficie da célula (Candela e Fouet, 2005).
Linhagens de B. subtilis deficientes nesta exo-peptidase sdo incapazes de clivar o y-

PGA em fragmentos menores do que 10° Da ou esporular (KIMURA et al., 2004)

Tanto o B. anthracis quanto o B. subtilis degradam suas moléculas de y-PGA,
porém através de diferentes enzimas. No B. anthracis, o y-PGA é degradado em
fragmentos de 2-14 kDa, através da depolimerase CapD (MAKINO et al., 2002), uma
endopeptidase. No B. subtilis, o y-PGA é degradado durante a fase estaciondria por

uma Ggt, uma exopeptidase que possui uma potente atividade hidrolitica (y-glutamil-
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hidrolase) (KIMURA et al., 2004). Segundo Hirofuji (2004 apud Buescher e Margaritis,
2007), a agdo das enzimas degradadoras do y-PGA pode ser suprimida pela retirada

de glicose do meio, seguida pelo fornecimento de baixos niveis de glicose.

O y-PGA também pode ser degradado por exposi¢ao prolongada a valores
extremos de pH, altas temperaturas e ultrassom. Em temperaturas inferiores a 60 °C,

o polimero é estavel (OPPERMANN-SANIO; STEINBUCHEL, 2002).

2.2.3 Aspectos genéticos

Segundo Candela e Fouet (2006), somente um pequeno nimero de bactérias,
principalmente representantes do género Bacillus (B. subtilis, B. licheniformis, B
anthracis) possui os genes requeridos para a sintese do y-PGA. Na Figura 2.5, é
possivel observar a representacdo dos genes que codificam o complexo responsavel
pela sintese do y-PGA e que codificam a enzima envolvida na degradagdo do

polimero, em B. anthracis e em B. subtilis.

No B. anthracis, os genes capBCA sao responsaveis pela formacao da cdpsula e
pela sintese do y-PGA e sdo carreados pelo plasmideo pX02 (MAKINO et al., 1989;
GREEN et al., 1985). Em contraste, no B. subtilis TAM-4, no B. subtilis Natto ou no
B. subtilis IFO 3336 os genes pgsBCA responsaveis pela codificacdo genética para a
formagdo do y-PGA estdo presente no DNA cromossdmico (ASHIUSHI; MISONO, 2002;
ASHIUSHI; SODA; MISONO, 1999). No caso do B. subtilis, a expressdo de todos os
genes pgs (pgaB, pgaC e pgaA) é essencial para a sintese do y-PGA , assim como a
expressao dos genes cap (capB, capC e capA) é necessaria para a formagdo do y-PGA

no B. anthracis.

Embora, no B. anthracis os genes estejam codificados num plasmideo e no

caso do B. subtilis, no DNA do microrganismo; os genes pgsBCA e capBCA sao
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homodlogos. Sendo que essa homologia ndao esta relacionada apenas a seqliéncia
génica, mas também a forma como os genes estdo arranjados (BUESCHER;

MARGARITIS, 2007; ASHUISHI; MISONO, 2002).

capB capC capA ‘ dep

pesA ‘ ywiC  pgdS

Figura 2.5 Representacdo dos genes que codificam o complexo responsavel pela sintese e
degradacgdo do y-PGA. (a) plasmideo pOX2 envolvido no metabolismo capsular do B. anthracis: genes
capB, capC e capA codificam respectivamente as componentes CapB, CapC e CapA do complexo
envolvido na sintese do y-PGA; gene dep codifica a y-PGA-depolimerase.

(b) cromossomo do B. subtilis envolvido no metabolismo do y-PGA: genes pgsB, pgsC e pgsA
codificam respectivamente as componentes PgsB, PgsC e PgsA do complexo envolvido na sintese do
v-PGA; gene pgdS codifica a y-PGA-depolimerase; gene ywtC com funcionalidade ndo definida
(provavelmente codifica um pequena proteina para um sistema de atenuacdo do gene Pgds).
FONTE: Adaptado de Ashuishi e Misono (2002).

Os genes dep e pgdS sao responsaveis pela degradagao do y-PGA, codificando
depolimerases respectivamente no B. anthracis e no B. subtilis. Ambos os genes
localizam-se a jusante (dowstream) dos genes que codificam a sintese do y-PGA. O
gene ywtC ndo tem funcdo identificada, mas provavelmente seja responsavel pela
codificacdo de uma proteina envolvida na atenuacdo do gene pgdS (ASHIUSHI;

MISONO, 2002).
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2.3 Bioprocessos para obtenc¢ao de y-PGA

Conforme descrito anteriormente, varias espécies de Bacillus sdao capazes de
produzir y-PGA como um material viscoso extracelular ou como um componente
capsular. Estas linhagens sao muito Uteis em termos de aplicagdes industriais e tém

sido intensivamente estudadas (SHIH; VAN, 2001).

As linhagens de B. subtilis e o B. lichenifomis sao aquelas para as quais existe
um maior numero de trabalhos publicados em literatura. Nestes trabalhos, o
microrganismo utilizado foi isolado do solo ou de produtos alimenticios fermentados,
onde o y-PGA é um dos principais componentes (SOLIMAN; BEREKAA; ABDEL-
FATTAH, 2005; XU et al., 2005; ASHIUCHI et al., 2001a; YOKOI et al., 1995). Alguns
pesquisadores buscam linhagens reconhecidamente produtoras de y-PGA no acervo
de cole¢des internacionais (SHIH; VAN; CHANG, 2002; YOON et al., 2000; CROMWICK;
GROSS, 1995; BIRRER; CROMWICK; GROSS, 1994) ou ainda desenvolvem linhagens via
clonagem dos genes responsaveis pela sintese do y-PGA (JIANG et al.,, 2006;

ASHUICHI; SODA; MISONO, 1999).

Em alguns estudos, o principal objetivo é demonstrar a capacidade de uma
determinada linhagem em produzir o y-PGA e/ou caracterizar o polimero produzido.
Em outros trabalhos, os pesquisadores tém buscado investigar quais os parametros
nutricionais e de processo que mais influenciam na produg¢do do y-PGA, de forma a
buscar estratégias para aumentar o rendimento dos cultivos. Alguns trabalhos
realizam essa investigacao fazendo uso de uma abordagem estatistica um pouco mais
elaborada, como os trabalhos de Soliman, Berekaa e Abdel-Fattah (2005), Chen et al.
(2005b) e Shih, Van e Chang (2002). Estes autores empregam técnicas sistematicas de
planejamento experimental e avaliacdao estatistica dos resultados como estratégias
para a definicao de parametros significativos e para a otimizagao de meios de cultivo

e condi¢des de processo.
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O planejamento experimental baseado nos fundamentos estatisticos € uma
ferramenta poderosa para se chegar as condi¢gbes otimizadas de um processo,
desenvolver um produto dentro das especificagdes ou simplesmente avaliar os
efeitos ou impactos que os fatores tém sobre as respostas desejadas (RODRIGUES;

IEMMA, 2005).

2.3.1 Produgdo de »-PGA em cultivo submerso

Grande parte dos estudos referentes a produgdo de y-PGA sdo realizados em
cultivo submerso. Na Tabela 2.1 é apresentada uma amostragem de trabalhos
envolvendo o desenvolvimento de processos para a obtengdo de y-PGA em cultivos
deste tipo. No caso de cultivo submerso, o meio frequentemente utilizado para o
crescimento de Bacillus sp e para a produgao de y-PGA é o Caldo E, desenvolvido por
Leonard e colaboradores (LEONARD; HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958). A composi¢ao
do Caldo E compreende: acido L-glutdmico (20 g/l), acido citrico (12 g/l), glicerol
(80 g/1), NH,4CI (7 g/l), MgS0,4-7H,0 (0,5 g/l), FeCl;-6H,0 (0,04 g/lI), K,HPO, (0,5 g/l),
CaCl,-2H,0 (0,15 g/I) e MnSO,-H,0 (0,04 g/1). A concentra¢do de MnS0O,.H,0 pode

sofrer ligeiras variagdes de acordo com o estudo realizado.

Cromwick e Gross (1995) realizaram estudo avaliando o impacto da
concentracdo de Mn?* adicionado ao Caldo E, no cultivo de B. licheniformis. Os
autores evidenciaram a influéncia do cation Mn** na producao e na massa molecular
do y-PGA, na viabilidade celular e no consumo de acido glutamico, acido citrico e
glicerol. De acordo com este trabalho, uma produgdo de y-PGA superior a 17 g/L pode
ser obtida se a concentracdo de MnSO, oscilar entre 6,15 e 61,5 uM
(aproximadamente entre 0,001 e 0,01 g/L de MnSQ,), enquanto que as células tém
maior viabilidade quando o cultivo contém entre 615 e 33,8 uM (aproximadamente
entre 0,005 e 0,1 e g/L) de MnSO,. Os autores observaram que as maiores producdes

de y-PGA ocorreram justamente em concentragdes de MnSO, proximas do minimo
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. ~ . 2+ .
valor requerido para a manutencao celular, deste modo, sugeriram que o Mn“" seria
um nutriente limitante que promoveria uma condicdao de estresse, necessario para

uma elevada produgao de y-PGA.

A presenca de glicerol, acido citrico e acido L-glutamico no meio de cultivo é
favoravel ao crescimento do B. licheniformis CCRC 12826 e a produgdo de y-PGA,
apresentando efeito sinérgico na produc¢ao do polimero (DU et al., 2005; SHIH; VAN;
CHANG, 2002; SHIH et al.,, 2001). Isso ocorre porque o acido citrico e o 4acido
glutamico sdo precursores do y-PGA (CROMWICK; GROSS, 1995) enquanto o glicerol

age como um co-substrato (DU et al., 2005).

A adicao de glicerol ao meio de cultivo também resulta num aumento da
composicao celular de acidos graxos insaturados e na diminui¢cdo da concentracao de
acidos graxos saturados, provocando um aumento da permeabilidade da membrana
celular, propiciando uma maior liberagao de y-PGA para o meio extracelular. Esse
efeito foi pronunciado para o B. licheniformis VBL-3, no entanto bem menos
expressivo para o B. subtilis CGMCC 0833 (WU et al., 2008; DU et al., 2005). Segundo
Wu et al. (2008), essa diferenca é atribuida a diversidade das linhagens utilizadas. No
mesmo trabalho, os autores obtiveram maiores produgbdes de y-PGA quando

tensoativos (Tween 80 e DMSO) foram adicionados ao meio, ao invés de glicerol.

Shih, Van e Chang (2002), utilizando como base o Caldo E, variaram a
concentracao de acido L-glutamico, glicerol, acido citrico e pH inicial, demonstrando
gue apenas os trés primeiros fatores eram significativos. Os autores chegaram a um
meio otimizado, no qual foi possivel obter uma produgdo de 19,8 g/L de y-PGA ao

final de 96 horas de cultivo em shaker a 37 °C e 150 rpm.
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Tabela 2.1 Produgdo de y-PGA em cultivo submerso

Microrganismo Origem do Constituintes do Meio Pro,d ugao Pr_OdUt" .
Linhagem Microrganismo de Cultivo Maxima vudadi Referéncia
(8/L)* (g/Lh)
Bacillus subtilis Isolada de solo Glicose, acido glutamico, 34,4 0,708 Wu et al.
CGMCC 0833 (NH4),S0, MgS0, MnSO,, (2008)
K,HPO, e Tween 80 ou
DMSO®
Escherichia coli Clonagem dos Caldo R/2¥ adicionado de 3,74 0,107 Jiang et al.
(geneticamente genes pgsBCAdo  4cido L-glutamico glicose e (2006)
modificado) B.subtilis subsp. IPTG"
chungkookjang
Bacillus Isolado a partir de Meio similar ao Caldo E 33,5 n.c. Soliman,
licheniformis residuos de um sem dcido L-glutamico e Berekaa e
curtume com caseina, (NH,),S04 e Abdel-Fattah
NH,CI (2005)
Bacillus subtilis Institute for Meio similar ao Caldo E, 23 0,767 Richard e
IFO 3336 Fermentation, com 20 g/L de glicerol Margaritis
Osaka (2003a)
Bacillus Culture Collection Caldo E modificado* 19,8 0,206 Shih, Van e
licheniformis and Research Chang (2002)
CCRC 12826 Center - Taiwan
Bacillus subtilis Isolado de pasta Sacarose, NaCl, (NH4),S0,, 13,5 0,113 Ashuichi et al.
subsp. de soja MgSO,4, Na,HPO, e KH,PO, (2001a)
chungkookjang fermentada
Bacillus American Type Caldo E 17,6 ! 0,293 Yoon et al.
licheniformis Culture Collection 23,22 0,829 (2000)
ATCC 9945A 35,0° 1,11
Escherichia coli Clonagem dos acido L-glutamico, MgSO,, 0,024 0,0009 Ashuichi, Soda
(geneticamente genes pgsBCA do MnSO,4, NaCl, vitaminas, e Misono
modificado) B. subtilis IFO antibidticos e IPTG* (1999)
3336
Bacillus American Type Caldo E com 18 0,15 Cromwick e
licheniformis Culture Collection  concentragGes variaveis de Gross (1995)
ATCC 9945A MnSO,

* Produgdo Méxima: mdaximo valor obtido no cultivo do y-PGA

* Produtividade (Pdd): calculada a partir dos valores referidos pelos autores da maxima produgdo de y-PGA (P)
e do tempo de cultivo para obtencio dessa producdo (t), definida como Pdd = P/t ( SCHMIDELL et al., 2001)

% Twenn 80 e DMSO: tensoativos
¥ Caldo R/2: meio mineral (JIANG et al., 2006)
fIPTG: Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

* Meio otimizado a partir de planejamento experimental e avaliacdo estatistica.

1,23

e biorreator com agitacdo e aerag¢dao operando em batelada alimentada.

Cultivos realizados respectivamente em shaker; biorreator com agitagdo e aeragdo operando em batelada

n.c.: ndo calculado (os autores ndo informaram o tempo de cultivo para obtengdo da produgdo de y-PGA)
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Em cultivo submerso, o meio de uma bactéria produtora de y-PGA torna-se
altamente viscoso a medida que aumenta a concentracao do polimero, sendo a
maxima viscosidade observada em condi¢des de pH neutro (CROMWICK; BIRRER,;
GROSS, 1996). O aumento da viscosidade do meio provoca uma diminui¢gao na
transferéncia de oxigénio, limitando o crescimento celular e diminuindo a
rendimento de y-PGA (OGAWA et al., 1997). Segundo Yoon et al. (2000), ndo foi
possivel aumentar a concentragdo de y-PGA no meio de cultivo para valores
superiores a 35 g/L, em decorréncia do aumento na viscosidade do meio de cultivo.
Essa constatagao foi feita mesmo sendo o experimento conduzido em um biorreator
provido de agitador mecanico (1000 rpm) e aeracdo forcada. Os mesmos autores
sugerem que outro tipo de biorreator, como um de membranas, seja utilizado como

forma de superar o problema.

Para a aplicagdao comercial do y-PGA, é necessario também estudar formas
para melhorar a produtividade do processo em escala industrial. Yoon et al. (2000)
demonstraram que é possivel aumentar a produtividade de y-PGA num cultivo de B.
lichenifoirmis ATCC 9945, operando em batelada alimentada. Os autores utilizaram
um biorreator de 2,5 L, no qual foram colocados 950 mL de Caldo E (pH 6,5). As
células foram cultivadas a 37 °C, pH 6,5, agitacdo de 1000 rpm, suprimento de 2 vvm
de ar (40% de oxigénio dissolvido) ou oxigénio puro. Quando pulsos de 0,2 mL/min
(1,44 g/h de acido citrico e 2,4 g/h de acido L-glutdmico) foram adicionados apds
deplecdo do acido citrico, foram obtidas uma concentracdo maxima de 35 g/L de
v-PGA e uma produtividade de 1,11 g/L.h, valores sensivelmente superiores a

operacdo do biorreator em batelada e ao cultivo em skaker (Tabela 2.1).

Existem relatos da produgdo industrial do y-PGA que datam da década de 90
(SHIH; VAN, 2001). Segundo os autores, o y-PGA era produzido em cultivo submerso
pela companhia japonesa Meiji Seika Kaisha Co., utilizando o B. subtilis F-02-1. Este

microrganismo foi isolado inicialmente de uma amostra de solo coletada na
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Universidade de Osaka (KUBOTA et al., 1993) e era capaz de produzir 50 g/L de PGA
em escala laboratorial, sob condi¢cdes 6timas de cultivo. Em trabalho publicado,
Tanaka et al. (1997) revelaram alguns detalhes do processo industrial empregado
pela Meiji Seika Kaisha. O cultivo era conduzido por 6 dias a 37 °C e pH 7,5 e utilizava
um volume de 5.10° m® de meio, constituido por 10% de glicose, 8% de acido

L-glutamico, 0,7% de peptona, 0,68% de uréia, 0,5% de NaNO3 e 0,24% de KH,P0,.

Outras companhias que produzem comercialmente o acido y-poliglutamico sao
a Ajinomoto Co., a Nippon Poly-glu Co. e a Natto Biosciences, todas localizadas no
continente asiatico. A Ajinomoto Co., nitidamente com foco em alimentos para a
saude, oferece dois produtos funcionais a base de PGA e sais de cdlcio (AJINOMOTO,
2006). A Nippon Poly-glu Co. comercializa produtos para tratamento de aguas e
suplementos funcionais a base de y-PGA (NIPPON POLY-GLU, 2006). A Natto
Biosciences produz o y-PGA e derivados como insumos para fins variados, em
aplicacdes que podem ser desenvolvidas em conjunto com o cliente (NATTO

BIOSCIENCES, 2008).

2.3.2 Produgdo -PGA em cultivo de estado sdlido

A limitagao da produgdo do y-PGA em decorréncia do aumento de viscosidade
dos meios de cultivo liquidos e também a busca de substratos de mais baixo custo,
tém levado ao desenvolvimento de processos de cultivo em estado sélido (CES). No
entanto, relatos sobre a produgdo de y-PGA em CES sdao bem menos frequentes que
aqueles em cultivo submerso, podendo ser citados os trabalhos de Oh et al. (2007),

Xu, Chen e Yu (2005), Chen et al. (2005a), Chen et al. (2005b).

Oh et al. (2007) estudaram a produgao de y-PGA sobre o residuo sélido gerado
da obten¢ao do extrato aquoso de soja, conhecido popularmente como “leite de

soja” (soybean milk cake — SMC). O SMC (74,1% de umidade) foi suplementado com
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farinha de soja desengordurada e acido glutamico e foram testadas duas linhagens
neste estudo, B. subtilis GT-D e B. subtilis KU-A. Os autores obtiveram uma produc¢ao

de 62,4 g/kg (b.u.) de y-PGA apds 24 horas a 42 °C, utilizando o B. subtilis KU-A.

Xu, Chen e Yu (2005) avaliaram a utilizacdo de diversos residuos
agroindustriais como substratos para a obteng¢ao de y-PGA em CES. Os autores
obtiveram uma produgdo de 83,61 g/kg (b.s.) e uma produtividade de 1,99 g/kg.h,
guando otimizaram um meio constituido de uma mistura de farinha de torta de soja
e fibra de trigo numa propor¢ao de 11:9, suplementada com acido glutamico, acido
citrico e NH4NO;. Neste trabalho, foi utilizada uma nova linhagem (B. subtilis
CCTCC202048) isolada pelo grupo de pesquisadores a partir de amostras de solo,
sendo o experimento conduzido de forma estatica em frascos de 250 mL com 20 g de

meio, a 40 °C por 42 h,

Cultivos de estado soélido (CES) de B. subtilis CCTCC202048, utilizando estrume
animal como substrato foram empregados por Chen e colaboradores para a obtencgao
de y-PGA. Em dois trabalhos, foi utilizado o planejamento experimental de forma a
otimizar o meio de cultivo que foi constituido de residuos agroindustriais, acido

citrico, acido glutamico e MnSO, (CHEN el al., 2005a; 2005b).

O meio otimizado contendo estrume bovino, farelo de trigo, torta de soja e
acido glutamico produziu em média 47,2 g de y-PGA por kg de substrato, em base
seca (1,12 g/kg.h) (CHEN et al.,2005a). Ja para o meio otimizado no segundo trabalho
(CHEN et al., 2005b), composto por estrume suino, torta de soja, farelo de trigo,
acido glutamico, acido citrico e MnSO,, foi possivel obter uma produgdao média de y-
PGA de 60 g/kg substrato, b.s. (1,25 g/kg.h). Em Chen et al. (2005b), os parametros
de processo também foram otimizados, obtendo-se como condi¢gdes dtimas uma
guantidade de substrato de 15 g, 60% de umidade do meio de cultivo, pH inicial 9,0,
4% de inoculo; 48 h de cultivo e 37 °C.
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O cultivo de estado sdélido é frequentemente mais simples e necessita de
menores requisitos energéticos do que o cultivo submerso, principalmente porque o
volume de cultivo é geralmente menor, reduzindo o tamanho do reator e
consequentemente da unidade de purificacdo. No entanto, ha desvantagens neste
tipo de cultivo, como dificuldades de transporte de massa e de calor através do meio,
sobretudo em reatores de grande porte. Além disso, a caréncia de sensores e de
técnicas eficientes especificas para o CES torna complicado o controle do processo,
principalmente em operagdes continuas (RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH,
2003).

2.4 Recuperagao e quantificagao do y-PGA

Uma vez que a maioria dos Bacillus produz o y-PGA extracelularmente, a
purificacdo deste polimero pode ser considerada relativamente simples (SHIH; VAN,
2001). Segundo Buescher e Margaitis (2007), existem basicamente trés diferentes
abordagens para a recuperagao do y-PGA a partir do meio de cultivo: precipitagao
através da formacdao de um complexo, precipitacao através da reducao da atividade
de agua e separacdo por diferenca de tamanho (filtracdo). Segundo os mesmos
autores, em todos 0s casos, é preciso previamente remover as células por

centrifugacdo ou filtragdo através de membranas de 0,45 um.

A precipitagdao do y-PGA através da redugao da atividade de dgua é conseguida
mais comumente através da adicdo de etanol ou de outro alcool como metanol ou
1-propanol (SHIH; VAN, 2001), seguindo de modo geral o procedimento proposto por
Goto e Kunioka (1992). Este procedimento consiste em adicionar uma quantidade
suficiente de alcool de forma a provocar a precipitagao do y-PGA, que é separado por

centrifugacao, sendo o precipitado re-dissolvido em agua destilada.
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Segundo Buescher e Margaritis (2007), o método de precipitacdo com dlcool é
pouco seletivo, uma vez que proteinas e polissacarideos podem ser precipitados
juntamente com o y-PGA. Deste modo, o precipitado re-dissolvido em agua destilada
deve ser submetido a andlises posteriores para quantificacdo ou caracterizacao do
polimero, sendo realizadas geralmente através de cromatografia de camada delgada
(TLC), cromatografia de permeacdo em gel (GPC) e cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC).

Originalmente, a concentragao de y-PGA era determinada a partir da hidrdlise
do polimero em presenca de HCl sob altas temperaturas, seguida da medida da
concentracdao de acido glutamico via HPLC (BUESCHER; MARGARITIS, 2007).
Ultimamente, alguns autores tém utilizado a determinagdo direta do y-PGA sem a
necessidade de hidrdlise, a partir do uso de colunas cromatograficas especificas para
polimeros de elevada massa molecular, como as utilizadas por Chen et al. (2005a),

Xu, Chen e Yu (2005) e Do, Chang e Lee (2001).

Park et al. (2005a) utilizaram um método que é a combinacdo da medida da
concentracao em acido glutamico apods a hidrolise e a quantificacdo do grupo amino
livre do y-PGA. A partir do conhecimento desses valores é possivel estimar a massa

molecular média do polimero e a sua concentracao.

Do, Chang e Lee (2001) propuseram uma estratégia para melhorar a separacao
e a recuperagao do y-PGA a partir de caldos de cultivo altamente viscosos. Segundo
os autores, o y-PGA secretado pelas células forma cdpsulas durante o cultivo e é
excretado no meio de cultivo, tornando o meio altamente viscoso. Além disso, as
células envoltas em y-PGA possuem cargas negativas em pH neutro por causa da

ionizagao dos grupos carboxil da molécula.
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A alta viscosidade do meio e a alta estabilidade das células representam os
maiores problemas na separagdo da biomassa e do y-PGA a partir do meio de cultura.
Entretanto, é possivel reduzir a estabilidade das células e a viscosidade do meio para
uma eficiente separagao do y-PGA. Além da utilizagao da ultrafiltragdao, Do, Chang e
Lee (2001) propdem a reducao do valor de pH para valores préximos a 3, de forma a
diminuir a viscosidade do meio e a carga das células e, consequentemente tornar

mais facil a separacao da biomassa a partir do caldo de cultivo.

Como mencionado, o y-PGA também pode ser recuperado a partir do meio de
cultivo (livre de células) através da formacdo de complexo e posterior precipitacdo e
separagao por centrifugagao. O y-PGA pode formar complexos com cu®, AP, cr*e
Fe**, sendo o Cu®" mais eficiente. Apds formacdo e separacdo do complexo, o
precipitado pode ser re-dissolvido com a adicao de HCI 1,5 M (BOVARNICK, 1942;
MCLEAN et al., 1990).

Kanno e Takamatsu (1995) propuseram um método alternativo para a
quantificagdo de y-PGA em Natto, que também foi utilizado por Kada et al. (2004)
para a quantificacdo do polimero produzido em cultivo submerso por B. subtilis. A
metodologia consiste basicamente de trés etapas. Na primeira etapa, é adicionada
uma solucao de acido tricloroacético aos graos de soja fermentada (Natto) ou ao
caldo de cultivo, sendo a mistura agitada por 30 min a 50 °C para extra¢do do y-PGA e
para a precipitacdo de células microbianas e proteinas em pH 3,0. A seguir, os graos
sdo separados (no caso do Natto) e o restante do extrato é submetido a
centrifugacdao. Na segunda etapa, o sobrenadante da centrifugacdo tem o pH
ajustado a 7,0 e sdo realizadas duas precipitagdes sucessivas com etanol absoluto,
sendo o precipitado separado por centrifugacdo. Na ultima etapa, o precipitado é
suspenso em solugdo tampao pH 7,0, sendo o y-PGA, contido na solugdo, submetido a
reacdo de complexacdo com Brometo de Cetiltrimetilaménio (CET). O complexo

formado provoca uma turvagao do meio, que é proporcional a concentracao de
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v-PGA presente, sendo possivel a quantificagdo desse composto via
espectrofotometria a 400nm, mediante utilizacdo de um padrdo analitico (KANNO;

TAKAMATSU, 1995).

2.5 Transferéncia de oxigénio em cultivo submerso para producao

de biopolimeros

Em qualquer mistura onde ocorra um gradiente de concentragdo de uma
espécie quimica havera potencial motriz para a transferéncia de massa dessa espécie.
Em particular, em bioprocessos ha variais situacdes onde as concentracdes dos
componentes nao sao uniformes ocasionando a transferéncia de massa das regides
de alta concentracdo para outras onde a concentracdio é menor. Um exemplo
importante deste tipo de transporte é a transferéncia de oxigénio que ocorre em

cultivos aerdbios (DORAN, 1995).

Em processos aerdbios, o dimensionamento adequado do sistema de aeracao
e agitacao interfere no transporte do oxigénio da fase gasosa para a fase liquida e
condiciona a proliferacdo de biomassa microbiana e a obtencdo de elevadas
concentracées de produto (SHMIDELL et al.,2001). Em cultivos para a obtencdo de
biopolimeros, o caldo de cultura tende a tornar-se mais viscoso a medida que o
cultivo evolui, de modo que uma diminuicdao na transferéncia de massa pode

conduzir a limitacao no suprimento de oxigénio (CROMWICK; BIRRER; GROSS, 1996).

2.5.1 Respiragdo microbiana e transferéncia de oxigénio

Do ponto de vista bioquimico, o oxigénio é o ultimo aceptor de elétrons, ao
final da cadeia respiratdria, sendo entao reduzido a agua, permitindo a reoxidagao

das coenzimas das reacOes de desidrogenacdo ao longo da glicélise e do ciclo do
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acido citrico, além de permitir o armazenamento de energia na forma de ATP
(SHIMIDELL, et al. 2001). Deste modo, o oxigénio exerce papel importante na

proliferacdo da biomassa microbiana e consequentemente na geracdo de produtos.

A taxa na qual o oxigénio é consumido pelas células microbianas determina a taxa
na qual esse gdas deve ser transferido ao sistema. Muitos fatores influenciam a demanda
de oxigénio pelo meio de cultivo; sendo os mais importantes a espécie e a fase de
crescimento do microrganismo e a natureza da fonte de carbono no meio. No meio de
cultura, a taxa de consumo de oxigénio também varia com o tempo em decorréncia da
variacdo na concentracao de células e da variacdo da velocidade especifica de consumo
oxigénio. Tipicamente a demanda especifica de oxigénio passa por um periodo maximo

no inicio fase exponencial (RICHARD; MARGARITIS, 2003b; DORAN, 1995).

Conforme descrito por varios autores, a velocidade especifica de consumo de
oxigénio ou velocidade especifica de respiracdo, Qq,, pode ser definida como:

1
Q02 = Y OUR

Equacdo 2.1

onde X (g/m?) é a concentracio de biomassa e OUR (g/m>.h) é a taxa global de

consumo de oxigénio (oxigen uptake rate).

Para a manutencdo da atividade metabdlica em cultivos aerdbios, é necessario
o transporte de oxigénio a partir da fase gasosa para o liquido e do oxigénio
dissolvido no liquido para as células onde sera consumido. As moléculas de oxigénio
devem superar, portanto, uma série de resisténcias de transporte antes de serem
utilizadas pelas células. A importancia relativa das diferentes resisténcias a
transferéncia de massa depende da composicdo e propriedades reoldgicas do meio

de cultivo, da intensidade de mistura, do tamanho das bolhas de gds, do tamanho dos
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aglomerados de células e de caracteristicas de adsorc¢ao interfacial entre outros

fatores (SHMIDELL et al., 2001; DORAN, 1995).

Quando as células se encontram dispersas num caldo de cultivo bem
misturado, a maior resisténcia a transferéncia de oxigénio é representada pelo filme
liqguido ao redor das bolhas de gds. Este filme torna-se a resisténcia limitante do

processo e controla a taxa de transferéncia de massa global (DORAN, 1995).

A teoria das peliculas estagnadas é uma das teorias mais utilizadas para o
equacionamento da transferéncia de oxigénio entre as fases gasosa e liquida (DOBLE;
KRUTHIVENTI; GAIKAR, 2004; SHMIDELL et al., 2001). De acordo com essa teoria, em
uma bolha de ar suspensa num meio liquido existira uma pelicula gasosa estagnada
entre o seio gasoso e a interface gas-liquido na bolha e da mesma forma havera uma
pelicula de liquido estagnada ao redor da bolha. O transporte de massa através
dessas peliculas é difusional e segue a Lei de Fick, existindo dois coeficientes de
transferéncia de massa associados, k; (coeficiente de transferéncia da pelicula

gasosa) e k; (coeficiente de transferéncia da pelicula liquida).

De acordo com a teoria das peliculas estagnadas, a resisténcia da interface
gas-liquido a transferéncia de massa é assumida como desprezivel. Segundo Doble,
Kruthiventi e Gaikar (2004), essa consideracdo é um pouco limitada quando se
consideram caldos de cultivo com proteinas ou outros compostos tensoativos. Nestes
casos, a resisténcia interfacial pode ser significativa e comparavel a resisténcia da
pelicula, fazendo o coeficiente de transferéncia de massa ser dependente da
composicdao do meio de cultivo. De fato, segundo Shmidell et al. (2001), ndo ha
condi¢cOes de se conhecer os valores relativos a interface gas-liquido, podendo-se
determinar apenas as concentragdes no seio do gas e do liquido. Assim pode-se
trabalhar com um coeficiente global de transferéncia de oxigénio, considerando

ainda desprezivel a resisténcia devido a pelicula gasosa. Assim, a taxa volumétrica de
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transferéncia de oxigénio, OTR (oxygen transport rate) (g/m>.h), pode ser

determinada pela
OTR =k, a(C, -C) Equagdo 2.2

onde k a é o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, C (g/m3) é
a concentracao do oxigénio dissolvido no liquido em equilibrio com a fase gasosa
(solubilidade do oxigénio no caldo de cultivo) e C (g/mg) € a concentracdao de

oxigénio no seio do liquido.

De acordo com Bandaiphet e Prasertsan (2006), a taxa de transferéncia de
oxigénio pode ser afetada pela geometria e por demais caracteristicas dos vasos,
pelas propriedades do caldo de cultivo (viscosidade, tensdo superficial, etc.), pela
energia dissipada pelo fluido, pelas propriedades de biocatalise, pela concentracao e
morfologia dos microrganismos. De acordo com os mesmos autores, a taxa de

consumo de oxigénio também pode ser limitada pela viscosidade o meio de cultivo.

Durante o cultivo, ocorre a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a
fase liquida, enquanto que, os microrganismos consomem o oxigénio suprido pelo
sistema. O balango entre o oxigénio transferido (OTR) e o oxigénio consumido (OUR)
pode ser equacionado a partir das Equacdes 2.1 e 2.2, conforme segue:

dC ~
E=0TR—OUR =k, a(C, -C)-Q,, X Equagdo 2.3
No estado estacionario, a taxa de transferéncia de oxigénio a partir das bolhas

de gds deve ser igual a taxa de consumo de oxigénio pelas células, assim, obtém-se:

k a(C, —C):QOZX Equagdo 2.4
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O k,a é um parametro utilizado para comparar a capacidade de transferéncia
de oxigénio em biorreatores ou num mesmo biorreator com diferentes dispositivos
de mistura. Se o ki a para um determinado sistema é pequeno, a capacidade do
reator para fornecer oxigénio as células é limitada. O k a também pode ser utilizado
com um critério para o escalonamento de processos (BANDAIPHET; PRASERTSAN,
2006; DORAN, 1995)

2.5.2 Aerag¢do e agitagdo em cultivo submerso para produgcdo de

biopolimeros

Existem diversas maneiras de transferir oxigénio para os meios de cultivo,
sendo que aquela que combina um sistema de aeracao com um sistema de agitacdo a
opc¢ao mais utilizada industrialmente. O biorreator do tipo tanque agitado padrao
apresenta altura de liquido igual ao diametro do tanque, sendo agitado por um
impelidor tipo turbina com 6 pas planas, apresentando um didmetro igual a 1/3 do
diametro do tanque (SCHMIDELL et al.,, 2001). Neste tipo de reator, o oxigénio é
suprido ao meio através de um aerador que dispersa bolhas de ar sob o impelidor. A

acao do impelidor provoca a dispersao do gds através do vaso (DORAN, 1995).

Segundo Oldshue (1997), a mistura do fluido é de fundamental importancia em
bioprocessos, sendo que em cultivos aerdbios essa é uma operacgao critica, pois dela
depende em grande parte a transferéncia de oxigénio. Para Richard e Margaritis (2002),
a agitacdo e a aeracdo sao fatores importantes em processos aerdbios e tém um efeito

ainda mais relevante em bioprocessos que envolvem a producado de biopolimeros.

Quando o ar é disperso através do meio liquido, diferentes padrdes de fluxo
das bolhas de ar podem ocorrer. Se a velocidade do agitador é baixa e a taxa de
alimentacdo do ar é alta, o gas envolve o impelidor sem ocorrer a dispersdo das

bolhas, formando um fluxo de ar ao longo do eixo do agitador. A medida que a
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velocidade do impelidor aumenta, o gas é capturado sob as pas do agitador e é
disperso adequadamente através do meio liquido. Em condicdes tipicas de operacgao,
o aumento da velocidade de agitacdo eleva o valor do k a. Por outro lado, exceto
para taxas de aeracao muito baixas, o aumento do fluxo de gas exerce menor

influencia sobre o k .a (DORAN, 1995).

Segundo Richard e Margaritis (2002), em sistemas nao-newtonianos
pseudoplasticos, como nos cultivos para a producao de biopolimeros, a agitacao é
mais significativa para a transferéncia de oxigénio do que a aerac¢ao. Isso ocorre pois
em fluidos pseudopldticos, o aumento da velocidade de agitacdo (aumento da tensao

de cisalhamento) contribui para a reduc¢ao da viscosidade aparente do meio.

2.5.3 Determinagdo do k a e Qo»

Existem muitos métodos para a determinacao do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (k a) que sdo descritos na literatura. O método dinamico é
o mais amplamente utilizado tanto para medir o kia quanto o Qp, (BORGES et al.,

2008; BANDAIPHET; PRASERTSAN, 2006; RICHARD; MARGARITIS, 2003b)

O método dindmico estd baseado no balanco de massa para o oxigénio em
estado transiente (Equacao 2.3). Neste método um sensor de oxigénio dissolvido é
empregado de forma a monitorar a variacao na concentracao do oxigénio durante o
procedimento de medida. Um grafico representativo da variacdo da concentragao de

oxigénio dissolvido durante o método dinamico é mostrado na Figura 2.6.
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Figura 2.6 Variacdo da concentragdo de oxigénio dissolvido durante a medida de k @ e Qg pelo
método dinamico.
FONTE: Adaptado de Doran (1995).

Para a determinacdo taxa de oxigénio consumido (OUR), o fluxo de ar é
interrompido (OTR=0) fazendo com que o oxigénio dissolvido (OD) decaia nesse
periodo, sendo essa variacao igual a OUR, conforme a Equacdo 2.3, e determinada
pela inclinagdo no grafico OD x tempo. A taxa especifica de consumo de oxigénio Qq;
é calculada através da Equacao 2.1, conhecendo-se a concentracdo da biomassa
microbiana neste momento (BANDAIPHET; PRASERTSAN, 2006; DORAN, 1995).
Schmidell et al. (2001) recomenda que além de se interromper o fluxo de oxigénio
também se reduza a freqliéncia de agitacdo, a fim de reduzir ao maximo a

transferéncia de oxigénio durante a medida.

Para a determinacdo da taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) e do
coeficiente volumétrico de transferéncia (kia), o fluxo de ar é restabelecido,
causando o aumento na concentragao do oxigénio dissolvido. Nessa etapa de re-

oxigenacao, o sistema esta em estado transiente e segue a Equagao 2.3. No entanto,
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guando a concentracdao de oxigénio dissolvido alcanca novamente o valor
estacionario de C (Figura 2.6), considera-se que a concentracio de oxigénio
dissolvido ndo varia com o tempo (pelo menos num breve espaco de tempo), assim
dC/dt = 0 e a Equagdo 2.3 converte-se na Equac¢do 2.4. Substituindo-se a Equacgdo
2.4 na Equagao 2.3, obtém-se a Equagao 2.5 (SHIMIDELL et al., 2001; DORAN, 1995).
dC —
' = kLa(C — C) Equacgdo 2.5
Assumindo que k a é constante com o tempo, a Equacdo 2.5 é integrada entre
os intervalos de tempo t; e t,, resultando na Equacdo 2.6, que pode ser utilizada para
estimar o k .a mediante grafico representado pela Figura 2.7 (DORAN, 1995). O valor

de k a sera tanto mais acurado quantos mais intervalos (t, —t;) forem considerados.

c-c
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Figura 2.7 Determinacdo do k a pelo método dindmico.
FONTE: Adaptado de Doran (1995).



Capitulo 3

Metodologia

A etapa experimental deste trabalho foi realizada principalmente no Laboratdrio de
Biotecnologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Todas as metodologias empregadas foram fundamentadas na

pesquisa bibliografica das bases referenciais internacionais.

3.1 Microrganismos

3.1.1 Colegdo de culturas de isolados da regido amazénica

As linhagens utilizadas neste trabalho integram as cole¢des de microrganismos do
Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Uma colecao de 87 linhagens oriundas de
ambiente amazonico (solo, dgua e animais) isoladas pelo professor Spartaco Astolfi-Filho
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Amazonas, foram pré-
testadas para a producdo de biopolimeros. Seis destas linhagens, BL15, BL16, BL32, BL53,
BL62 e BL74, que produziram caldos de cultura altamente viscosos foram escolhidas para

avaliagdo da habilidade em produzir o acido y-poliglutamico.
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3.1.2 Isolados de Natto

Linhagens foram isoladas a partir de Natto comercial. Os produtos foram
adquiridos no comércio especializado da cidade de Porto Alegre, sendo um produzido no

estado de Sao Paulo e o outro importado do Japao.

Uma pequena quantidade de Natto foi suspensa em 100 mL de solugao salina
estéril e foi submetida agitacdo lenta por 20 min, a temperatura ambiente. A suspensao foi
inoculada por esgotamento em placas com agar Luria Bertani (LB) e em placas com meio
de isolamento descrito por Xu, Chen e Yu (2005) constituido por: 5 g/L extrato de levedura;
5 g/L acido L-glutamico, 1 g/L glicose, 0,5 g/L KH,PO,, 0,1 g/L MgS0O, e 15 g/L agar, pH =
7,0. As placas foram incubadas a 37 °C por 12 h. As coldnias altamente mucdides foram
selecionadas e repicadas para tubos com agar LB inclinado. Apds crescimento, os tubos

foram conservados sob refrigeracao.

3.1.3 Manutengdo e reativagdo das culturas

As culturas microbianas foram mantidas em glicerol a -18 °C, sendo reativadas duas
vezes em caldo Luria Bertani — LB, em agitador orbital (shaker) a 180 rpm e 37 °C.
Posteriormente uma alcada foi inoculada em dagar LB, utilizando a técnica de semeadura
em estrias (esgotamento) para obtencdo de col6nias isoladas. Colonias isoladas foram

repicadas para tubos com agar inclinado (LB) e mantidas sob refrigeracdo até o uso.

3.2 Meios de cultivo

Nos cultivos submersos foram utilizados o Caldo Luria Bertani (LB) e o Caldo E
(LEONARD; HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958). A composicdo desses meios é apresentada
na Tabela 3.1 e na Tabela 3.2.
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Tabela 3.1 Caldo Luria Bertani (LB), pH 6,5.

Componentes a/L
Peptona Bacterioldgica 10
Extrato de Levedura 5
NacCl 10

Tabela 3.2 Caldo E, pH 6,5.

Componentes a/L
taAcido Glutamico 20
Acido Citrico 12
Glicerol 80
NH,Cl 7
MgS0,.7H,0 0,5
FeCl;.6H,0 0,04
K,HPO, 0,5
CaCl,.2H,0 0,15
MnSQO,.H,0 0,04

Fonte: Leonard, Housewright e Thorne (1958).

3.3 Métodos analiticos

3.3.1 Biomassa microbiana

A biomassa microbiana foi estimada através da determinacao do peso seco da
massa de células. Para tanto, submeteu-se uma amostra do meio de cultivo a
centrifugacdo a 3000 g, seguida de duas lavagens sucessivas do sedimento celular com

agua destilada e secagem em estufa a 75 °C até massa constante.

3.3.2 Contagem total em placa - células vidveis

A contagem total de células vidveis foi realizada utilizando a técnica de

plagueamento em superficie. Apds sucessivas diluicdes decimais do caldo de cultivo,
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diluicdes definidas foram inoculadas sobre a Agar Padrio de Contagem (PCA - Plate Count

Agar) e incubadas a 37 °C por 18 h (APHA, 2001).

3.3.3 Acido y-poliglutdmico

A quantificagdo do acido y-poliglutamico foi realizada segundo o método
espectrofotométrico de complexacdao com o brometo de cetiltrimetilamdnio, adaptado de
Kanno e Takamatsu (1995). y -PGA (MM: 70-100 kDa, Sigma-Aldrich) foi utilizado como

padrao espectrofotométrico, a absorbancia do complexo foi medida em 400 nm.

De acordo com essa metodologia, uma solucdo de acido tricloroacético é
adicionada ao meio de cultivo para reduzir o pH até 3,0 e precipitar células microbianas e
proteinas. A seguir, a mistura é centrifugada a 20.000 g e 4 °C por 30 min. O sobrenadante
é recolhido, o pH é ajustado para 7,0 e cinco volumes de etanol absoluto s3ao adicionados.
O precipitado resultante é coletado por centrifugacao a 25.000 g e 4 °C por 30 min. A
etapa de adicdo de etanol e centrifugacdo é realizada duas vezes. Apds a segunda
centrifugacao, o precipitado é dissolvido em tampao pH 7,0 £ 0,1 e é submetido a reacao
de complexacdo com brometo de cetiltrimetilamonio. A metodologia apresentada de

forma detalhada é descrita no Apéndice A.

3.3.4 Carboidratos totais

A determinacdo de carboidratos totais foi realizada pelo método Fenol -Acido

Sulfurico, utilizando glicose como padrao espectrofotométrico (DUBOIS et al., 1956).

3.4 Estudo do indculo

Para definir o meio a ser utilizado como inéculo dos cultivos, foram realizados
ensaios utilizando o Caldo LB e o Caldo E (LEONARD; HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958). Os
cultivos foram incubados a 37 °C e 180 rpm por um periodo de 36 h, sendo o crescimento

microbiano avaliado pela medida da absorbancia a 600 nm.
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3.5 Screening de linhagens produtoras de acido y-poliglutamico

A partir das culturas microbianas em tubos inclinados em agar LB, foi feito o indculo
para cada cultivo, utilizando-se 50 mL de Caldo LB em frascos Erlenmeyer de 250 mL
incubados em agitador orbital (shaker) a 180 rpm, a 37°C. O indculo para os cultivos foi
padronizado de forma a apresentar uma absorbancia igual a 1,0 + 0,1, medida em

espectrofotdmetro a 600 nm.

A avaliagao da habilidade das linhagens em produzir o y-PGA foi conduzida em
Caldo E (LEONARD; HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958), pH = 6,5. Um indculo em Caldo LB foi
adicionado a 25 mL de meio em frascos Erlenmeyer de 125 mL, numa concentragao de 4%
(v/v). Os cultivos foram incubados a 37 °C e 180 rpm, sendo retiradas amostras em
intervalos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas para determinagdo da concentragdo de y-PGA e de

carboidratos totais.

3.6 Identificagao filogenética e caracterizacao morfoldgica e
bioquimica de linhagens produtoras de y-PGA

A linhagem mais competente na produgao de y-PGA foi caracterizada e identificada
através da andlise do gene 16S DNAr e através de suas caracteristicas morfoldgicas e

bioquimicas

A caracterizacdo morfoldgica e bioquimica foi realizada segundo o Manual de
Bergey (SNEATH, 1986) e Mac Fadin (1980) e contou ainda com referéncias
complementares de Xu e Co6té (2003), Reva, Sorokulova e Smirnov (2001), Priest,

Goodfellow e Todd (1998) e Welker e Campbel (1967).

O seqlienciamento e a identificacdo via analise do gene 16S do DNA ribossémico
(16S DNAr) foram realizados com auxilio de pesquisador colaborador. O DNA foi extraido

usando o QlAamp minikit DNA (Quiagen ®) a partir de uma suspensao microbiana
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equivalente a McFarland 0,5 (200 uL). A reagdo de PCR foi realizada usando o kit Platinun
Taq Supermix (Invitrogen) e 10 uL do extrato de DNA em um volume final de 50 L. O gene
16S DNAr foi amplificado usando os primers 285 and 261 (KIRSCHNER; MEIER; BOTTGER,
1993). Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose, sendo as
bandas visualizadas sob luz ultravioleta. Apds confirmacao, os produtos de PCR foram
purificados usando o AccuPrep(R) PCR Purification Kit (Bioneer) e submetidos a
sequenciamento direto usando o BigDye Terminator kit (Applied Biosystems), segundo
instrugdes dos fabricantes. As sequéncias de nucleotideos foram submetidas a BLAST

utilizando o banco de dados do DDJB (DNA Data Bank of Japan).

3.7 Cultivo submerso em incubadora de agita¢ao orbital (shaker)

3.7.1 Condigoes de cultivo

O meio base utilizado nos cultivos foi o Caldo E (LEONARD; HOUSEWRIGHT;
THORNE, 1958), conforme composicdao apresentada na Tabela 3.2. Os cultivos foram
conduzidos com 25 mL de meio em frascos de 125 mL, sendo incubados em agitador
orbital (shaker) a 180 rpom em diferentes temperaturas de acordo com a combinacdo de
fatores do delineamento utilizado. Para cada cultivo, um inéculo em Caldo LB com
densidade dtica de 1,0 + 0,1 foi adicionado ao meio de cultivo, numa concentracao de 4%
(v/v). Foram retiradas amostras em intervalos de 24 horas para determina¢do da

concentragdo de acido y-poliglutamico e pH.

3.7.2 Delineamento composto central rotacional para trés fatores

A influéncia da temperatura, da concentracdo de Zn** e do pH inicial sobre a
produgdo do y-PGA foi avaliada. O delineamento experimental seguiu um planejamento
composto central rotacional para trés fatores, ou seja, um planejamento fatorial 2?,
incluindo 6 ensaios nas condi¢des axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 17

ensaios.
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Na Tabela 3.3, sdao mostrados os valores codificados e originais das varidveis
(fatores) envolvidas no planejamento: temperatura, concentragdo de Zn** e pH inicial. O
cation Zn®* foi adicionado na forma de ZnS0O,.7H,0. O ajuste do pH do meio foi feito

mediante adi¢ao de NaOH. Os cultivos foram incubados por um periodo de 96 horas.

Tabela 3.3 Valores codificados e originais utilizados no DCCR para avaliar o efeito da temperatura, da
concentragdo de Zn** e do pH inicial sobre a produgéo de y-PGA em cultivo submerso.

Varigvel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (°C) 29 32 37 42 45
Concentracdo de Zn** (mM) 0,46 0,70 1,05 1,40 1,64
pH inicial 5,3 6,0 7,0 8,0 8,7

3.7.3 Avaliagdo estatistica

Um modelo de segunda ordem para a predigao da produgao de y-PGA foi obtido a
partir da andlise de regressao dos dados experimentais. Este modelo tem a forma do

polindbmio representado na Equacao 3.1.

k k
2
y = b +Z:Bixi +Zﬂiixi + Z:Bijxixj Equacdo 3.1
i1 i1

> ]

onde y é a resposta predita (producdo de y-PGA, g/L); fo B B e f; sdo os
coeficientes da regressdo, k é o nimero de fatores, X; e X; sdo as varidveis independentes

ou fatores.

Para avaliar a significancia da regressao e o ajuste do modelo aos dados
experimentais foi utilizada a Andlise de Variancia (ANOVA). A significancia dos efeitos e dos
coeficientes de regressao foi avaliada através do teste t de Student e a variangdo explicada

pelo modelo foi determinada através do coeficiente R.
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Como ferramenta para a realizacdo da analise de regressao multipla e da analise
de significancia do modelo, dos efeitos e dos coeficientes de regressao foi utilizado o

software Statistica 7.1 (Statsoft).

3.8 Cultivo submerso em biorretor

3.8.1 Condigdes de cultivo e amostragem

Os cultivos foram conduzidos em biorreator de tanque agitado modelo Biostat B (B.
Braun Biotech International) de 5 L, acoplado a unidade de controle digital integrado,
conforme representado na Figura 3.1. Uma placa de aquisicdo de dados foi conectada ao
sistema para transferéncia de dados a um microcomputador, operando com auxilio do
software MATLAB (MathWorks). A aquisicao de dados de temperatura, pH, velocidade de
agitacao e o teor de oxigénio dissolvido no meio foi realizada a cada 10 s, sendo os dados

gravados em arquivo.

Figura 3.1 Biorreator Biostat B (B. Braun Biotech International)
(a) vaso do biorreator (b) unidade de controle do biorreator
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Para cada cultivo, um inéculo em Caldo LB com densidade ética de 1,0 + 0,1 foi
adicionado ao meio de cultivo, numa concentragdo de 4% (v/v). Os cultivos foram
conduzidos por 96h, sem controle de pH e com 2,5 L de meio de cultura, utilizando as
condicdes otimizadas pelo delineamento realizado em agitador orbital (shaker). Foi
utilizada uma taxa de aerag¢ao de 2,0 vvm e foram empregadas velocidades de agitacao de
500, 750 e 1000 rpm. Uma pequena quantidade de antiespumante (Antifoam, 204 —
Sigma-Aldrich) foi adicionada para controlar a formacdao de espuma, sempre que

necessario num total inferior a 0,2% do volume de meio.

Os cultivos de 500 rpm foram realizados em triplicata e os cultivos de 750 e 1000
rom em duplicata. Ao longo do tempo de cultivo, amostras foram retiradas para
determinagao da concentragdo de acido y-poliglutamico e contagem total de células

viaveis.

3.8.2 Determinagdo dos par@metros cinéticos de crescimento microbiano
As curvas de células viaveis foram ajustadas ao Modelo Logistico, apresentado na

Equacdo 3.2 (ZWIETERING et al., 1990), com o auxilio do software OriginPro (OriginLab).

X = ma
1+ ¢ #mex

=" Equacao 3.2

Na Equacdo 3.2, de X é a contagem total de células vidveis (UFC/mL) e t é
tempo (h). Os parametros cinéticos Xpax, Lmax € tc S30 obtidos a partir do ajuste dos dados
experimentais ao modelo. X representa o maxima amplitude de X (patamar na fase
estacionaria), tmax € @ maxima velocidade especifica de crescimento (na fase exponencial)

e t. corresponde ao tempo no qual 11 = el 2.
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3.8.3 Aquisi¢do de dados de oxigénio dissolvido

O oxigénio dissolvido no caldo de cultivo foi medido utilizando um eletrodo
polarografico (Mettler-Toledo) e foi expresso como percentagem de oxigénio de
saturacdo. A aquisicao e o registro dos dados foram realizados com auxilio do software

MATLAB (MathWorks).

3.8.4 Determinagdo do OUR, Qq, ek a

A taxa de consumo de oxigénio (OUR), a taxa especifica de consumo de
oxigénio (Qo,) e o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio k a foram
determinados pelo Método Dinamico (DORAN, 1995). Esses parametros foram
calculados nas primeiras horas do cultivo para as velocidades de agitacdao de 500, 750

e 1000 rpm.

Para a determinacdo da taxa de consumo de oxigénio (OUR), o fluxo de ar foi
interrompido e a velocidade de agitacdo foi reduzida a zero (OTR=0) fazendo o
oxigénio dissolvido decair nesse periodo, sendo a OUR determinada pela inclinacdo
da reta no grafico oxigénio dissolvido versus tempo. A taxa especifica de consumo de
oxigénio Qq, foi calculada através da Equagdo 2.1, conhecendo-se a concentragao da
biomassa microbiana.

Qo, = % OUR Equacdo 2.1

onde X (g/m’) é a concentragdo da biomassa microbiana e OUR (g/m>.h) é a taxa

de consumo de oxigénio (oxigen uptake rate).

Para a determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(k,a), o fluxo de ar e a agitacdo foram restabelecidos, causando o aumento na

concentrac¢ao do oxigénio dissolvido até um valor estacionario de concentragao (C ).
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O k a foi calculado com auxilio do software MATLAB (MathWorks) pela inclinagdo da

C -C.
reta obtida pela regressao linear dos varios pontos do grafico In( z CI ) x (te-t;) de
T Mk

acordo com Equacado 3.3 e Figura 3.2.

ka=——% Equacgdo 3.3

onde t;j e tk representam dois instantes genéricos de medi¢dao do oxigénio dissolvido

Ci e Cy, ap0s o periodo de restabelecimento da aeragao e agitacdo.

© 0.8 1

0.6
o~
el inclinagio = k, a
Y1V 044 .
Q [0
S’

=
0.2
0.0 T T T T
0.0 0.1 0.2 03 04

Figura 3.2 Gréfico representativo da determinagdo do k a pelo método dinamico .

FONTE: Adaptado de Doran (1995)
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3.9 Estudo preliminar para produgao de y-PGA utilizando residuos
industriais

Paralelamente aos cultivos submersos realizados com Caldo E, foi feita uma
avaliacao preliminar para a utilizagdo de residuos industriais como substratos para a
producgao de y-PGA. Foram testados o glicerol residual de biodiesel e o residuo fibroso de

soja (RFS).

3.9.1 Cultivo submerso em agitador orbital utilizando glicerol residual de
biodiesel

Os cultivos foram conduzidos com 25 mL de meio em frascos de 125 mL, incubados
em agitador orbital (shaker) a 180 rpm, utilizando as condi¢des de cultivo otimizadas pelo
DCCR. A composicdo do Caldo E (LEONARD; HOUSEWRIGHT, THORNE, 1958) foi
modificada pela substituicao do glicerol P.A por glicerol residual de biodiesel, utilizando a
mesma concentragdo de glicerol utilizada no meio convencional, porém considerando a
pureza do residuo. O laudo técnico do glicerol residual de biodiesel utilizado é apresentado

no Apéndice B.

3.9.2 Cultivo em estado sdlido sobre residuo fibroso de soja (RFS)

Foi realizado estudo para a produgdao de y-PGA em cultivo de estado sdlido
utilizando o residuo fibroso de soja (RFS) como substrato. Esse mesmo residuo ja foi
utilizado anteriormente por Heck, Hertz e Ayub (2002), sendo sua composi¢cdao

apresentada na Tabela 3.4.

O teor de umidade original do RFS é 10%. Nos cultivos, esse teor de umidade foi
aumentado através da adicdo de um meio liquido. Foram utilizados os seguintes meios:
solucdo salina tamponada (pH=7,0) e meio Bushnell-Hass adicionado de acido glutamico e

MnSO, (pH=7,0), conforme composi¢cdo mostrada na Tabela 3.5.
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Tabela 3.4 Residuo fibroso de soja (RFS) — composicdo tipica

Componentes % (b. s.)
Proteina total 33
Hemicelulose 26
Celulose 18
Aclcares ndo redutores 17
Aclcares redutores 2

Fonte: Heck, Hertz e Ayub (2002)

Tabela 3.5 Composicdo do meio Bushnell-Hass modificado

Componentes do meio liquido (g/L)
MgSO, 0,2
KH,PO, 1
K,HPO, 1
NH4NO;, 1
CaCl, 0,02
FeCl, 0,05
MnSQO, 0,5
Acido L-glutamico 12,5

Os ensaios foram conduzidos em biorreatores cilindricos verticais estaticos de fluxo
de ar ascendente, desenhados em nosso laboratdrio e mostrados na Figura 3.3. O corpo
do biorreator é construido em vidro (60 mm de didmetro e 170 mm de altura) e o fundo é
composto de vidro sinterizado (de porosidade G1) e |13 de vidro. Na parte superior, é
colocada firmemente uma tampa em material elastomérico com filtro acoplado para saida
dos gases produzidos durante o cultivo. Os biorreatores foram montados num conjunto de
guatro unidades com distribuidor de ar central, que recebe ar umidificado e estéril com
vazao controlada por rotametro. Durante os ensaios, os biorreatores foram colocados em

estufa para controle da temperatura.
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Figura 3.3 Biorreator para cultivo em estado sélido

O indculo foi produzido em erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de Caldo LB,
sendo incubado em agitador orbital a 37 °C e 180 rpm por aproximadamente 12 h. O

indculo foi adicionado ao meio de cultivo com absorbancia iguala 1.0+ 0,1.

Para o cultivo, foram misturados 20 g de RFS e 80 mL de meio liquido, sendo assim
constituido o meio de cada biorreator. Apos esterilizagdo do conjunto em autoclave, foram
adicionados 20 mL de indculo. Os biorreatores foram incubados a 37 °C e uma aerac3o de

250 mL/min foi fornecida em fluxo ascendente através do leito.

Para determinagdo do y-PGA, o meio de cultivo foi submetido inicialmente a
extracdo a temperatura ambiente com agua destilada numa propor¢do de RFS/agua de
1:20. Apos extragdo, a mistura foi centrifugada e o y-PGA foi determinado no
sobrenadante segundo metodologia descrita no item 3.3.3. As condi¢gdes da extracao

foram definidas mediante ensaios preliminares.



Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Os resultados obtidos na etapa experimental sao apresentados neste capitulo,
bem como as discussdes pertinentes em cada caso. Em primeiro lugar sdo mostrados os
resultados referentes a selegao e Identificagao de linhagens produtoras de y-PGA. Num
segundo momento sao discutidos os resultados da otimizacdo dos parametros para
producdo do polimero em cultivo submerso. A seguir é realizada uma avaliacao
detalhada do efeito da agitagao em biorreator sobre a produgdo do y-PGA. Por fim, sdo

apresentadas potencialidades para a produgao do y-PGA utilizando residuos industriais.

4.1 Estudo do indculo

Para definicdo do melhor meio de inéculo para a produgdao de y-PGA foram
avaliados o Caldo LB e o Caldo E (LEONARD; HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958). As seis
linhagens (BL15, BL16, BL32, BL53, BL62 e BL74) utilizadas neste estudo foram isoladas a
partir de amostras de solo, agua e animais da regido amazonica e foram escolhidas por
seu potencial em produzir o y-PGA. Em trabalhos desenvolvidos anteriormente em nosso
laboratodrio, foi observado que essas linhagens produziram meios de cultivo altamente

viscosos, dando indicios da presenga de um polimero no meio.
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Na Figura 4.1 e na Figura 4.2 sao apresentadas as curvas de crescimento das
linhagens estudadas. Como pode ser observado, as curvas apresentam comportamento
tipico, sendo possivel identificar as fases de laténcia (LAG), exponencial (LOG) e
estacionaria nos cultivos. Para todas as bactérias pesquisadas, quando o Caldo LB foi
utilizado como meio de cultivo, a fase LAG foi curta ou inexistente e a fase LOG foi
alcangcada em menos de 12 horas. Por outro lado, os cultivos em Caldo E apresentaram

uma fase LAG relativamente longa, com duragdo de aproximadamente 24 horas.

O acido glutamico, o acido citrico e o glicerol, presentes no Caldo E, sdo as fontes
de carbono geralmente utilizadas para induzir a formagdo de y-PGA. No entanto, esse
meio ndo se mostrou o mais favoravel para a producdao de biomassa microbiana,
conforme fica evidenciado através da Figura 4.2. Confirmando essa observagao, Du et al.
(2005) mostraram que o acréscimo na concentracdo de glicerol ndo contribui para o

aumento de biomassa microbiana.

Com base nesses resultados, o Caldo LB, geralmente utilizado para o crescimento
e manutencao de bactérias, foi escolhido como o meio para obteng¢ao do indculo para os
cultivos. Foi considerado um tempo minimo de 12 horas de crescimento do indculo em

Caldo LB, de forma a assegurar a transferéncia das células ja em fase LOG para o Caldo E.

Embora o uso de um mesmo meio para o indculo e para o cultivo possa
auxiliar na adaptacdao das células ao meio nas primeiras horas de cultivo, no caso
especifico da produgao de y-PGA essa pratica ndao é comum. Xu, Chen e Yu (2005) e
Ashiuchi et al. (2001a) também utilizaram o Caldo LB como meio para o indculo,
enquanto Shih, Wu e Shieh (2005) e Shih, Van e Chang (2002) utilizaram o Caldo
Nutriente, que tem composicdao muito similar ao Caldo LB. O Caldo Nutriente pode
ser utilizado como estratégia para inducdo de esporulacdo (SHIH; VAN; CHANG,
2002), uma vez que entre os produtores de y-PGA ha uma estreita relagao entre

sintese do polimero e esporulagdo (SUNG et al., 2005).
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Figura 4.1 Curvas de crescimento microbiano em Caldo LB em cultivos conduzidos a 37 °C e 180 rpm.

e BL15, a BL16, * BL32, OBL53, ABL62, ® BL74
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Figura 4.2 Curvas de crescimento microbiano em Caldo E em cultivos conduzidos a 37°C e 180 rpm.
e BL15, 4 BL16, * BL32, OBL53, ABL62,  BL74
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4.2 Selecao das melhores linhagens produtoras de y-PGA

Com o objetivo de selecionar dentre as linhagens BL15, BL16, BL32, BL53, BL62
e BL74, aquelas que apresentavam a habilidade em produzir o y-PGA foram
conduzidos cultivos a 180 rpm e 37 °C, utilizando o Caldo E (LEONARD;
HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958).

Na Figura 4.3 e na Figura 4.4, é possivel observar a concentragdo de y-PGA e de
carboidratos totais num periodo de 96 horas. Com excecao da linhagem BL32, todas
as demais apresentaram habilidade para a produgdao de y-PGA. Para as linhagens
BL53 e BL74 foram obtidos os melhores resultados, atingindo-se concentracdes de
aproximadamente 4 g/L em 72 horas de cultivo. Porém, a BL53 mostrou uma
produgdo antecipada de y-PGA (maior produtividade) em relagdo a todas as outras

linhagens, sendo a linhagem de maior potencial para a continuidade dos ensaios.

o T T T T
0 20 40 60 80 100

Tempo (h)

Figura 4.3 Produg&o de y-PGA em Caldo E por linhagens isoladas na Amazénia, a 37 °C e 180 rpm.
e BL15, A BL16, * BL32, 0BL53, ABL62, ¢ BL74
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Figura 4.4 Producdo de carboidratos totais por linhagens isoladas na Amazénia, em Caldo E a 37°C e 180 rpm
e BL15, 4 BL16, * BL32, OBL53, ABL62, # BL74

A produgdo de y-PGA pela linhagem BL53 foi semelhante a produgao obtida por
Shih, Van e Chang (2002) para o cultivo de Bacillus licheniformis CCRC 12826. Esses
autores conduziram o cultivo em shaker (150 rpm, 37 °C) em Caldo E (pH 6,5) e

obtiveram apds 96 horas uma produgdo de 5,27 g/L de y-PGA.

Quanto a producao de carboidratos totais, todas as linhagens foram capazes de
produzir concentracdes entre 0,5g/L e 1,0g/L em 48 horas de cultivo, quando ocorreu
um pico de producdo para a maioria das linhagens. Nessas linhagens, apds 48 horas,
parece ocorrer um declinio na producao de carboidratos totais, indicando que,

provavelmente, esse produto comecou a ser utilizado como fonte de carbono.

Duas outras linhagens foram isoladas a partir de amostras de Natto (tradicional
produto fermentado japonés) e foram avaliadas quanto a habilidade em produzir y-PGA,
como forma de comparacdo com as producdes obtidas pelas linhagens isoladas de
ambiente amazodnico. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4.5, onde a linhagem
isolada a partir do produto proveniente do estado de S3ao Paulo foi designada como Natto

N e aquela isolada a partir de Natto importado do Japao foi designada como Natto IP.
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Figura 4.5 Produgdo de y-PGA por linhagens isoladas de Natto, em Caldo Ea 37 °C e 180 rpm
A NattoN, V¥ Natto IP

Algumas linhagens utilizadas na literatura para produgao de y-PGA foram isoladas
a partir de Natto ou de produtos similares. Ashiuchi et al. (2001a), por exemplo, isolou a
linhagem Bacillus subtilis subsp. chungkookjang a partir de pasta fermentada de soja e
obteve uma producdo maxima de 13,4 g/L apds 5 dias de cultivo. No presente trabalho,
as linhagens isoladas de Natto também foram capazes de produzir o y-PGA, no entanto
apresentaram produgao de vy-PGA inferior as linhagens BL53 e BL74, sendo

desconsideradas para a continuidade dos estudos.

4.3 Identificacao de linhagens produtoras de y-PGA

A caracterizacdo morfoldgica e bioquimica mostrou que as linhagens BL53 e BL74 sdo
bactérias aerdbias, catalase-positiva, formadoras de esporos e que se apresentam como
bastonetes gram-positivos, capazes de produzir acido a partir de glicose. Essas caracteristicas
confirmam as linhagens como tipicos integrantes do género Bacillus (SNEATH, 1986; MAC

FADIN, 1980). A caracterizacdo completa da linhagem BL 53 é apresentada na Tabela 4.1. A
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linhagem Bacillus BL74, que apresentou uma menor produtividade de vy-PGA, na

caracterizacao morfolégica e bioquimica mostrou-se como uma provavel linhagem de Bacillus

anthracis, sendo por esses motivos ndo utilizada nas préximas etapas do trabalho.

Tabela 4.1 Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas da linhagem BL53

Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas

Forma
Coloragdo de Gram
Esporulacdo
Reducdo de nitrato
Hidrdlise
Amido
Gelatina

Producdo de Indol
Voges-Proskauer
Citrato
Catalase
Oxidase
Fenilalanina desaminase
Produgado de acido a partir de

Glicose

Lactose

Xilose

Rafinose

Manitol

Sorbitol
Crescimento a 50°C
Crescimento em NaCl 7 %

Crescimento em NaCl 10 %

Bastonete

+a

+

a Positivo

b Negativo
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A andlise da sequéncia do gene 16S DNAr obtido a partir da linhagem BL 53
guando comparada com outras seqiiéncias disponiveis no banco DDJB (DNA Data Bank
of Japan) revelou 100% de similaridade com Bacillus subtilis e com Bacillus
amyloliquefaciens. A analise da sequéncia do 16S DNAr é frequentemente utilizada como
uma ferramenta para identificar microrganismos inclusive a nivel de espécie, no entanto
no caso de Bacillus a identificacdo a nivel de espécie nem sempre é possivel (PORVAL, et
al., 2009; FOX et al., 1992). Quando existe um elevado grau de semelhanca genética
entre os individuos, o fragmento amplificado deve incluir o espaco intergénico 16S-23S
DNAr, pois essa regido apresenta maior variabilidade quando comparada com a 16S ou

23S DNATr (REIS JUNIOR; REIS; TEIXEIRA, 2006; XU; COTE, 2003).

Estudos filogenéticos disponiveis na literatura, indicam que o B. subtilis e o B.
amyloliquefaciens sao de fato muito similares, apresentando a sequéncia do 16S DNAr
guase idéntica, e também o espaco intergénico 165-23S DNAr muito similar, sendo
muito dificil separar as duas espécies usando esses critérios (PORVAL, et al., 2009;
XU;COTE, 2003). No entanto, algumas caracteristicas fisioldgicas permitem distinguir as
duas espécies (PRIEST; GOODFELLOW; TODD, 1998; REVA; SOROKULOVA; SMIRNOV,
2001; WELKER; CAMPBEL, 1967). A reacdo positiva a utilizacdo do citrato como Unica
fonte de carbono, o crescimento a 50 °C, a ndo formac3o de acidos a partir da lactose e a
auséncia de crescimento em NaCl 10% permitiram diferenciar as duas espécies e

identificar a linhagem BL 53 como Bacillus subtilis.

4.4 Otimizagao de parametros para produc¢ao de y-PGA em cultivo
submerso

Embora o Caldo E (LEONARD; HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958) tenha sido
previamente descrito para a produgdo de y-PGA, esta é a primeira vez que este meio
de cultivo é avaliado estatisticamente em relacdao a temperatura, ao pH e a

concentragio de Zn**. O cation Zn** é apontado por Ashiuchi et al. (2004) como fator
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importante na sintese enzimatica do y-PGA in vitro, no entanto esse cation ndo esta
presente na composicdao do Caldo E. Além disso, ao se utilizar uma nova linhagem
em um bioprocesso, é importante avaliar suas caracteristicas fisioldgicas de forma a

definir condi¢des otimizadas de operagao, como realizado neste trabalho.

A influéncia da concentragdo de Zn** suplementado ao meio de cultivo, da
temperatura e do pH inicial sobre a produg¢dao de y-PGA foi avaliada para em cultivo
submerso de Bacillus subtilis BL53. Os ensaios foram realizados em frascos com agitacao
orbital (shaker) a 180 rpm, tendo como meio base o Caldo E (LEONARD;
HOUSEWRIGHT; THORNE, 1958).

A avaliacdo dos parametros foi realizada mediante a aplicacao de
Planejamento Experimental, utilizando um delineamento composto central
rotacional 23, consistindo de 17 ensaios e incluindo 3 réplicas no ponto central. O
planejamento composto central compreende o planejamento fatorial com dois niveis
adicionado de pontos centrais e axiais necessarios para estimar a curvatura e a

interacdo entre os efeitos (KENNEDY; KROUSE, 1999).

A Tabela 4.2 mostra os valores originais para os 3 fatores avaliados e a
produgdo observada de y-PGA (g/L) para cada ensaio apds 72 horas de cultivo, que

coincide com a maior producdo do polimero para a maioria dos experimentos.

A avaliacdo dos resultados obtidos no planejamento foi realizada através da
andlise de variancia e a significancia dos efeitos foi medida pelo teste t de Student. A
Tabela 4.3 mostra que o efeito quadratico do pH inicial € o mais significativo na
produgdo y-PGA (P = 0,0667), seguido pela concentragao de Zn**. Segundo Burkert et al.
(2005), um valor de probabilidade menor que 10 % (P < 0,10) pode ser considerado
significativo, devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos que envolvem

enzimas e microrganismos.
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Tabela 4.2 Matriz do delineamento (DCCR) para 3 fatores e valores observados para a produgdo de y-PGA
em 72 h de cultivo

Ensaio X1 X2 X3 »-PGA (g/L)
1 32 0,70 6,0 8,86
2 32 0,70 8,0 9,60
3 32 1,40 6,0 10,0
4 32 1,40 8,0 8,91
5 42 0,70 6,0 5,10
6 42 0,70 8,0 5,24
7 42 1,40 6,0 11,0
8 42 1,40 8,0 9,53
9 29 1,05 7,0 9,75
10 45 1,05 7,0 9,52
11 37 0,46 7,0 7,60
12 37 1,64 7,0 9,80
13 37 1,05 5,3 8,79
14 37 1,05 8,7 6,20
15 37 1,05 7,0 10,4
16 37 1,05 7,0 13,2
17 37 1,05 7,0 12,4

Xy: Temperatura (°C)
X,: Concentragdo de Zn** (mM)

X3: pH inicial
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Tabela 4.3 Estimativa da significancia dos efeitos

Pardmetro  Efeito  Valort Valor P

X1 -1,0086 -1,2921 0,3255
X, -1,6190 -1,8840 0,2003
X2 2,0972 2,6896 0,1149
X -2,2697 -2,6517 0,1176
X3 -0,8839 -1,1325 0,3749
X3 -3,1322 -3,6449 0,0677*

X1X2 2,4350 12,3877 0,1396
X1X3 -0,2450 -0,2402 0,8325

XoX3 -0,8600 -0,8433 0,4878

Xi: Temperatura (°C)
X,: Concentragdo de Zn’* (mM)
X3: pH inicial

* Efeito significativo para P > 0,10

A forte influéncia do pH sobre a produgdo de y-PGA ja havia sido reportada em
cultivos realizados com outras linhagens de Bacillus (RICHARD; MARGARITIS, 20033;
CROMWICK; BIRRER; GROSS, 1996). Richard e Margaritis (2003a) obtiveram as maiores
produgdes de y-PGA por Bacillus subtilis IFO 3335 para a faixa de pH compreendida entre
6,5 e 7,5. Cromwick, Birrer e Gross (1996) relataram a influéncia do pH sobre a produgao
de y-PGA por Bacillus licheniformis ATCC 9945A e atribuiram o aumento da produgado do
polimero a maior viabilidade celular e a diferenca da utilizacdo do citrato (via ciclo do
TCA) em diferentes faixas de pH. O consumo de glicerol e acido glutdmico do meio
manteve-se aproximadamente constante em todas as faixas de pH estudadas, no

entanto a utilizacao de citrato foi maior a pH 6,5.
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Com o objetivo de determinar os valores 6timos para as varidveis independentes,
um modelo de segunda ordem foi obtido a partir da regressao multipla dos dados do
DCCR. Exceto pelos efeitos menos significativos o XX, (interacao entre pH inicial e
concentragao de Zn2+) e XoX3 (interacdo entre temperatura e pH inicial), todos os outros

parametros foram considerados no ajuste do modelo, apresentado na Equacao 4.1.
y=12,0-1,01%, +210 X, —0,884 x5 —1,62 xZ — 2,27x,> —313 xZ — 2,44 X,X,

Equacao 4.1

onde y é a resposta predita (producdo de y-PGA, g/L) e X;, X» € X3 sdo
respectivamente as varidveis independentes temperatura, concentracao de Zn* e pH

inicial.

Para a adocdo do modelo foram considerados os seguintes critérios: a
significancia de regressao, o ajuste aos dados experimentais (significancia da “falta de
ajuste”) e valor do coeficiente de determinacao (R%). A Andlise de Varidncia (ANOVA)

para o modelo é mostrada na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressado para produgdo de y-PGA (g/L) em
72 h, referente a matriz do delineamento (DCCR)

Fonte de Soma Graus de Média F Valor P
Variagdo Quadrdtica Liberdade Quadrdtica calculado
Modelo 66,79 7 9,541 8,41 0,0024
Residuo 10,21 9 1,135
Falta de Ajuste 6,05 7 0,864 0,416 0,840
Erro Puro 4,16 2 2,080
Total 77,00 16

R’=0.87
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A analise de variancia mostrou que o modelo é altamente significativo, como fica
evidente através do teste F de Fisher (P = 0,0024). Além disso, a falta de ajuste aos dados
experimentais n3o é significativa (P=0,84) e o coeficiente de determinacdo R® foi de
0,87, indicando que 87% da variagao é explicada pelo modelo. Estes resultados sugerem

gue o modelo proposto representa satisfatoriamente o fendmeno sob analise.

Os diagramas de contorno gerados pelo modelo sdao apresentados na Figura 4.6,
sendo que a terceira varidavel que ndo aparece em cada diagrama considerada no seu
valor 6timo. Através dos diagramas de contorno é possivel observar o comportamento
das variaveis independentes e avaliar o impacto das mesmas na produgdo de y-PGA. A
maxima producdo de y-PGA prevista pelo modelo ajustado foi 12,3 g/L, quando a
temperatura, o pH inicial e a concentracao de Zn** sio respectivamente iguais a 37 °C,
6,9 e 1,22 mM. A validacao experimental do modelo utilizando as condi¢des dtimas
previstas em agitador orbital (shaker) resultou numa produgdo de y-PGA de 10,4 g/L, que

€ um valor bem préximo do valor predito.

Ashiuchi et al. (2004) verificaram que o pH ideal para a sintese in vitro do y-PGA é
aproximadamente 7,0, utilizando o complexo enzimatico PgsBCA extraido da membrana
celular do Bacillus subtilis subsp. chungkookjang. Richard e Margaritis (2003a)
mostraram que o pH ideal para a produgdao de y-PGA por Bacillus subtilis IFO 3335
também é 7,0, enquanto para o Bacillus licheniformis ATCC 9945, Cromwick, Birrer e
Gross (1996) reportaram um pH 6timo de 6,5. Ao contrario do realizado no presente
trabalho, esses estudos foram realizados utilizando o método tradicional de variacao de
uma variavel de cada vez, sem verificar a interacdo entre fatores, que sé é possivel em
planejamentos fatoriais. Shih, Van e Chang (2002) utilizaram um DCCR para avaliar a
influéncia da composicdo do meio e o do pH inicial. No entanto, a faixa de pH
selecionada para o planejamento naquele trabalho foi muito estreita (6,0-7,0), levando a

exclusao desse parametro pela nao significancia de seus efeitos.
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Figura 4.6 Diagramas de contorno para a produgdo de y-PGA em 72 horas de cultivo como fungao
(a) do pH inicial e da concentragdo de Zn**, (b) do pH inicial e da temperatura e (c) da concentragdo de Zn** e
da temperatura. A varidvel que ndo aparece em cada diagrama foi considerada no seu valor étimo,
respectivamente igual a 37 °C, 1,22 mM n*e pH 6,9.
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Embora o pH inicial desempenhe um papel importante na produgao y-PGA pelo
Bacillus subtilis BL53 e também em outras linhagens de Bacillus, os experimentos
realizados no presente trabalho indicam que n3ao é necessdario um controle rigoroso
deste parametro durante o cultivo. Mesmo com diferentes valores de pH inicial, os
meios tenderam a um tamponamento entre 7,0 e 7,5 apds 24 h de cultivo. Deste modo,
as culturas de Bacillus subtilis BL53 contrastam com o comportamento reportado para
linhagens de Bacillus licheniformis, como o relatado por Shih et al. (2001) para o B.
licheniformis CCRC 12826, onde o pH inicial de 6,5 caiu para 5,6 apds 36 h de cultivo a
37°C. Também Cromwick, Birrer e Gross (1996) relataram que no cultivo de B.
licheniformis ATCC 9945, o pH foi acidificado de 7,4 para valores entre 5,9 e 5,6 apds 48

de cultivo a 37 °C.

Conforme demonstrado na andlise dos efeitos (Tabela 4.3), a concentracdo de
Zn** é um fator relevante sobre a producdo de v-PGA por B. subtilis BL53. Ashiuchi et al.
(2004) observaram que o Zn** foi capaz de potencializar a agio do Mg®* na ativacdo do
complexo PgsBCA na sintese enzimatica de y-PGA. Em estudo utilizando um
delineamento do tipo Plackett-Burman para investigar a produg¢ao de y-PGA por uma
nova linhagem de B. licheniformis mostrou que a concentracao de Zn* tem um efeito
positivo sobre a produgdo de y-PGA, mas negativo sobre a biomassa (SOLIMAN;

BEREKAA; ABDEL-FATTAH, 2005)

4.5 Comparagao da producgao de y-PGA em agitador orbital e em
biorreator

Com o objetivo de observar os efeitos de um pequeno escalonamento sobre o
processo de produgao do y-PGA por Bacillus subtilis BL53, cultivos foram conduzidos em
frascos de 125 mL em agitador orbital (shaker) e em biorreator mecanicamente agitado
com vaso de 5 L. Os cultivos foram avaliados por 96 h e empregaram as condicoes

Otimas obtidas no DCCR, sendo realizados em triplicata. Os resultados obtidos sdo
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mostrados na Figura 4.7. No agitador orbital, uma rotacao de 180 rpm foi utilizada,
enquanto no biorreator foi utilizada uma taxa de aeragao de 2 vvm e velocidade de
agitacdao de 500 rpm, para melhorar a aeragdo do sistema e evitar a deplecao de

oxigénio.
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Figura 4.7 Produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53, sob condigbes otimizadas pelo DCCR, em cultivos
conduzidos em (a) agitador orbital e (b) biorreator agitado mecanicamente a 500 rpm e 2 vwm.
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O numero de células viaveis aumentou rapidamente nos cultivos realizados em
biorretor, sendo que apds aproximadamente 6 h o y PGA ja comega a ser produzido. Em
ambos cultivos, em agitador orbital e em biorreator, a produgao de y-PGA aumenta
rapidamente na fase exponencial e tende a alcangar um platd na fase estaciondria. Esse
comportamento sugere que a produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL 53 segue uma
cinética parcialmente associada ao crescimento celular, semelhante ao que é relatado
para outras linhagens de Bacillus subtilis (XU et al., 2005; CHEN, et al., 2005a; CHEN, et
al., 2005b).

Os cultivos conduzidos em agitador orbital produziram 10,4 g/L de y-PGA em
72 horas, enquanto no biorreator uma producdo muito maior (17 g/L) foi obtida,
sugerindo que o metabolismo aerdbico é essencial para a producao desse biopolimero.
O y-PGA é um polimero extracelular, de modo que o caldo de cultura se torna viscoso a
medida que o tempo de cultivo avancga, podendo levar a limitacdo de oxigénio (RICHARD;
MARGARITIS, 2003b). Nos ensaios realizados, a concentracdo de oxigénio dissolvido
apresentou sensivel declinio mesmo com a utilizacdo de estratégias de aeracdo e

agitagdo nos cultivos conduzidos em biorreator.

4.6 Avaliagao do efeito da agitagao sobre a produgao de y-PGA

A produgao de y-PGA tem sido investigada por muitos autores e diversos fatores
relevantes para sua producdo tém sido estudados, sendo os mais freqlientes a
composi¢cao do meio de cultivo e as condi¢des de processo, como temperatura e pH. No
entanto, relativamente poucos trabalhos tém investigado a influéncia da transferéncia
de massa de oxigénio (aeracdo e agitacdo) sobre o rendimento e a produtividade de
7-PGA (BAJAJ; SINGHAL, 2010; RICHARD; MARGARITIS, 2003b; CROMWICK; BIRRER;
GROSS, 1996).
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A anadlise da influéncia da transferéncia de oxigénio é de fundamental
importancia em processos aerdbios, principalmente naqueles que envolvem a produgao
de biopolimeros, sendo um aspecto determinante para o entendimento e a otimizagado
desses processos. Este trabalho privilegiou o estudo da influéncia da velocidade de
agitacdo sobre a transferéncia de oxigénio, visto que em cultivos para producdao de
biopolimeros a influéncia da taxa de aeracao é pouco significativa, conforme revisado
por Richard e Margaritis (2002). Um aumento na taxa de aeracao sé causa impacto na

taxa de transferéncia de oxigénio quando se trabalha em condi¢cdes de pequena aeragao.

No presente trabalho foram determinados a percentagem de oxigénio dissolvido
no meio de cultivo, a taxa especifica de consumo de oxigénio (Qo,) e o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k a), sendo investigada a influéncia desses
parametros sobre a viabilidade celular, a produgao e a produtividade de y-PGA. Foram
conduzidos cultivos em trés diferentes velocidades de agitacdo (500, 750 e 1000 rpm),

utilizando uma taxa de aera¢ao de 2 vvm.

4.6.1 Velocidade de agitagdo e teor de oxigénio dissolvido

O teor de oxigénio dissolvido foi monitorado durante a realizagdo de alguns
cultivos mediante a utilizacdo de placa de aquisicdo de dados conectada a um
microcomputador, operando com auxilio do software MATLAB (MathWorks). Na Figura
4.8 e na Figura 4.9 é mostrado o teor de oxigénio dissolvido durante a producdo de
v-PGA por Bacillus subtilis BL53 para trés diferentes velocidades de agitagdo, sendo que

para 500 rpm sao ilustrados dois cultivos.

Como é possivel observar através da Figura 4.8 e da Figura 4.9, o teor de oxigénio
dissolvido decai bruscamente nas primeiras horas de cultivo (até 15 horas), indicando a
ocorréncia de elevada demanda de oxigénio pelas bactérias, que supera a transferéncia
de oxigénio. Observa-se ainda, que embora a taxa de aeragdo seja a mesma em todos os

cultivos (2 vwm), o teor de oxigénio dissolvido varia em funcdo da velocidade de agitacdo
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empregada. Assim, a queda no teor de oxigénio é tanto mais rapida, quanto menor é a
velocidade de agitacao utilizada; sendo que para 500 rpm, o oxigénio dissolvido atinge

valores inferiores a 10 % ja em 5 h de cultivo.

Um comportamento similar ja foi reportado por Bajaj e Singhal (2010) para
Bacillus licheniformis NCIM 2324 em cultivo submerso para produgdo de y-PGA em
biorreator semelhante ao utilizado no presente trabalho. Porém, naquele trabalho, o
menor valor de oxigénio dissolvido ocorre mais tarde, entre 12 e 24 h, dependendo da
condicdo utilizada de aeragao e agitacao. Além disso, o teor de oxigénio dissolvido se
eleva rapidamente apds 24 h chegando a valores acima de 50 % apds 48 h e a
aproximadamente 100 % apds 96 h, o que sé ocorreu de forma expressiva no presente

trabalho quando a velocidade de agitacao de 1000 rpm foi utilizada.

O aumento no teor de oxigénio dissolvido pode indicar uma diminuicdao na
demanda de oxigénio provocada pela reducao no crescimento dos microrganismos ao
entrar na fase estacionaria. Segundo Garcia-Ochoa et al. (2010) em alguns cultivos, a
concentracao de oxigénio dissolvido diminui até que se aproxime de zero e nao
aumenta mesmo quando a cultura atinge a fase estacionaria, apesar de esforgos de
melhoria na taxa de transferéncia de oxigénio (através do aumento da vazao de ar ou da
velocidade de agitacdo). Esse parece ser o caso dos cultivos de Bacillus subtilis BL53

conduzidos a 750 rpm.

Para a velocidade de agitagao de 750 rpm, foi obtida a maior produgao de y-PGA
durante a fase estacionaria. Uma maior concentragdao de polimero provoca um aumento
na viscosidade do meio com conseqiiente aumento da resisténcia a transferéncia de
oxigénio (GARCIA-OCHOA et al., 2010). Em decorréncia disso, a concentracdo de
oxigénio dissolvido tende a permanecer em um patamar baixo, podendo limitar o
crescimento microbiano, como de fato ocorreu em 750 rpm e serd mostrado mais

adiante neste trabalho.
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Figura 4.8 Teor de oxigénio dissolvido durante o cultivo para produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53
sob diferentes velocidades de agitacdo e aeracdo 2 vvm.
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Figura 4.9 Teor de oxigénio dissolvido durante as primeiras 15 de horas de cultivo para producdo de
v-PGA por Bacillus subtilis BL53 sob diferentes velocidades de agitagdo e aeragdo 2 vvm.
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4.6.2 Velocidade de agitagdo, OUR e Qo»

A eficiéncia da transferéncia de oxigénio no seio do meio de cultura também
pode ser avaliada através de parametros como a taxa global de consumo de oxigénio
(OUR), a taxa especifica de consumo de oxigénio (Qgy) e o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (k a), os quais sdo utilizados tanto para o projeto quanto para
o escalonamento de processos. Esses parametros foram determinados durante as
primeiras horas de cultivos realizados a 500, 750 e 1000 rpm, utilizando o Método

Dinamico, conforme descrito no Capitulo 3.

Na Figura 4.10 é apresentado um grafico tipico obtido durante a utilizacdo do
Método Dinamico. O declinio da curva de oxigénio dissolvido reflete o momento em que
o fluxo de ar foi interrompido e a velocidade de agitacao foi reduzida a zero, sendo o
oxigénio consumido pelas bactérias. E, posteriormente, reflete quando a aeracao e a
agitacdao foram restabelecidas, provocando um aumento no oxigénio dissolvido no meio

de cultivo.
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Figura 4.10 Grafico experimental obtido durante realizacdo do Método Dinamico
para determinagdo do OUR, Qo, e k a para o cultivo de Bacillus subtilis BL53
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No declinio da curva foi determinada a inclinagdo da reta (OUR) e o valor de Qq;
foi calculado mediante Equacgao 2.1, utilizando a biomassa (X) medida neste momento.
Para a expressao do resultado foi considerada a percentagem de oxigénio dissolvido de
100 % como a concentracdo de oxigénio na saturacdo em agua a 37 °C e 1 atm, que é
6,7 mg O,/L (0,21 mmol/L) (WILDE, 2006). Embora os caldos de cultivo ndo sejam
constituidos de agua pura, essa suposicao €é utilizada também por outros autores quando
ha a necessidade de expressar o valor absoluto da concentragao de oxigénio dissolvido

(SCHIMIDELL et al. 2001).

Qp, = 1 OUR
X Equagao 2.1

Na Tabela 4.5 s3ao apresentados os valores da taxa global de consumo de oxigénio
(OUR) expressos como mmol 0,/L.h, enquanto que na Tabela 4.6 sdo apresentados os
valores da taxa especifica de consumo de oxigénio (Qp), expressos como mmol 0,/g
biomassa.h. Os parametros OUR, Qq, e ki a ndo foram calculados em 6 h e 8 h para os
cultivos de 500 rpm, pois nestes tempos o oxigénio dissolvido ja havia atingido valores

baixos que impossibilitavam a realizacao da medida.

Tabela 4.5 Taxa global de consumo de oxigénio para cultivos realizados a 500, 750 e 1000 rpm

Velocidade de OUR - Taxa global de consumo de oxigénio (mmol O/L.h)

Agitagdo (rpm) 3h 6 h Sh
500 rpm 1,54* - -
750 rpm 0,97 3,4 0,49
1000 rpm 0,80 6,8 1,9

* 6 = 0,04 mmol O,/L.h, calculado a partir da triplicata de cultivos realizados a 500 rpm
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Tabela 4.6 Taxa especifica de consumo de oxigénio para cultivos realizados a 500, 750 e 1000 rpm

Velocidade de Qo: - Taxa especifica de consumo de oxigénio (mmol O,/g biomassa.h)
Agitagdo (rpm) 3h 6h 8h

500 rpm 11,6* - -

750 rpm 12 12 0,35

1000 rpm 11 3,4 0,22

* 6 =0,2 mmol O,/g biomassa.h, calculado a partir da triplicata de cultivos realizados a 500 rpm

A partir dos resultados de OUR obtidos para 6 e 8 h, é possivel observar que
parece haver uma relacdo entre este parametro e a velocidade de agitacdo. Em
1000 rpm, os valores de OUR sdo superiores aqueles determinados para 750 rpm.
Sendo o oxigénio um substrato fundamental para o metabolismo de microrganismos
aerdbios, é ldgico esperar o comportamento observado, uma vez que uma maior
velocidade de agitacdao representa uma maior disponibilidade de oxigénio para as

células.

Até o momento, nenhum outro trabalho havia reportado a influéncia da
velocidade de agitagdao sobre a demanda de oxigénio por Bacillus produtores de y-PGA.
O estudo de Bandaiphet e Prasertsan (2006) sobre a influéncia da velocidade de agitacdo
na producdo de um exopolissacarideo por Enterobacter cloacae WD7, mostrou também
gue um acréscimo na velocidade agitacdo correspondia a um aumento da OUR. Isto
representa um indicio de que o metabolismo celular foi afetado pela maior

disponibilidade de oxigénio.

Em sistemas bioldgicos, onde a absorcdo de gas (oxigénio) é seguida por uma
reacao bioquimica, duas resisténcias podem controlar a taxa global: a transferéncia de
oxigénio da fase gasosa para a fase liquida e a rea¢do bioquimica na célula. As vezes, o
transporte dos substratos até a célula ocorre a uma taxa que é consideravelmente mais

elevada que a velocidade das reagdes bioquimicas. No entanto, se o fendbmeno da
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reacao bioquimica é mais rapido que a transferéncia de massa, essa Ultima pode
controlar a disponibilidade de oxigénio para a célula e assim limitar seu metabolismo

(GARCIA-OCHOA et al., 2010; BANDAIPHET; PRASERTSAN, 2006) .

Através da Tabela 4.5 também é possivel perceber que ocorreu um aumento na
demanda de oxigénio (OUR) do tempo de 3 h para 6 h nos cultivos realizados a 750 e
1000 rpm, com uma reducgao posterior na demanda em 8 h. Um comportamento similar
foi evidenciado por Richard e Margaritis (2003b) nas primeiras horas de cultivo de
Bacillus subtilis IFO 3335 em biorreator operando a 2 vwvm e 700 rpm, porém naquele
trabalho, a maxima OUR foi de 20 mmol O,/L.h e ocorreu mais tarde, em 10 horas de
cultivo. De acordo com Garcia-Ochoa et al. (2010) o valor da OUR aumenta durante a
fase exponencial de crescimento porque nesta etapa ocorre grande consumo de
substrato, diminuindo posteriormente devido a reducao da atividade metabdlica das

células a medida que se aproxima da fase estacionaria.

Segundo Garcia-Ochoa et al. (2010), uma queda brusca na concentracdo de
oxigénio dissolvido nas primeiras horas de alguns cultivos decorre da alta taxa
especifica de consumo de oxigénio (Qoy) no inicio da fase de laténcia. Como
observado na Tabela 4.6, o maior valor da Qqg, para Bacillus subtilis BL 53 ocorreu
justamente no inicio do cultivo com 11 e 12 mmol O,/g biomassa.h. Esses valores
podem ser considerados relativamente altos se comparados aos valores de Qg, para
a maioria dos microrganismos revisados por Garcia-Ochoa et al. (2010), como por
exemplo o Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki HD-1 com Qq, entre 2 e 15,5 mmol
O,/g biomassa.h. Para o cultivo de Xanthomonas campestris NRRL 1775 para
produ¢do de goma xantana, os valores de Qg, variaram de 2 a 15 mmol O,/g
biomassa.h, sendo o maximo valor observado em torno de 5 h de cultivo (GARCIA-
OCHOA; CASTRO; SANTOS, 2000). Richard e Margaritis (2003b) também obtiveram
um pico de Qo no inicio de cultivo, porém ele ocorreu em 9 h produgdo de y-PGA por

Bacillus subtilis IFO 3335. O valor de Qg, de 106 mmol O,/g biomassa.h obtido pelos
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autores foi bem superior ao reportado para outras bactérias (GARCIA-OCHOA et al.,

2010), incluindo os resultados obtidos neste trabalho.

A taxa especifica de consumo de oxigénio € caracteristica para cada
microrganismo e apresenta um pico estreito entre a fase de laténcia e o inicio da fase
exponencial, conforme mostrado por Garcia-Ochoa et al. (2010). Os resultados
apresentados nas Tabela 4.5 e Tabela 4.6 para os cultivos de Bacillus subtilis BL 53
parecem acompanhar esse padrao, porém um perfil mais consistente sé pode ser obtido
com a realizacdo de mais medidas. Neste caso, seria necessaria a utilizacdao de outros
métodos para a determinacdo do Qgy, uma vez que o Método Dinamico, utilizado neste
trabalho, ndo permite a realizacdo de um grande nimero de medidas sem interferéncia
no curso normal do processo; além disso, sua utilizacdao é invidvel quando o oxigénio

dissolvido atinge niveis muito baixos.

4.6.3 Velocidade de agitagdo e k a

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a) foi determinado
utilizando a Equacao 3.3, considerando a por¢ao ascendente da curva da Figura 4.10. Com

auxilio do software MATLAB, foi calculado e representado graficamente o In ( (_: -G )

k

versus (t-t;), conforme mostrado na Figura 4.11. Onde, | e Kk sdo indices que
representam varios pontos tomados na porcdo ascendente da curva e C é a
concentracao estaciondria de oxigénio dissolvido apds realizacdo do Método Dinamico.
Através da inclinagao da reta obtida pela regressao linear dos varios pontos do grafico

da Figura 4.11, os valores de k a foram calculados.

(C—QJ

"e-c

kLa:—k Equacdo 3.3
b —t;
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Figura 4.11 Gréfico tipico para a determinac&o do kja, obtido a partir dos dados experimentais do cultivo
de Bacillus subtilis BL53

O k, a foi determinado nas primeiras horas de cultivo do Bacillus subtilis BL53 para
ensaios conduzidos em biorreator a uma taxa de aeracdao de 2 vvm e velocidade de
agitacdo de 500, 750 e 1000 rpm. Na Figura 4.12, para melhor visualiza¢cdo do resultado
obtido, o k;a é apresentado de duas formas distintas: (a) em fun¢do da velocidade de
agitacdo e (b) em funcdo do tempo de cultivo. Como pode ser observado, ha
nitidamente uma correlacdo entre k; a, velocidade de agitacdo e tempo. O k,.a aumenta
com o acréscimo da velocidade de agitacao e diminui a medida que aumenta o tempo de
cultivo. O maior valor de kia é 210 h™ e foi obtido a 1000 rpm num tempo de 3 h de
cultivo, enquanto que 38 h™ é o menor valor que foi obtido a 500 rpm e 8 horas de

cultivo.
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Figura 4.12 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k a) para cultivos de Bacillus
subtilis BL53 (a) em fungdo da velocidade de agitagdo para3 h(m), 6 h (O) e 8 h( V) de cultivo e (b) em fungdo
do tempo de cultivo para velocidades de agitacdo de 750 (00) e 1000 rpm (®).

Considerando o tempo de cultivo de 3 h na Figura 4.12a, o acréscimo na
velocidade de agitacdo de 500 para 1000 rpm provocou um aumento de
aproximadamente 4 vezes no valor de k a, passando de 53 para 210 h™. Bandaiphet e
Prasertsan (2006) estudaram a influéncia da agita¢cdo sobre o k a na producdo de um
exopolissacarideo por Entobacter cloacae e também observaram um aumento no valor
desse parametro quando a agitacao era incrementada. Naquele trabalho, o acréscimo de
500 para 1200 rpm provocou um aumento de cerca de 9 vezes no valor do k;a, sendo
gue o aumento provocado pelo incremento na taxa de aeracdo foi bem menos
expressivo. O comportamento do k;a evidenciado no presente estudo e no trabalho de
Bandaiphet e Prasertsan (2006) esta de acordo com o descrito anteriormente por Doran
(1995), isto é, em condicdes tipicas de operacdo, o aumento na velocidade de agitacdo
provoca uma aumento no valor do k a devido a captura das bolhas de gas sob as pas do

agitador que é disperso gradualmente através do meio liquido.

O decréscimo do kia com o tempo de cultivo, observado na Figura 4.12b,
provavelmente ocorre devido ao aumento da viscosidade do meio decorrente da

producdo de y-PGA. Segundo Garcia-Ochoa et al. (2010), a viscosidade de meios para
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producado de biopolimeros aumenta drasticamente ao longo do cultivo, provocando um

aumento na resisténcia a transferéncia de massa, ou seja, diminuindo o k; a.

Richard e Margaritis (2003b) mediram o k a ao longo do cultivo de Bacillus subtilis
IFO 3335 na produgdo de y-PGA, mas ndo avaliaram a influéncia de diferentes
velocidades de agita¢dao. Em cultivo conduzido em biorreator a 2 vvm e 700 rpm, aqueles
autores encontraram um k.a de 80 h™ em 8 h (primeira medida) e um pico de 154 h*
em 24 h de cultivo (final da fase exponencial) com 5 g /L de y-PGA. Como serd visto mais
adiante, a fase exponencial dos cultivos de Bacillus subtilis BL 53 ocorreu um pouco antes
e quantidades aprecidveis de y-PGA ja haviam sido obtidas no final desta fase; em 750
rpm, a produgdo de y-PGA foi superior a 5 g/L em 12 horas. A maior concentragdo do
biopolimero no meio (e a maior de viscosidade) provavelmente explique os menores
valores de k;a obtidos para 8 h de cultivo por Bacillus subtilis BL 53 em relagdo aos
resultados de Richard e Margaritis (2003b). Além disso, a composicdo diferenciada dos
dois meios de cultivo e as caracteristicas intrinsecas de cada uma das linhagens

contribuem para a obtencao de resultados diferentes.
4.6.4 Velocidade de agitagdo e viabilidade celular

Na Figura 4.13 sao mostradas as curvas de crescimento para o Bacillus subtilis BL53
cultivado a 37 °C em biorreator operando com taxa de aeracdo de 2 vwm e diferentes
velocidades de agitacdo. Para as trés condi¢cdes de agitacdo, uma concentracdo de
células vidveis em torno de 10° UFC/mL foi atingida ap6s 36 horas, ndo havendo perda
de viabilidade celular até o término do cultivo (96 h), mesmo em altas velocidades de
agitacdo. Esses resultados estdo em acordo com Cromwick, Birrer e Gross (1996) que
encontram igual concentragao de células vidveis na fase estaciondria do cultivo de
Bacillus licheniformis ATCC 9945A e relataram a nao existéncia de perdas significativas da
viabilidade celular. Porém, naquele trabalho a aeragao foi mantida em condi¢gdes mais

brandas (0,5 vwvm e 250 rpm).
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Figura 4.13 Teor de células vidveis durante a produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 para cultivos
conduzidos a 2 vvm e velocidades de agitacdo de 500 rpm (®), 750 rpm () e 1000 rpm (4A)

Em muitos processos, a transferéncia de oxigénio controla o crescimento
microbiano, podendo afetar a evolucdo de processos biolégicos (GARCIA-OCHOA et al.,
2010). Para melhor avaliar esse efeito, neste trabalho, os dados de contagem de células
viaveis foram ajustados ao Modelo de Crescimento Logistico (ZWIETERING et. al., 1990),
apresentado no Capitulo 3. Os parametros cinéticos Xmax, tmax € t., obtidos através do
ajuste, fornecem informacdes Uteis sobre a cinética de cultivo e permitem comparar as
trés velocidades de agitacdo utilizadas. Xy representa o maximo valor de células
vidveis (X) que se apresenta como um patamar na curva de crescimento (fase
estaciondria), tmax € @ maxima velocidade especifica de crescimento (obtida na fase
exponencial) e t. corresponde ao tempo no qual a = timax /2, fornecendo uma estimativa
do tempo no qual ocorre a transicao entre a fase exponencial e a estacionaria. Na Tabela
4.7 sao mostrados os parametros ajustados para cada velocidade de agitagdao, bem como

o coeficiente de determinagao R%,
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Tabela 4.7 Ajuste das curvas de crescimento ao Modelo Logistico e respectivos parametros

a‘;‘jﬁ‘;zg:ifpi’: ) Xoas(log UFC/mL) Limax (h7) t. (h) R’
500 9,39 0,062 15 0,999
750 9,11 0,095 11 0,904
1000 9,31 0,102 8,4 0,974

Como pode ser observado na Tabela 4.7, o aumento na velocidade de agitacdo
claramente influenciou os parametros cinéticos de crescimento do Bacillus subtilis BL53.
Quanto maior foi a agitacdao empregada maior foi a velocidade especifica de crescimento
(Umax) na fase logaritmica e menor o tempo para o alcance da fase estacionaria. Ao
aumentar a velocidade de agitacdo de 500 para 750 rpm houve um aumento na
velocidade especifica de crescimento em cerca de 35 %, sendo que de 750 para
1000 rpm o aumento foi 10%. No entanto, a quantidade final de microrganismos
praticamente ndo foi alterada, sendo ligeiramente menor em 750 rpm refletindo a

menor concentracao de oxigénio dissolvido na fase estacionaria (Figura 4.8).

Bajaj e Singhal (2010) também reportaram o efeito positivo do aumento da
velocidade de agitacao sobre a producdo de biomassa celular (biomassa celular seca) de
Bacillus licheniformis NCIM 2324, obtendo maiores resultados quando operaram a 1 vwvm
e 1000 rpm. No entanto, esses autores nao avaliaram viabilidade celular e nao chegaram
a calcular parametros cinéticos. O impacto do aumento da agitacao sobre a velocidade
especifica de crescimento esta diretamente relacionado ao aumento de transferéncia de
massa (k@) na fase exponencial, que propicia uma maior disponibilizacdo de oxigénio
aos microrganismos, intensificando o metabolismo aerdbio, como observado pelo
aumento da taxa global de consumo de oxigénio (OUR). Além disso, uma agitacao
vigorosa propicia a homogeneizacdao do meio de cultura e suprimento adequado de
nutrientes as células mesmo em caldos de cultivo altamente viscosos (GARCIA-OCHOA et

al., 2010; BAJAJ; SINGHAL, 2010).
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A correlacdo existente entre disponibilidade de oxigénio (agitacdo) e crescimento
microbiano na fase exponencial pode ser verificada através da observagao da Figura 4.9
e dos parametros cinéticos mostrados na Tabela 4.7. Quanto mais abrupto foi o declinio
na concentragao de oxigénio dissolvido nas primeiras horas de cultivo, tanto menor foi a
velocidade especifica de crescimento e maior o tempo de duragao da fase exponencial. A
gueda da concentracao de oxigénio dissolvido desacelera o metabolismo aerdbico,
diminuindo a inclinagao da curva de crescimento exponencial e ampliando o tempo de

duracao desta fase, ja que o numero final de microrganismos praticamente nao se altera.

Apds a entrada na fase estaciondria, o metabolismo microbiano diminui e a
concentracao de oxigénio dissolvido tende a aumentar. Esse aumento na concentracao
de oxigénio dissolvido pode ser claramente observado para as velocidades de 500 e
1000 rpm na Figura 4.8, coincidindo com um tempo ligeiramente superior a duas vezes o
valor de t; (Tabela 4.7), estimado como final da fase exponencial de acordo com o

modelo cinético.

4.6.5 Velocidade de agitagdo e produgdo do y~-PGA

A influéncia de diferentes velocidades de agitacao sobre a produgdo de y-PGA ja
foi investigada anteriormente para cultivos de Bacillus licheniformis, mas esta é a
primeira vez que se faz este tipo de estudo para Bacillus subtilis. Na Figura 4.14 sao
mostradas as curvas de produgao de y-PGA e na Figura 4.15 sdao mostradas as curvas de
produtividade do polimero por Bacillus subtilis BL53 em cultivo conduzido em biorreator

a 37 °C, com taxa de aeracdo de 2 vwvm e diferentes velocidades de agitac3o.

E possivel perceber através da Figura 4.14, que o aumento na velocidade de
agitacao conduz a uma maior produgao de y-PGA, pelo menos até 48 h de cultivo, apds
esse periodo, ocorre uma estabilizagdo na concentracdo de y-PGA para o cultivo

conduzido a 1000 rpm. Ainda assim, nos cultivos conduzidos a 500 e 750 rpm nao
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parece haver inibicdo da produgdo de y-PGA em decorréncia de baixas concentragdes de
oxigénio dissolvido, mesmo em situa¢gdes onde a concentracao ficou abaixo de 10%,

como mostrado na Figura 4.8.
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Figura 4.14 Produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 para cultivos conduzidos a 2 vwm e velocidades
de agitacdo de 500 rpm (®), 750 rpm (00) e 1000 rpm (4A)

Em bioprocessos aerdbicos, o oxigénio é um substrato fundamental empregado
tanto para a manutencdao do crescimento microbiano quanto em outras vias
metabdlicas, incluindo a sintese de produtos (GARCIA-OCHOA et al., 2010). Por isso,
todas as estratégias utilizadas para melhorar a transferéncia de oxigénio devem a priori

contribuir para o aumento de rendimento e produtividade dos cultivos.

O trabalho de Cromwick, Birrer e Gross (1996) foi o primeiro a investigar a
influéncia do uso de diferentes condi¢cGes de aeracdo/agitacdo sobre a producdo de
v-PGA. Esses autores testaram duas condig¢ées (0,5 vvm / 250 rpm e 1 vwm /800 rpm)
para cultivos de Bacillus licheniformis ATCC 9945A e conseguiram dobrar a producao do
polimero, utilizando a condicao de maior aeragdao, na qual também verificaram um

decréscimo na concentragao de y-PGA ao final da fase estaciondria. Recentemente, Bajaj
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e Singhal (2010) retornaram a tematica ampliando a faixa de avaliacdo das condices de
aeracao e agitacao utilizadas no cultivo do Bacillus licheniformis NCIM 2324. Esses
autores também verificaram o aumento na concentragao de y-PGA pelo aumento da
agitacdo e em menor grau pelo aumento da aeragao. Em condi¢des de intensa agitacao
combinada com baixa aeragao e vice-versa foram obtidas as menores produgdes. Porém,
naquele estudo o k a n3o foi calculado, ndo sendo possivel maiores consideracdes a

respeito da transferéncia de oxigénio.

No presente trabalho, o k a foi calculado para cada uma das trés condi¢cdes de
agitacdo empregadas nos cultivos de Bacillus subtilis BL53. A comparacao da produgdo
de y-PGA para cada velocidade de agitagao (Figura 4.14) com os respectivos coeficientes
de transferéncia de oxigénio (k,a) (Figura 4.12), permite concluir que um maior k,a na
fase exponencial conduz a uma maior produgao de y-PGA. Além disso, verifica-se que a
medida que a fase exponencial se estende, menores sdo os valores de k a medidos para
cada cultivo. Esse decréscimo no valor de k a estd relacionado com o aumento da
produgdo de y-PGA decorrente do aumento da viscosidade do meio ja nas primeiras
horas de cultivo, quando inclusive ocorrem as maiores produtividades, como observado
na Figura 4.15. A correlacdo entre ka e producdo de polimero ja foi documentada
anteriormente por Borges et al. (2008) e Garcia-Ochoa, Castro e Santos (2000) para a
goma xantana, que observaram que o aumento de ka decorre do aumento da
velocidade de agitacao e sua diminuicao estd associada com o aumento da concentragdo

de polimero formado.

As maiores produtividades de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 foram obtidas em 12
horas de cultivo, sendo que maiores valores foram obtidos quando foram empregadas
maiores velocidades de agitagdo (maior transferéncia de oxigénio). A maxima
produtividade de y-PGA obtida a 1000 rpm foi aproximadamente 0,8 g/L.h, sendo superior
a maior produtividade obtida por Cromwick, Birrer e Gross (1996) para cultivo de Bacillus

licheniformis ATCC 9945A e de Bajaj e Singhal (2010) para Bacillus licheniformis NCIM 2324
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e semelhante a mdxima produtividade referida por Richard e Margaritis (2003b) para
Bacillis subtilis IFO 3335. Porém, no presente trabalho a maior produtividade de y-PGA
ocorreu bem antes do tempo relatado por outros autores. A alta produtividade de y-PGA
ja nas primeiras horas de cultivo pode explicar a queda tao abrupta na concentracao de

oxigénio dissolvido, conforme referido anteriormente neste trabalho.
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Figura 4.15 Produtividade de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 para cultivos conduzidos a 2 vwm e
velocidades de agita¢do de 500 rpm (®), 750 rpm () e 1000 rpm (A )

A tendéncia a redugdo na produtividade de y-PGA por Bacillus subtilis BL 53 ao
longo do cultivo estd relacionada com o aumento da concentracdo do polimero
(aumento da viscosidade do meio) e a conseqliente reducdo da transferéncia de
oxigénio. Ja o declinio mais acentuado na curva de 1000 rpm apds as 48 h pode ser
decorrente de um outro efeito, que pode ser melhor compreendido através da Figura
4.14. A redugdo na produgdo e na produtividade de y-PGA apds 48 horas pode ser um
indicio da degradacdo de polimero devido as altas tensdes de cisalhamento provocadas

pela intensa agitacdo, uma vez que o mesmo efeito ndo foi observado nos cultivos

conduzidos a 500 e 750 rpm.
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Esse efeito ja foi documentado na producdo de outros polimeros como goma
xantana (CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000), goma gelana (GIAVASIS; HARVEY;
MCNEIL, 2006) e para um exopolissacarideo produzido por Enterobacter cloacae
(BANDAIPHET; PRASERTSAN, 2006). No entanto, convém também nao descartar, no caso
especifico do y-PGA, a influéncia das depolimerases, cuja atividade é induzida em
condigGes de deplegdo de fontes de carbono e/ou aumento de concentragdo de y-PGA,
durante a fase estacionaria (CROMWICK, BIRRER; GROSS, 1996), com o consumo do
polimero como fonte de reserva (KIMURA et al., 2004). Outra hipdtese levantada por
Bandaiphet e Prasertsan (2006) é de que a reduc¢do na producao de metabdlitos em
cultivos intensamente agitados estaria relacionada a deformacao e injuria celular como
resultado da exposicao a altas tensdes de cisalhamento, o que levaria a inibicao do
crescimento e da atividade metabdlica através do bloqueio no transporte de nutrientes e

consumo pela célula.

As consideragdes feitas a respeito da produgao e produtividade do y-PGA nos
cultivos de Bacillus subtilis BL53 sugerem a existéncia de uma condicdo 6tima de
operacdo para a producao desse polimero, situada em torno de 36 a 48 h para o cultivo
conduzido a 2 vwvm e 1000 rpm, visto que apds esse momento ndao ha mais aumento da
producao que justifique continuidade do processo. Considerando a estratégia utilizada
para melhorar a transferéncia de oxigénio, verifica-se que o tempo de cultivo pode ser
reduzido em cerca de 50% ao aumentar a velocidade de agitagao de 500 para 1000 rpm,
representando uma economia no custo do processo. E claro que é necessario também
considerar o impacto do aumento da velocidade de agitacdo sobre o custo final do
processo, bem como as implicagdes operacionais de empregar uma agita¢ao tao intensa
em cultivos de maior escala. Neste sentido, o escalonamento baseado no critério da
manutenc¢do do k a constante seria a estratégia mais adequada, uma vez que esse é o
critério mais utilizado para ampliacdo de escala em processos aerdbios, principalmente

naqueles que envolvem alta demanda de oxigénio, como é o caso da produgdo de y-PGA.



RESULTADOS E DISCUSSOES 89

4.7 Potencialidades para produgao de y-PGA utilizando residuos
industriais

Paralelamente aos cultivos submersos realizados com Caldo E, foi feita uma
avaliagdo preliminar para a utilizagdao de residuos industriais como substratos para a
producdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53. Dentre os residuos disponiveis
industrialmente, selecionou-se o residuo fibroso de soja e o glicerol residual de biodiesel.
Esses residuos foram escolhidos em decorréncia de sua composicao que representava
potencial para uso na produgdo de y-PGA; e também, em decorréncia do tamanho da
indUstria de processamento de soja e de biodiesel no Brasil, o que representaria

abundancia no fornecimento desses residuos.
4.7.1 Cultivo submerso utilizando glicerol residual de biodiesel

Em cultivo submerso, o glicerol é o componente majoritario dos meios para
produgao de y-PGA. O glicerol também é o principal subproduto da produgdo do
biodiesel, sendo gerado numa propor¢cao de 10 para 90 partes em volume do total
produzido em biodiesel. Segundo previsGes de especialistas, o volume desse residuo
tende a aumentar no Brasil nos proximos anos, principalmente em decorréncia dos
incentivos para a producao de combustiveis de origem alternativa ao petréleo. Em 2004,
o Governo Federal instituiu o Programa Nacional de Produ¢ao e Uso do Biodiesel, que
prevé que este biocombustivel seja adicionado ao diesel féssil. Em 2008, o diesel
comercializado em todo territdrio nacional passou a conter, obrigatoriamente, 3% de
biodiesel (B3) e para 2013 estd previsto o aumento deste percentual para 5% (B5)

(MOTA; SILVA; GONCALVES, 2009).

Tanto no Brasil como no resto do mundo, o aumento dos excedentes de glicerol
oriundo de biodiesel tem levado a uma saturagao no mercado, uma vez que 0S USOS
convencionais de glicerol n3ao conseguem absorver todo o volume extra gerado,

resultando na diminuicdo expressiva dos precos mundiais desse insumo, conforme
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reportado por Johnson e Taconi (2007). Deste modo, havendo viabilidade técnica, a
utilizagao de glicerol residual se constituiria numa alternativa interessante para a

producgao de y-PGA e também agregaria valor a cadeia de biodiesel.

Com o objetivo de verificar a possibilidade de substituicao do glicerol P.A. por
glicerol residual de biodiesel na composicao do Caldo E, foram conduzidos cultivos em
frascos de 125 mL em agitador orbital (shaker) a 180 rpm, com percentagem de indculo
de 4%. Os cultivos foram avaliados por 96 h e empregaram as condigdes dtimas obtidas
no DCCR, sendo realizados em duplicata. Foi considerado o grau de pureza do glicerol
residual, a fim de se adicionar quantidade idéntica a prevista na formulacdao do meio

convencional. O laudo do glicerol residual utilizado € mostrado no Apéndice B.

Como observado através do grafico da Figura 4.16, a substituicdo de glicerol P.A.
por glicerol residual é alternativa vidvel tecnicamente, porém as concentragdes de y-PGA
obtidas utilizando glicerol residual foram um pouco menores do que aquelas obtidas
para o cultivo com meio convencional. Isso pode ter ocorrido em decorréncia da
presenca de compostos inibidores de microrganismos, geralmente presentes em glicerol
residual obtido a partir da sintese quimica de biodiesel. De acordo com Johnson e Taconi
(2007), o glicerol bruto gerado durante a producao de biodiesel contém impurezas tais
como o alcoois, sais, metais pesados e agua. No entanto, em 72 h, os dois cultivos
apresentaram concentragdes semelhantes de y-PGA, dando indicios que o efeito

inibitério ndo é tao deletério para a produgao de y-PGA por Bacillus subtilis BL53.

Os resultados obtidos apontam para a possibilidade da utilizacdao do glicerol
residual em meios de cultivo para a produg¢do de y-PGA. Isto é particularmente
importante, se for considerado que o glicerol é um componente adicionado em maior
guantidade ao meio de cultivo e que existe grande disponibilidade de glicerol residual
oriundo de plantas processadoras de biodiesel no Brasil. De acordo com Mota, Silva e

Goncgalves (2009), estima-se uma producdo de cerca de 100 mil toneladas de glicerina
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por ano com a entrada do B3 em 2008 e cerca de 250 mil toneladas a cada ano sao

projetadas, a partir de 2013, com a introduc¢ao do B5.

Tempo (h)

Figura 4.16 Produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53, sob condigdes otimizadas pelo DCCR,
conduzidos em agitador orbital a 180 rpm, utilizando meio de cultivo com glicerol P.A. (®) e glicerol
residual de biodiesel (o)

No que se refere as impurezas que acompanham o glicerol bruto, atencao deve
ser prestada principalmente no caso de uso do y-PGA produzido para fins alimenticios e
farmacéuticos. Neste caso, deve se preferir o uso de glicerol residual purificado de custo
de aquisicao mais elevado; ou ainda, recorrer a processos de purificacdo pods-cultivo

capazes de remover as impurezas que ainda restem no produto final.

4.7.2 Cultivo em estado sdlido utilizando o residuo fibroso de soja

Segundo dados da FAO (2010), o Brasil é o segundo maior produtor mundial de
soja com aproximadamente 57 milhdes de toneladas produzidas em 2009, ficando
somente atras dos Estados Unidos que produziu cerca de 91 milhdes de toneladas dessa
oleaginosa no mesmo periodo. Em 2009, o Rio Grande do Sul produziu em 2009 quase

9 milhdes de toneladas de soja, ficando atras de Mato Grosso e Parana (IBGE, 2009).
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Do total da soja produzida no Brasil em 2009, aproximadamente 50% foi
exportada na forma de graos, segundo dados da ABIOVE (2010), sendo o restante (cerca
de 28 milhdes de toneladas) processado em territério brasileiro. O processamento
industrial da soja, em linhas gerais, objetiva a extracdao do 6leo e a obtenc¢ao da proteina
isolada. Para obtencao de proteina isolada é gerada uma grande quantidade de residuos
fibrosos. O residuo fibroso de soja (RFS) é constituido principalmente por proteina
insoluvel, hemicelulose e celulose, representando respectivamente 28, 23 e 16% em

base seca (HECK; HERTZ; AYUB, 2002).

O RFS foi utilizado como substrato para cultivo de estado sélido por Heck et al.
(2005), Soares, Assmann e Ayub (2003) e Heck, Hertz e Ayub (2002) na produgao de
celulase, xilanase e transglutaminase. Os resultados obtidos por estes autores
demonstraram o potencial do RFS para a obtencao de outros bioprodutos, sendo,
portanto esse o residuo testado nesta etapa do trabalho. Salienta-se ainda que em
paises asidticos a soja é amplamente utilizada para a producao do Natto, produto rico

em y-PGA produzido pelo cultivo de linhagens especificas de Bacillus subtilis.

Nos cultivos realizados no presente trabalho, o RFS foi utilizado como substrato
base. O teor de umidade original do RFS é 10%, porém meio liquido foi adicionado ao
RFS, conforme descrito no item Metodologia, com o objetivo de elevar o conteudo de
umidade do substrato, tamponar o meio e/ou e fornecer nutrientes. Ao RFS do cultivo
designado como CES1 foi adicionada solucdo salina tamponada (pH 7,0), sendo que ao
RFS do CES2 utilizou-se o meio Bushnell-Hass modificado (pH 7,0). Além da composicao
convencional, o meio Bushnell-Hass modificado apresenta acido-glutamico e cdtion

Mn?*, conforme descrito no capitulo de Metodologia.

Na Figura 4.17 é apresentada a produgdo de y-PGA a partir de cultivo de Bacillus
subtilis BL 53 sobre o residuo fibroso de soja (RFS) adicionado de solugao salina (CES1) e

de meio Bushnell-Hass modificado (CES 2). Os cultivos foram conduzidos a 37°C em
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biorreatores cilindricos de vidro e uma aera¢do de 250 mL/min foi fornecida em fluxo

ascendente através do leito.
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Figura 4.17 Efeito da adi¢do do meio Bushnell-Hass modificado na produgdo de y-PGA a partir de cultivo
de Bacillus subtilis BL53 sobre RFS, a 37 °C, aeracdo de 250 mL/min
(m) CES1 (RFS e solugdo salina tamponada), (e) CES2 (RFS e meio Bushnell-Hass modificado)

E possivel observar através da Figura 4.17 a influéncia da adicdo do meio
Bushnell-Hass modificado na produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53. Ambos os
meios CES1 e CES2 tinham como base o residuo fibroso de soja (RFS), no entanto,
enquanto no primeiro foi adicionada solucao salina tamponada como meio liquido, no
segundo um meio mais rico contendo acido glutamico e minerais foi utilizado. A adi¢ao
de nutrientes ao substrato de RFS (CES2) tornou possivel a produgdo de y-PGA. Diversos
autores relatam a importancia da presenca de acido glutamico e de cations divalentes
para a biosintese de acido y-poliglutamico, sendo a produgdo desse polimero altamente

dependente da composi¢ao do meio utilizado.
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Os mondmeros incorporados ao polimero de y-PGA podem ser provenientes do
meio de cultivo ou podem ser sintetizados a partir de precursores oriundos do ciclo do
acido citrico (TCA) (YOON; LEE, 2002). Considerando a composicao complexa do RFS nao
€ possivel afirmar com certeza a origem os monomeros utilizados para a polimerizagao
do y-PGA no cultivo CES2, mas muito provavelmente a origem é o meio Bushnell-Hass
modificado. Ainda assim, a adicao de acido citrico ao meio de cultivo poderia representar
um aumento na produg¢do de y-PGA, a medida que uma rota metabdlica geradora de
acido glutamico enddgeno também pudesse ser utilizada para o fornecimento desse

mondmero.

O mecanismo de polimerizagao do y-PGA proposto por Ashiuchi, Soda e Misono
(1999) envolve a agdo do complexo enzimatico y-PGA-sintetase (PgsBCA), associado a
membrana celular. Os mesmos autores mostraram que a atividade do complexo PgsBCA
estd intimamente ligada a presenca dos fons Mn** Mg®*, considerados cofatores. Deste
modo, o aumento na produgao de y-PGA obtido com o meio CES2 também pode ter

resultado da adicdo dos sais de Mn*" e Mg”".

Mesmo a produgao de y-PGA tendo aumentado grandemente do meio de cultivo
CES1 para o meio CES2, a quantidade obtida ainda é pequena quando comparada as
obtidas por outros autores utilizando cultivo de estado sélido (OH et al., 2007; CHEN et
al.,, 2005a; CHEN et al., 2005b). No entanto, esses autores utilizaram meios mais
enriquecidos e conduziram os cultivos com pequena quantidade de substrato em frascos

com grande area superficial com aerag¢ao natural.

O meio CES2 é relativamente pobre em fontes de carbono prontamente
assimilaveis (o teor de agucares redutores da RFS é de apenas 2%) o que pode ter
restringido o crescimento microbiano e induzido a degradagao do y-PGA por hidrolases,
no final da fase estacionaria, conforme indicado por Kimura et al. (2004) e Richard e

Margaritis (2003b). Esse ultimo aspecto justificaria também o decréscimo na
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concentragao de y-PGA apds 24 horas. Vale ainda salientar, que o y-PGA é um composto
de reserva para precursores de carbono e de nitrogénio ou fonte de energia (SCHREIER,

1993 apud CANDELA; FOUET, 2006), podendo ser degradado com essa finalidade.

Outra hipdtese que poderia explicar a baixa produgao de y-PGA nos cultivos é a
insuficiéncia da aeracao fornecida ao leito de substrato. Como ja evidenciado para os
cultivos submersos de Bacillus subtilis BL53, a transferéncia de oxigénio é um fator
importante na produgao do y-PGA, sendo, portanto esperado que a aeragao aplicada ao
substrato solido apresente similar importancia na producao desse polimero em cultivos

de estado solido.

Observacgdes realizadas durante os cultivos dao indicios da aeragao ineficiente,
como por exemplo, o crescimento irregular da biomassa microbiana (visualizagao de
crescimento caracteristico somente em regides mais expostas ao fluxo de ar) e a geragdo
de odores desagraddveis, lembrando a acido acético. Shih e Van (2001) reportaram a
secrecdao de acido acético e acetoina (2,3 butanediol) em meios de cultivo de B.
licheniformis. A presenca de acetoina é um indicativo de que o nivel de oxigénio do meio
ndo é suficiente para suportar um metabolismo completamente aerébico (CROMWICK;
BIRRER; GROSS, 1996). Oh et al. (2007) também observaram a gera¢do de odores
desagraddveis apds 24 h de cultivo em estado sélido do B. subtilis KU-A e do B. subtilis
GT-D, sobre o substrato constituido principalmente de torta de soja. Por esse motivo,
aqueles autores consideraram limitante a utilizacdo de cultivos de mais de 24 h para

producdo de y-PGA para fins alimenticios.

Segundo Raghavarao, Ranganathan e Karanth (2003), o cultivo de estado sdlido
(CES) é freqlientemente mais simples e necessita de menores requisitos energéticos do
gue o cultivo submerso. No entanto, ha desvantagens como dificuldades de transporte
de massa e de calor através do meio e a caréncia de sensores e de técnicas eficientes

especificas para o controle do processo, principalmente em operagées continuas.
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Os resultados obtidos sugerem portanto a necessidade da realizagdao de estudos
mais aprofundados para suplementacao de nutrientes ao RFS e para a melhoria das
condigdes de aeragdo de forma a aumentar a produgdo de y-PGA em cultivo de estado
sélido. A utilizacdo de biorreator do tipo tambor rotativo também parece ser uma boa
alternativa para esse tipo de cultivo. Além disso, é necessario que se faga uma avaliacao

dos gastos com a suplementacado de nutrientes.

4.7.3 Consideragoes sobre a utilizagdo de residuos industriais para a

produgdo de y-PGA

A utilizagdo de residuos de baixo valor comercial como substrato ou componente
de meios de cultivo é uma das formas de se reduzir os custos de producdo em
bioprocessos. Tanto o glicerol residual de biodiesel quanto o residuo fibroso de soja
mostraram-se residuos promissores para emprego em cultivos para a producdao de
v-PGA. Porém é necessaria a realizagao de estudos mais detalhados de forma a se obter

produgdes competitivas em comparacao ao uso de meios de cultivo convencionais.

Além do glicerol residual de biodiesel e do residuo fibroso de soja, devem
merecer atencdo e requerem igualmente estudos aprofundados os residuos da
industrializacdo de citricos e o soro de queijo proveniente da industria de laticinios. O
primeiro por apresentar em sua composicdo o acido citrico e o segundo pelo
fornecimento de aminodcidos, em especial o acido glutamico, glutamina e arginina que
sdo essenciais para produgao de y-PGA de alta massa molecular, conforme descrito por

Ashiuchi et al. (2001b).
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Conclusao

Este trabalho estudou a produgdo de acido y-poliglutamico a partir do cultivo de
uma nova linhagem de Bacillus isolada de ambiente amazobnico, o Bacillus subtilis BL53.
Através dessa investigacao foi possivel aprofundar o conhecimento relativo a produgao
desse biopolimero, que é um dos mais promissores da industria de biomateriais. As
principais contribuicdes desse trabalho dizem respeito a identificacdo de uma nova
linhagem produtora de y-PGA e a otimizagdo de condigdes operacionais para seu cultivo,
em especial aos aspectos relacionados a transferéncia de oxigénio. Outra contribuicao
esta relacionada a avaliagao preliminar para o aproveitamento de residuos gerados pelas
industrias brasileiras para a produgao de y-PGA. Deste modo, as principais conclusdes

obtidas durante o desenvolvimento desse trabalho sdao agora apresentadas.

Das bactérias testadas, cinco linhagens isoladas de ambiente amazonico
mostraram capacidade de produzir y-PGA quando cultivadas em Caldo E. A linhagem
BL53 foi aquela que apresentou a maior producao e produtividade em 96 h de cultivo
a 37 °C. A andlise da seqiiéncia do gene 16S DNAr dessa linhagem e suas

caracteristicas bioquimicas permitiram sua identificagao como Bacillus subtilis BL53.
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A avaliacdo das condi¢des para o cultivo submerso em agitador orbital da
linhagem Bacillus subtilis BL53, realizada através do delineamento composto central
rotacional (DCCR), apontou como ponto 6timo de produgdo de y-PGA a temperatura
de 37 °C, o pH inicial de 6,9 e a concentracdo de 1,22 mM de Zn** suplementada ao
Caldo E. Nas condigdes otimizadas, a produgdo de y-PGA foi igual a 10,4 g/L, cerca de

trés vezes maior do que a obtida em condi¢des convencionais de cultivo em Caldo E.

A condugdo do processo de produgao de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 nao
exige controle rigoroso do pH, conforme evidenciado durante a realizagdo de ensaios
experimentais. Mesmo quando diferentes valores de pH inicial foram utilizados, o
meio tendeu a um tamponamento, com valores entre 7,0 e 7,5, numa faixa favoravel

a producao do polimero.

A utilizacdo de aeracao e agitacdo na mudanca de escala de producdo do
v-PGA por Bacillus subtilis BL53, passando de frascos de 125 mL em agitador orbital

para biorreatores de 5 L, aumentou a producdo do biopolimero em mais de 70 %.

A produgdo de y-PGA por Bacillus subtilis BL53 é altamente dependente da
transferéncia de oxigénio, sendo que o teor de oxigénio dissolvido decai bruscamente
nas primeiras 15 horas de cultivo, como resultado da elevada demanda de oxigénio
pelas bactérias (OUR). No entanto, o aumento da velocidade de agitacdo no
biorreator possibilita uma maior transferéncia de massa e maior disponibilidade de
oxigénio no meio, que induz ao aumento na taxa de consumo de oxigénio pelas

bactérias, conduzindo a maiores produgdes de y-PGA.

No cultivo de Bacillus subtilis BL53 para produgdo de y-PGA, o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,a) aumenta com o acréscimo da
velocidade de agitacdo e diminui ao longo da fase exponencial com o acréscimo na

concentragao de y-PGA no meio. Em 3 h de cultivo com aeracdo de 2 vvm, a
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intensificacdo da agitacdo de 500 para 1000 rpm provocou um aumento de
aproximadamente 4 vezes no valor do k.a, passando de 53 para 210 h™. A
comparagao da produgdao de y-PGA para cada velocidade de agitacdo mostrou que
um maior kia na fase exponencial conduz a uma maior produgdo de y-PGA pelo

cultivo.

A velocidade de agitacdo empregada no biorreator também influenciou os
parametros cinéticos de crescimento do Bacillus subtilis BL53. Quanto maior foi a
agitacdo empregada, maior foi a velocidade especifica de crescimento na fase
logaritmica (Umax), POrém a quantidade final de microrganismos praticamente nao foi
alterada. Uma concentracdo de células vidveis em torno de 10° UFC/mL foi atingida
na fase estaciondria, ndao havendo perda de viabilidade celular até o término do

cultivo (96 h), mesmo em altas velocidades de agitacao.

O aumento na velocidade de agitagdao conduziu a uma maior produgao de y-
PGA durante o cultivo, somente até 48 h. Apds esse periodo, ocorre uma
estabilizagdo na concentragdo de y-PGA em torno de 17 g/L, para o cultivo conduzido
a 1000 rpm. Concentragdes ligeiramente mais elevadas sdao observadas somente apds
72 h para velocidades de agitacao mais brandas. Deste modo, recomenda-se que o
cultivo em biorreator do Bacillus subtilis BL53 para produgdo de y-PGA seja conduzido
com aeracdao de 2 vwm e velocidade de agitacdo de 1000 rpm. Utilizando essa
estratégia de intensificacdo da transferéncia de oxigénio, o tempo de cultivo pode ser
reduzido para menos de 48 h, cerca de 50% do tempo necessdrio para operacao a

500 rpm, contribuindo assim para a diminui¢ao de custos do processo.

Outra forma de se reduzir os custos de producdo em bioprocessos é a
utilizacao de residuos de baixo valor comercial como substrato ou componente de
meios de cultivo. Tanto o glicerol residual de biodiesel quanto o residuo fibroso de

soja, avaliados de forma preliminar neste trabalho, mostraram-se residuos



CONCLUSAO 100

promissores para a produgdo de y-PGA, gerando possibilidades de investigagao para

trabalhos futuros.

A exploracdao racional da biodiversidade é a primeira etapa para o
desenvolvimento de bioprocessos para obtencao de bioprodutos industrialmente
importantes. A prospeccao de substratos potenciais a partir de residuos de baixo valor
comercial também contribui para o sucesso desse desenvolvimento. No entanto,
somente isto ndo basta, sdo necessarios também a realizacdo de estudos para a
otimizacdo das condi¢des de cultivo e o enfrentamento de problemas operacionais
baseado nos fundamentos da engenharia. O trabalho apresentado procurou abranger
todos esses aspectos, dedicando maior aten¢ao aos estudos de otimizacao das condicoes

de cultivo e a melhoria da transferéncia de oxigénio durante a operagdao em biorreator.

Obviamente, a tematica nao se esgota aqui, muito pelo contrario. Esse trabalho
tem a pretensao de servir como ponto de partida para outros, que venham a ele se
somar de modo a ampliar o conhecimento nesta area. Os resultados aqui obtidos
apontam para a viabilidade técnica da produgdao do y-PGA por uma nova linhagem
isolada a partir da biodiversidade brasileira. Espera-se que mais estudos na drea também
conduzam a viabilizacdo econdmica desse novo processo a partir do uso de residuos de
disponiveis em abundancia no Brasil. Além do aproveitamento desses residuos, a
obtengdo de um novo produto como o y-PGA, poderia também agregar valor a grandes

cadeias produtivas no Brasil, como a cadeia da soja e do biodiesel.
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Perspectivas para continuidade do trabalho

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram a viabilidade da producdo do
v-PGA por uma nova linhagem, o Bacillus subtilis BL53. O trabalho de pesquisa
permitiu o contato com varios aspectos do desenvolvimento de bioprocessos,
fazendo com que algumas perguntas fossem respondidas e muitas outras fossem
levantadas. Os questionamentos surgidos da vivéncia e da pratica experimental
constituem-se em ferramentas valiosas para o surgimento de novas pesquisas e
aprofundamento de estudos. Desse modo, sao listadas a seguir as perspectivas para

trabalhos futuros.

1) Estudo aprofundado do uso de residuos para produgdo de y-PGA, incluindo
residuos de biodiesel, residuos do processamento de soja, soro de queijo e residuos

da industrializagao de citricos.

2) Caracterizagdo do acido y-poliglutamico através da determinagdo da massa

molecular e avalia¢ao detalhada do comportamento reoldgico.

3) Realizagdo de estudo para ampliagdo de escala baseada na manutengdo do

valor de k;a, levando a produgao de y-PGA para uma escala piloto.
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4) Projeto de reatores diferenciados para a produgdo de y-PGA em cultivo

submerso, incluindo estudo de reatores com membranas.

5) Estudo de operagdes de purificagdo do y-PGA tendo em vista as aplicagdes

do produto.

6) Desenvolvimento de aplicagdes para o y-PGA, em especial como

ingrediente funcional em alimentos e material para elaboragao de biofilmes.
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Apéndice A

Determinagao de acido y-poliglutamico

A metodologia descrita a seguir esta baseada no trabalho de Kanno e

Takamatsu (1995).

PARTE 1 - Extracdo do acido y-poliglutamico

a)

b)

j)

Adicionar 10 mL de acido tricloroacético 6,25 % a um baldao de 25 mL e elevar
volume com o caldo de cultivo com auxilio de uma pipeta de Pasteur.

Transferir para erlenmeyer de 125 mL e levar a banho de 50 °C com agitacdo
por 20 min.

Centrifugar a 20.000 g por 20 min.

Coletar 10 mL do sobrenadante e ajustar pH até 7,0 com auxilio de NaOH 1M e
0,1M.

Elevar em baldo de 25 mL.

Tomar uma aliquota de 5 mL e adicionar 25 mL de etanol absoluto em um tubo
de centrifuga. Misturar lentamente e deixar repousar por 10 min.

Centrifugar a 25.000 g por 30mim, 4 °C.

Descartar o sobrenadante e ressolubilizar o precipitado com pequeno volume
de tampao fosfato pH 7,0.

Adicionar 25 mL de etanol absoluto. Misturar lentamente e deixar repousar
por 10 min.

Centrifugar a 25.000 g por 30mim, 4 °C.
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k)

Descartar sobrenadante e adicionar tampao fosfato pH 7,0 e elevar volume em
balao de acordo com quantidade prevista de polimero.

PARTE 2 - Quantificagdo do acido y-poliglutamico (Complexagdo com Brometo de
cetiltrimetilamonio)

a)

b)
c)
d)
e)

f)

Num tubo de ensaio, adicionar 1 mL de solu¢ao de extrato de y-PGA obtida a
partir do caldo de cultivo na PARTE 1 desta metodologia.

Adicionar 4 mL de tampao fosfato pH 7,0

Adicionar 1mL de CET (Brometo de Cetiltrimetilam6nio 0,1 M / NaCl 1M)
Agitar em agitar e deixar repousar em banho a 30 °C por 20min.

Ler absorbancia a 400 nm.

Calcular a quantidade de y-PGA no caldo de cultivo, através de curva padrdo
de y-PGA (MM: 70-100 kDa, Sigma-Aldrich)



Apéndice B

Laudo do glicerol residual de biodiesel
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%Bsslos Laudo Analitico

ENERGIA RENOYVAVEL

Produto: Data de carregamento: Lote:
Glicerina Bruta 06.05.2010 Amostra Gratis
[ Item Analitico IUnidadeI Resultado I Espedﬁagioj Métodos ]
7 ~N 7 Y Y )
Glicerol % massa 82,61 minimo 80 Official Monographs USP XXI
Cinzas % massa 6,54 maximo 8,0 Official Monographs USP XXI
Cloreto de sodio % massa 6,89 maximo 7,0 Mohr
Umidade % massa 10,24 maximo 13,0 K; Fisher
MONG % massa 0,61 maximo 2,0 célculo
pH - 5,72 45-9,0 *rk
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Origem do produto: 100% de origem vegetal - Oleo degomado de soja.
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CRQ 05302605 - 52 Regido / CREA 10.471D

VERIFICADO
Controle de Qualidade

BSBIOS
Passo Fundo, 06 de maio de 2010.
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