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RESUMO

z

O Acido y-Poliglutamico ¢-PGA), alvo deste estudo, € um biopolimero produzid
principalmente por espécies do génBagillus, com potencial uso ha industriay®GA
produzido poB. subtilis é facilmente extraido do meio de cultivo e a dgjpa3 mostrou-

se uma boa produtora g€>GA em estudos anteriores. O microrganismo fdivado em
caldo E em duplicata até 48 horas, sendo mantidgiewplificata até 96 horas. Com o
objetivo de comparar o biopolimero obtido nos dempos de cultivo foram realizadas
andlises para determinacdo da massa molecular nedi@spalhamento de luz; e para
determinag&o de viscosidade aparente em viscosinf&di obtido um biopolimero de
massa molecular média de 1,5%t0mol* e 1,7x16 g.mol* e viscosidade aparente (em
25 g.L") de 48,42 mPa’se 81,88 mPasem 48 e 96 horas respectivamente. Estes
resultados ilustram o potencial uso @®@GA em diferentes setores da inddstria, como
espessante de alimentos e veiculo de medicamentos.

Palavras-chave Acido y-poliglutamico,Bacillus subtilis, biopolimero, caracterizag&o.

livremente difundido no meio auxiliando na

INTRODUGAO sobrevivéncial. licheniformis e B. subtilis) (6).

_ _ _ Este biopolimero € essencial para as bactérias
O acido y-Poliglutamico (¢-PGA) € um o _ o
que o produzem, pois é produzido em condi¢bes de

poliaminoacido, solivel em &gua e muito _ L
estresse, apresentando diferentes funcdes fisialggi

higroscopico, formado por unidades repetitivas de . o _
dependendo da espécie. Bo subtilis é produzido

glutamato que apresentam grupos carboxila ao longo _ i
para ser fonte de nutrientes em periodos de eggasse

da cadeia principal (4), sendo produzido . .
o ) . e como sequestrante de ions metalicos em solos
principalmente por bactérias do génBeillus. Para _ .
contaminados (10). @PGA pode ser aplicado em

alguns microrganismos o-PGA pode ser um o N
diversos setores da industria, podendo ser utdizad

componente estrutural constituindo a cépsuBa ( o _ ,
na industria de alimentos como crioprotetor,

anthracis e B. megaterium) ou, para outros,
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diminuindo a temperatura de congelamento dosendo sua concentragcdo mantida aproximadamente
alimento; espessante, pela sua alta viscosidatte; fa constante durante o restante do tempo, uma vez que
de prevengdo a osteoporose, aumentando a cultivo € conduzido por 96 h. Além disto, também
biodisponibilizacdo de calcio no organismo cgm foram feitos testes quanto a eficiéncia da adigio d
PGA de alta massa molecular; quelante em tratamenteéma etapa na extragdo do biopolimero, a
de aguas, sequestrando ions metalicos; embalageasncentragdo do cultvo com ultrafiltracao
biodegradaveis e como hidratante em cosméticosanteriormente a precipitacdo com etanol.
substituindo o &cido hialurdnico. Esta ampla )

utilizacdo deve-se a sua ndo toxicidade, MATERIAL E METODOS
biodegradabilidade, biocompatibilidade, solubilidad

Microrganismo

em agua, e biossintese. (1, 4, 16). ] ]
J ( ) O microrganismo produtor dey-PGA

Em 1942, seguindo estudos iniciados em ) ) o ]
utilizado foi Bacillus subtilis BL53, isolado de solo

1937, é estudada uma cepa Be subtilis para a . o
_ _ ) ~amazonico pelo professor Spartaco Astolfi-Filho do
obtencdo de acido poliglutamico (2). Este € prathuzi ] . L ] ]
. - Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
extracelularmente poB. subtilis e solubilizado no
Federal do Amazonas.
meio de cultivo, sendo assim mais facilmente

separado das células, ao invés de ser sintetizado c Cultivo
componente da capsula, como B anthracis. Foram utilizadas condicdes adaptadas de

Quando presente na capsula esse biopolimero gq,qos anteriores (15), alterando-se apenas o meio

associado como fator de viruléncia, conferindogye ingculo em biorreator: anteriormente utilizaea-s

protecdo anti-fagocitaria ao microrganismo. A 5 meio Luria Bertani (Peptona — 10 g, Extrato de
comprovacdo € feita quando o mesmo € facilment§ayedura — 5 gl e NaCl — 10 g, sendo
fagocitado quando sua capsula, compostafBA € gypstituido por Caldo E (pH 7,0 #0,2), ja utilizado
degradada por enzimas (2, 14).BOsubtilis BL53,  durante o cultivo submerso e composto por acido
previamente selecionado como eficiente produtor dgyutamico (20 g.L), acido citrico (12 g.t), glicerol
acido y-poliglutamico (15), caracteriza-se por ser um (80 g_|_'1), NH,CI (7 g_|_'1), MgSQ,.7H,0 (0,5 g_Ll),
bastonete Gram positivo e produtor de enddsporoseCk.6H,0 (0,04 g.I'), KHPO, (0,5 g.L",
alem de apresentar colonias caracteristicamentgaCl.2H,0 (0,15 g,|;1), MnSQ.H,0 (0,04 g_|;1), e
mucdides. ZnSQ.7H,0 (0,35 g.[") (11). O pré-inéculo foi
Com este trabalho visamos caracterizay- 0 feito em erlenmeyer de 1 L, com 250 mL de meio,
PGA produzido quanto a massa molecular epor aproximadamente 40 h em agitador orbital
viscosidade, comparando dois momentos durante (87 °C e 150 rpm), ou até atingir densidade 6ptica
cultivo (48 e 96 horas) com o objetivo de padranza (D.O.) 1,0 £ 0,1, medida em espectrofotbmetro, a
tempo de cultivo. A producdo maxima@PGA se da 600 nm. O in6culo em biorreator foi feito com 4%
em 48 h de cultivo (15), havendo intensado volume total do meio (2,5 L), ou seja, 100 mL

polimerizacdo dey-PGA através do microrganismo, deste meio de pré-indculo. Para o cultivo submerso
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foi autoclavado 2,4 L de caldo E em um vaso desb L Ultrafiltracao
121° C e 1 atm por 15 min, a fim de esterilizareaan Ao final do cultivo de 48 h, o meio
e 0 vaso usado para a producdo do biopolimero. @rmentado total sofreu de adicdo de &cido
cultivo foi mantido a 37° C, com aeragdo de 2 vvm etricloroacético até pH 3,0 para precipitagdo de
agitacdo de 1000 rpm, sem controle de pH e contélulas e proteinas, sendo posteriormente
adicdo de antiespumante quando houver excesso @entrifugado e tendo o pH do sobrenadante ajustado
espuma visto que espuma em excesso pode danificarpara 7,0. Na concentragdo foi utilizado o
aparelho. Este excesso de espuma deve-se a intersguipamento Advanced Midjet™ System, com a
agitacdo do meio (1000 rpm), que aumenta e&oluna de filtragdo UFP-100-E-3MA, que retém
transferéncia de oxigénio no meio. O cultivo foi particulas maiores de 100000 g.thol Foram
controlado por uma unidade Biostat (B. Braun Bibtec retiradas amostras a cada 100 mL de permeado,
International, Alemanha) e mantido em duplicata atéanto da amostra retida quanto da amostra permeada,
48 h, mas um dos biorreatores continuou por maipara posterior quantificacdo da concentracég-de
48 h em simplificata, totalizando 96 h, a fim de PGA.
comparar as caracteristicas de ambos os tempos de
cultivo. Massa Molecular
A massa molecular média foi definida

Extragéo e quantificagdo dey-PGA no cultivo através de espalhamento de luz dindmico (8), com o

Para quantificar a producdo #GA durante  aparelho Brookhaven Instruments (gonibmetro BI-
o cultivo, foram retiradas amostras nos tempogt, 0, 200M e correlacionador BI-9000AT) com laser de
8, 12, 24, 36 e 48 h de ambos os cultivos e 73le 96 He-Ne ¢{= 632,8 nm) como fonte de luz. O
do cultivo mantido por mais tempo. Para a extraigio equipamento foi calibrado previamente com tolueno,
polimero, as amostras sdo adicionadas de acide as amostras d§-PGA foram analisadas em
tricloroacético 6,25%, sofrendo uma centrifugacéo d diferentes concentra¢gfes: 50, 100, 250, 500, 750 e
15.000 G e 15° C por 20 min. O sobrenadante, qué&000 g.I. Para a diluicdo das amostras foi utilizado
contém o biopolimero, teve o pH ajustado a 7,0i e foo Tampéao Fosfato de Sodio-Potassio pH 7,0 £ 0,1.
adicionado de etanol para nova centrifugacdo, sendo
esta realizada a 15.000 G e 4° C, por 30 min, ¢/Iscosidade aparente

precipitado foi ressuspendido em tampéo fosfato de Para a medicdo da viscosidade aparente

s6dio pH 7,0 0,2. Ja na quantificaco, foi feitaau foram utilizados: o viscosimetro Brookfield DV-II +

complexacio do y-PGA com Brometo de Pro Digital e o programa RHEOCALC para melhor

cetiltrimetilaménio (CET), sendo a absorbancia lida MerPretacao dos dados. Testes preliminares foram

. realizados a fim de definir a técnica utilizada na
em comprimento de onda de 400 nm em

espectrofotmetro (9). medicdo da viscosidade das amostrasy-dRGA.
Estes testes tiveram por base a viscosidade esperad
da amostra (7, 8), e a partir de entdo foram adadia

diferentes velocidades e concentracdesy-(RGA,



Zimmer, V.St al Caracterizacdo dePGA porB. subtilis

obtendo uma variagdo no torque. A partir do torgue diminuindo a fase lag (de adaptacdo) do
de acordo com as limitacdes do aparelho foi poksivamicrorganismo.

definir o spindle a ser utlizado (SC4-18) e as Com a ultrafiltracéo foi possivel concentrar
condicbes a serem empregadas (concentracdo aeamostra ainda ndo purificada, onde o objetivo foi
velocidade de agitagdo). Foram entdo definidas adiminuir os custos com etanol absoluto e diminuir o
concentracdes de 15, 20 e 25gde cada tempo de tempo gasto, ambos na extracdo (5). A amostra
cultivo e a velocidade de 25 rpm, aplicada por 15utilizada, de 48 horas, tinha sua concentracaalnic
segundos e posteriormente sendo feita a leitute. Esde 15 g.[* e foi concentrada até 39,5 g,Lndo
procedimento foi repetido por 10 vezes, totalizabdlo sendo possivel concentrar mais pela alta presséo
leituras. O resultado final foi uma média destesformada e o risco de danificar o equipamento. Tudo
pontos. As leituras de viscosidade foram feitas a que foi permeado n&o apresentou concentracdo
temperatura de 24+2 °C. expressiva dg-PGA indicando que o biopolimero
produzido apresenta massa molecular maior de
100.000 g.mot.

Apesar da possibilidade de concentracdo da

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo de B. subtilis, nas condi¢cdes pré-

amostra em mais de duas vezes (de 15 Gil39,5
estabelecidas, alcangou valores proximos de 17 g.L ( ¢

: rgl.L'l) e reducao da quantidade de etanol utilizado na
em 24 horas e se manteve parcialmente constante o

extracdo doy-PGA, a ultrafiltracdo foi descartada
restante do cultivo (Figura 1). Esta concentragdg d ¢ ¥ ¢

: . . gor ndo ser vantajosa, uma vez que se mostrou uma
PGA foi obtida anteriormente apenas em 48 hora

. . etapa lenta, levando até 6 h para concentraroldér
(15) e muito provavelmente a antecipacdo do

o . ., amostra, e com resultado pouco expressivo. O etanol
resultado deveu-se a alteracdo do meio de indculo,

. . _ utilizado na extrag&o néo agrega custos relevaites
sendo o mesmo utilizado no cultivo e, por isso,
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Figura 1: Producdo dePGA obtida nos diferentes momentos do cultivo.e8vib padrio indica a diferenca na duplicata atido4&s.
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programa, além de poder ser reutilizado na rotinaloencas relacionadas com a falta deste (16). @ sina
diaria do laboratério. positivo do coeficiente virial indica que o tamp&o
No espalhamento de luz dindmico foi possivelutilizado € um bom solvente para o biopolimero,
estabelecer a massa molecular de ambas asantendo-o estdvel em solugcdo, com seus dominios
amostras, 48 e 96 horas respectivamente sendzem definidos.
(1,5+0,3)x16 g.mol* e (1,7+0,35)x10g.mol*, além Esperava-se uma massa molecular e
do raio de giro 108 nm e 116 nm, e o segundoviscosidade maiores no tempo de 48 h, pois se
coeficiente virial 1,44x1® cn’mol.g’? e 5x10"  acreditava que haveria escassez de nutrientesira par
cnmmol.g®. A figura 2 apresenta o diagrama de zimm,deste periodo e posterior quebra @®GA em
obtido no espalhamento de luz, para cada amostra. Aoléculas menores para disponibilizagdo destes
massa molecular encontrada esta dentro do esperadeutrientes. Com os dados obtidos podemos supor
uma vez definida entre 1@ 10 g.mol* (11) e 0  que h& intensa polimerizacdo ao menos até 96 horas,
resultado € muito promissor, pois, moléculasyde podendo haver quebras nas extremidades das
PGA com alta massa molecular {1@moi') sdo  moléculas, pois a concentracdo @WGA nao se
potenciais elementos terapéuticos, sendo veicutb paaltera, mas possivelmente ha diferenca na
drogas contra o cancer, podendo aumentar distribuicio da massa molecular. Esta suposi¢do é
expectativa de vida de pacientes; e no aumento diita a partir dos dados de viscosidade aparente, q

absorcdo do calcio pelo organismo, prevenindocomo vistos na figura 3, é consideravelmente maior
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Figura 2: Gréafico de zimm, gerado pelo equipameetespalhamento de luz, através das amostrasmefes cultivo de 48 horas (a) e
96 horas (b).
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em 96 horas. Baseando-se nesta informacédo, e
sabendo que quanto maior a massa molecular maior
a viscosidade, pode-se deduzir que a amostra de
tempo de cultivo menor, 48 h, tenha menor
distribuicdo de massa molecular em torno do valor
médio obtido no espalhamento de luz, e definido
como minimo de 100000 g.nolpelo teste da
ultrafiltracdo, revelando esta amostra como mais
homogénea. Porém, em 96 h possivelmente ha
maior distribuicdo de massa molecular em torno da
média, apresentandg-PGA polimerizado com
maior massa molecular.

Esta quebra nas cadeias dgePGA
polimerizado é realizada pelas enzimas epndo-
glutamil-peptidase e a exeglutamil-peptidase,
que apresentam pH
respectivamente 30-45° C e 7,0-10,0. (13). BNo
subtilis, estas enzimas ndo distinguem PDGA de
PLGA, de

enantiomeros de forma semelhante. Porém, g-exo-

temperatura e otimos

apresentado a quebra ambos

glutamil-peptidase degrada YsPGA primeiro em
moléculas com 10 g.mol* e entdo a endp-
glutamil-peptidase degrada os intermediarios, com
10> g.mol', em glutamato (3, 10), 0 que muito
provavelmente acontece com a amostra de 96 horas,
onde temos grandes cadeias polimerizadag-de
PGA e algumas ja sendo clivadas por estas enzimas,
uma vez que estas enzimas agem na fase
estacionaria tardia (10).

Além da quebra por enzimas, a alta rotacao
das aletas do biorreator, para gerar a velocidade d
agitacdo de 1000 rpm, poderia estar cisalhando as
moléculas dg-PGA ao longo do tempo. Sendo este
cisalhamento percebido mais claramente em 96

horas que em 48 horas.

Caracterizacdo dePGA porB. subtilis

do

polimero nas amostras poderia ser testada a

Para comprovar a polidisperséo
Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC), que
apresenta faixas de massa molecular nas bandas do
gel, e ndo apenas a média da amostra. O teste ndo
foi realizado devido a ndo solubilidade ¢g&@GA

na fase movel do equipamento disponivel.

Também poderiam ser realizados ensaios
enzimaticos para averiguar a atuacdo das enzimas
endoy-glutamil-peptidase e a exeglutamil-
peptidase sobre as moléculasyeRGA ao final do
cultivo.

Para concluir, estudos posteriores podem
ser elaborados para a definicho dos melhores
parametros para 0 microrganismo em questéo,
relacionando com sua fisiologia. Além disto, as
condicbes de uso nas aplicagcbes deverdo ser
estabelecidas, elaborando testes e andlises para

comprovar a utilidade e as propriedadey-&aGA.
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Figura 3: Comparacdo da viscosidadeydRGA em
amostras de cultivo de 48 horas (barra cinza clarde 96

horas (barra cinza escuro).
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