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RESUMO - O Aacido y-poliglutamico, y-PGA, é um biopolimero biodegravel,
hidrossoluvel, anibnico e atoxico, composto por unidades de D- e L- acido glutamico e
possui aplicagbes nas areas meédica, quimica e de alimentos. Este trabalho teve como
objetivo estudar a producéo ¢d°GA por fermentacdo utilizando glicerol subproduto de
biodiesel como fonte de carbono. O micro-organismo utilizado ®aa@llus velezensis

NRRL B-23189 e a producdo gePGA ocorreu sem adi¢do de acido glutdmico ao meio

de cultura. Foram estudadas diferentes concentracfes de glicerol, acido citrico e sulfato de
amonio. A avaliacdo das condi¢cdes de cultivo foi feita com agitacdo de 200 rpm,
temperatura de 27 °C, pH inicial de 6,5 (ajustado com NaOH 2N/HCI 2N) durante 72 h
mediante delineamento composto central rotacional (DCCR). Para a avaliacdo da
producdo de y-PGA foi utilizada uma metodologia de quantificacdo via
espectrofotometria a 400 nm. A maxima producag-8&A em meio contendo 100 g/L

de glicerol foi de 4,17 g/L.

1. INTRODUCAO

O &cido gama-poliglutdmicoy{PGA) € um biopolimero aniénico, biodegradavel, soluvel em
agua (Moraest al., 2013; Yonget al, 2011; Bajaj e Singhal, 2011; S#tial, 2007; Shiet al., 2006
a, b; Richard e Margaritis, 2003; Goto e Kunioka, 1992). E composto das formas D- e L- do acido
glutamico unidas pela ligagdo amida entre os grapamino ey-carboxilico (Zhanget al., 2011; Shi
et al., 2007; Shet al, 2006 a, b; Ashiuchi e Misono, 2002; Shih e Van, 2001; Kunioka, 1997,
Chibnallet al., 1958).

Foi descoberto por Ivanovics e colaboradores em 1937 como cépsBhcitlas anthracis
(Goto e Kunioka, 1992). Posteriormente foi identificado como produto da fermentacdo de outros
micro-organismos, com®acillus subtilisZJU-7 (Huanget al., 2011),Bacillus subtilisIFO 3335
(Goto e Kunioka, 1992)Bacillus subtilis3-10 (Yaoet al., 2012),Bacillus licheniformes, Bacillus
megaterium, Bacillus amyloliquefacief¥ong et al, 2011; Kambourovat al., 2001; Thorne e
Leonard, 1958; Bovarnick, 1942). ApGs Bovarnick (1942) mostrar¢p@A é acumulado em meio
de cultura deBacillus subtiliscomo produto de sua fermentagdo, muitos pesquisas foram realizadas
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(Kunioka, 1997).

y-PGA ¢é excretado através da parede celular, formando cédpsula durante o crescimehto (Do
al., 2001), e também no meio de cultura (Etoal., 2001; Kunioka e Goto, 1994). A biossintese
utilizando bactéria acontece em duas etapas. Primeiro a sintese do L- e D- acido glutamico e depois
unido destes para formaged?GA (Bajaj e Singhal, 2011; Bajaj e Singhal, 2009).

y-PGA é atdxico para o homem e ambiente (Yenal, 2011; Bajaj e Singhal, 2011; Richard e
Margaritis, 2003; Yooret al., 2000; Shih e Van, 2001), podendo ser utilizado como espessante,
umectante, em industrias de alimentos, cosmético, medicina (Ehahd013; Pereirat al.,2012;

Jiang et al., 2011; Hoppensack et al., 2003; Kunioka, 1997; Goto e Kunioka, 1992), farmacéutica (Shi
et al., 2007), tratamento de efluentes como agente floculante (Bitualia 2012). Oy-PGA e seus
derivados podem ser aplicados como substitutos de hidrogéis e polimeros termoplasticos. Este fat
ocorre por causa de sua alta solubilidade em agua e biodegrabilidade (Choi e Kunioka, 1995).

O processo fermentativo para producdo WE®GA utilizando bactérias exige diferentes
requerimentos nutricionais (Kunioka, 1997; Goto e Kunioka, 1992). Alguns micro-organismos
requerem diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Algumas bactérias exigem a presenca do &cid
glutdamico para o crescimento (Kunioka, 1997). Ha ainda as que exigem a presenca de biotina para
producdo doy-PGA e algumas vitaminas (Goto e Kunioka, 1992). Kunioka e Goto (1994)
observaram que aparentemente o acido glutdmico ndo era assimilado quando adicionado no meio
sugeriram que as unidades de acido glutdmico utilizadas para a producgd G eram
provenientes do &cido citrico e do sulfato de aménio.

Este trabalho relata o efeito do uso de glicerol, acido citrico e sulfato de aménio em diferentes

concentracdes em meio fermentativo sem &cido glutamico utiliZzzaddus velezensisIRRL B —
23189 para a producéo gPGA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo
O micro-organismo utilizado neste trabalho para a sintegdP@A foi Bacillus velezensis

NRRL B - 23189, fornecido pela Agricultural Research Service Culture Collection (também
conhecidos como NRRL).

2.2. Meio de Manutencgao

O meio utilizado para crescimento e manutencdo do micro-organismo foi o meio de cultura
BHI (brain heart infusion), utilizado conforme instru¢cdes do fabricante, junto com agar
bacteriolégico, 20 g/L, ambos da marca OXOID. A mistura foi aquecida até homogeneizacéo da
solucéo e depois adicionado em tubos de vidro fechados e autoclavados por 15 min a 121 °C.

Depois de inoculado e cultivado a 30 °C por 48 h o micro-organismo foi mantido a 4 °C.
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2.3. Preparo do Inéculo

Um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio BHI estéril foi inoculado com
alca a partir de cultura em meio semissolido. Apos incubacéo a 30 °C por 12 h e agitacdo a 200
rpm em “shaker” (TECNAL, mod. TE 421), o contetdo deste frasco foi utilizado como in6culo,
ou seja, 5 mL do meio fermentado foram utilizados para inocular os frascos Erlenmeyers de 250
mL contendo 45 mL de meio de cultura (Tabela 1) e com pH inicial 6,5. Os frascos Erlenmeyers
foram incubados em “shaker” com agitacdo de 200 rpm, 72 h e temperatura de 27 °C.

2.4. Inoculacéo e Fermentacao
Para a realizacdo do processo fermentativo foi utilizado o método batelada.

Utilizou-se como o meio reportado por Bagj al. (2008) com algumas modificacoes
(Tabela 1).

Tabela 1 — Meio proposto por Bagdjal. (2008) com algumas modificacbes

Composicao Quantidade (g/L)
Glicerol Variada
Acido citrico Variada
L-acido glutamico Ausente
Sulfato de amoénio Variada
KoHPO, 1
MgSO,.7H,O 0,5
CaCb.2H,0O 0,2
MnSQO,.7H,O 0,05
pH inicial = 6,5.

O pH inicial do meio foi ajustado para 6,5 usando NaOH 6N e/ou HCI 2N. Os meios foram
esterilizados em autoclave por 15 min a 121 °C.

A fermentacdo ocorreu em frascos Erlenmeyers com capacidade para 250 mL contendo 45
mL do meio de cultura com composicado descrita conforme Tabela 1, previamente esterilizados a
121 °C por 15 min. Os frascos foram inoculados com 10% de in6culo conforme o item preparo
do inéculo e incubados por 72 h, agitacdo de 200 rpm e temperatura de 27 °C.

Todas as fermentacdes foram realizadas em duplicata. As amostras foram retiradas ao final
das 72 h de fermentag&o para analise de quantificaga®Gé.
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2.5. Planejamento Experimental

Usou-se planejamento fatoria® Zom seis pontos axiais e quatro pontos centrais,
totalizando 18 ensaios conforme a Tabela 2, de resultados e discussédo, que apresenta os valores
reais e codificados das variaveis: glicerol (x1), acido citrico (x2) e sulfato de amonio (x3) para 0s
18 tratamentos. Os resultados foram analisados pela metodologia de superficie de resposta,
utilizando-se como ferramenta o softw&tatistica 5.0. O polinébmio empregado para ajuste do
modelo foi o descrito pela Equagao 1:

4 4 4
Y=h+Ybx+Ybix*YY byx x (1)
=1 =1 #Fl
Em que:b, = constanteb; = coeficiente lineary; = coeficiente quadraticdy; = coeficiente

da interagaay ex = niveis das variaveis independent&S=evariavel dependente.

2.6. Analise dos Resultados

Centrifugacdo do caldo de culturApés 72 h de fermentacédo, centrifugou-se o caldo de
cultura por 20 min a 2300 g para a separacao das células, utilizando centrifuga Excelsa Baby I
(FANEM, mod. 206-R).

Determinacdo doy-PGA: Coletou-se uma aliquota do sobrenadante proveniente da
centrifugacdo do caldo de cultura apos 72 h de fermentacdo para a determinggdGAlo
seguindo a metodologia descrita por Silva (2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo do efeito da concentracdo de glicerol, acido citrico e sulfato de amdnio no
processo fermentativo utilizand®acillus velezensi8IRRL B — 23189 para a producdo de
PGA realizou-se um DCCR2 As condicdes para o processo fermentativo foram temperatura de
27 °C, pH inicial 6,5 e agitacdo de 200 rpm em “shaker”.

A Tabela 2 apresenta os resultados da producdeRf®A. Segundo Richard e Margaritis
(2003) e Kunioka e Goto (1994), a adicao de glicerol ou outra fonte de carbono no meio
fermentativo contribuem para biossinteseydBGA. A Tabela 2 mostra que a adi¢do de glicerol
como fonte de carbono e do sulfato de amonio nédo indicam aumento na biossigtesAdA
partir da concentracdo de 100 g/L para o glicerol e 8 g/L para o sulfato de amdnio ocorreu
decréscimo no processo produtivoydBGA.
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Tabela 2 — Produgéo gePGA para os tratamentos analisados

Valores Codificados (Valores Reais — g/L) y-PGA (g/L)

Ensaios
x1 X2 X3
1 -1(80) -1(15) -1(4) 2,709
2 +1(120) -1(15) -1(4) 4,311
3 -1(80) +1(25) -1(4) 3,727
4 +1(120) +1(25) -1(4) 2,877
5 -1(80) -1(15) +1(12) 3,116
6 +1(120) -1(15) +1(12) 2,583
7 -1(80) +1(25) +1(12) 3,700
8 +1(120) +1(25) +1(12) 3,559
9 -1,68(66,4) 0(20) 0(8) 3,329
10 +1,68(133,6) 0(20) 0(8) 3,753
11 0(100) -1,68(11,6) 0(8) 3,329
12 0(100) +1,68(28,4) 0(8) 3,939
13 0(100) 0(20) -1,68(1,28) 3,116
14 0(100) 0(20) +1,68(14,72) 3,408
15 0(100) 0(20) 0(8) 4,205
16 0(100) 0(20) 0(8) 4,205
17 0(100) 0(20) 0(8) 4,046
18 0(100) 0(20) 0(8) 4,258

A maxima producdo de-PGA foi atingida nos ensaios 15, 16, 17 e 18 que representam o
ponto central, onde todas as varidveis encontram-se no nivel 0, que representa 100 g/L de
glicerol, 20 g/L de &cido citrico e 8 g/L do sulfato de amdnio. Pode-se também observar pela
Tabela 2, que 0 ensaio 2 apresentou valores similares para a prodygad@AePor outro lado,

a minima biossintese dePGA foi obtida em niveis com baixa concentracdo de glicerol ou em
niveis com alta concentracdo de glicerol. Resultados semelhantes foram obtidos por Moraes e
colaboradores (2012) utilizando melago como fonte de carbono.
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Pelo célculo da analise da variancia (ANOVA) observa-se que o F calculado (3,336) &
maior que o F tabelado (2,56), ao nivel de 90% de confianc¢a, indicando a validade do modelo
proposto para producgéo gdPGA (Tabela 3).

Tabela 3 — Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regresséo ajustado da producéao de

y-PGA
FV SQ GL QM Fcalculado F tabelado (0,05; 9; 8)
Regressdo 4,590 9 0510 2,56
) 3,336
Residuo 1,223 8 0,53
Falta de Ajuste 1,198 5 0,240 28.430 F tabelado (0,05; 5; 3)
Erro Puro 0,0253 3 0,008 ’ 531
Total 5,814 17 Nivel de confianca = 90 %R 0,7562

A equacado ajustada pelo modelo de regressao (Tabela 4) para a produg&GAo
apresentou coeficiente de determinacdo de 0,7562, ou seja, 75,62% dos pontos obtidos
experimentalmente sédo explicados pelo modelo (Equacéao 2).

Y = 4,184 + 0,058x1 - 0,250%% 0,159x2 - 0,217X2- 0,013x3 — 0,349%3 0,285x1.X2 -

0,178x1.x3 - 0,247x2.X3 2

Tabela 4 — Coeficientes estimados pelo modelo de regresséo ajustados da progiR@aa do

Variaveis Independentes Coeficientes dep-valor
Regresséao

Interceptacao 4,184 0,000000
Glicerol (L) * 0,058 0,599007
Glicerol (Q) -0,250 0,052545
Acido Citrico (L) 0,159 0,171592
Acido Citrico (Q) -0,217 0,083677
Sulfato de Aménio (L) * -0,013 0,906639
Sulfato de Aménio (Q) * -0,349 0,013167
Glicerol X Acido Citrico* -0,258 0,099532
Glicerol X Sulfato de Amoénio* -0,178 0,233302
Acido Citrico X Sulfato de Amonio* 0,247 0,111810

O efeito do componente que mais influenciou a producdeRIBA foi o acido citrico (p <
0,1). Em geral, todos os efeitos influenciaram pouco na producg® Gaé\.

As Figuras 1, 2 e 3 mostram as superficies de resposta para a resposta proghR@a.do

Na construcdo das superficies as variaveis ndo explicitadas estdo fixadas no ponto central (nivel
0).
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Figura 1 — Superficie de resposta gerada pela resposta concentrag@@Aeem funcao da
concentracao de sulfato de amoénio no ponto central, em meio fermentado contendo glicerol como
substrato, produzido p&acillus velezensiIRRL B-23189, 72 h, agitacdo de 200 rpm.
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Figura 2 — Superficie de resposta para a resgeR@A, em funcdo da concentracdo de
glicerol no ponto central, em meio fermentado contendo glicerol como substrato, produzido por
Bacillus velezensiSRRL B-23189, 72 h, agitacédo de 200 rpm.
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Figura 3 — Superficie de resposta para a resgeR@A, em funcdo da concentracdo de
acido citrico no ponto central, em meio fermentado contendo glicerol como substrato, produzido
por Bacillus velezensiSRRL B-23189, 72 h, agitacdo de 200 rpm.

Observando os gréficos pode-se afirmar que a maior produgd®@é ocorreu proximo

ao ponto central com 100 g/L de glicerol, 8 g/L do sulfato de ambnio e entre 20 e 25 g/L do acido
citrico.

Para obtencdo da melhor resposta fez-se nova fermentacdo em duplicata, nas mesmas
condicdes, dos ensaios 2 e 15 que proporcionaram melhores resultados com relacdo a producao
do y-PGA e aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade para observar se existia diferenca
entre as médias. Os resultados de quantificac§eRisA estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5- Producéo dg-PGA utilizandoBacillus velezensiBIRRL B - 23189, temperatura de
27 °C, ap0s 72 h, pH inicial de 6,5 e agitacdo de 200 rpm

Ensaios y-PGA (g.L'")
3 4,152 +0,0378
15 4,205 +0,0378

As médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho mostrou-se que ocorre producagIGA sem a necessidade de adi¢do do
acido glutamico no meio fermentativo e que a adicdo da fonte de carbono e nitrogénio nao
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aumenta a producdo gePGA. A maxima producdo dpPGA foi de aproximadamente 4 g/L e
ocorreu em 2 diferentes formulagdes de meio de cultura, sendo uma delas 100 g/L de glicerol, 8
g/L do sulfato de amdnio e 20 g/L de acido citrico produzindo 4,17 g{tR{BA.

Os resultados obtidos mostraram que € possivel progi2@A utilizando subprodutos
industriais, glicerol, como fonte de carbono pelo micro-organiddaadlus velezensis NRRL-
23189 sem a necessidade da utilizacdo do acido glutamico no meio fermentativo.

A adicao de acido glutdmico no meio de cultivo ndo é necessaria e a substituicdo de extrato
de levedura e/ou peptona por sulfato de amonio reduz o custo do meio de cultivo.
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