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RESUMO

A biotecnologia estd numa posicgdo privilegiada para substituir materiais poluentes e processos
quimicos por alternativas mais sustentaveis, como por exemplo, o &cido gama-poliglutamico
(y-PGA), um biopolimero de aplicacbes multifuncionais, que pode ser obtido a partir de
materiais considerados subprodutos da industria, como o farelo de soja, cascas de arroz,
glicerol, entre outros compostos ricos em carbono e nitrogénio. Dessa forma, a producdo de
v-PGA pode ser uma importante aliada das questdes ambientais, principalmente para o
tratamento de agua potavel, considerando que ndo apresenta toxicidade ao ser humano e ao
ambiente. Esse biopolimero é um composto natural, solivel em agua e comestivel, podendo ser
utilizado em diversos tratamentos medicinais incluindo o tratamento de cancer e regeneracao
de tecidos. E produzido a partir de processos fermentativos por microrganismos do género
Bacillus, seja por cultivo submerso, semissélido ou em estado sélido. No entanto, para que esse
produto seja utilizado em formulagGes comerciais, ¢ fundamental o melhoramento dos
processos de producdo bem como de purificacdo. Apesar da possibilidade de utilizar
subprodutos da industria, o elevado custo da producdo de y-PGA ainda restringe sua utilizagéo,
principalmente no tratamento de &gua potével, considerando os métodos tradicionais de
tratamento de agua utilizados atualmente. Assim, este projeto voltou-se para estudar a aplicacédo
de um biorreator ndo convencional do tipo airlift e do modo de operacéo continua para producao
de y-PGA, avaliando as grandezas de transformacédo (velocidade especifica de crescimento,
conversdo de substrato em biomassa e produtividade) para duas espécies de Bacillus,
B. licheniformis e B. subtilis, com diferentes condi¢des nutricionais. A cinética de crescimento
dos bacilos foi estudada em fermentacdo em batelada com o objetivo de verificar o tempo de
conversdo dos substratos em biomassa, além de verificar o comportamento geral dos
microrganismos. Nos experimentos realizados pode-se observar um tempo de duplicagdo menor
para B. licheniformis. Das fontes de nitrogénio inorganico utilizadas nesse estudo para obtencéo
de y-PGA, o composto com melhor aproveitamento no processo foi o sulfato de aménio, que é
mais barato tanto em relacdo a outras fontes inorganicas como também fontes orgéanicas de
nitrogénio. Nos experimentos conduzidos para analisar as diferentes fontes de carbono para a
producdo de y-PGA observou-se em especial a importancia em disponibilizar os nutrientes
essenciais para producdo do biopolimero, os meios suplementados com glicerol apresentaram
melhores resultados (P= 1,033 g.L%.h" e Ypis= 0,266 ge.g.suns2), pOrém quando em concentracoes
inferiores & 40 g L. A glicose como fonte de carbono também foi importante na producéo de
v-PGA, no entanto, observou-se produgao de y-PGA em meio sem glicose, enquanto houve
baixa producio quando uma concentragéo de glicose superior a 15 g L™ foi adicionada ao meio
de cultivo. A adi¢do de 0,3% de n-heptano no inicio das fermentacdes como vetor para aumentar
a solubilidade de oxigénio no meio de cultivo, foi favoravel para o crescimento da biomassa,
principalmente para o B. licheniformis, houve aumento também na produgdo de y-PGA em
comparagdo aos experimentos sem a adi¢do do solvente organico. Os resultados permitiram
definir uma composicdo apropriada para o meio de cultivo, bem como das condicbes de
processo, de modo a obter um rendimento e produtividade maior, com menor custo de operacao,
considerando ainda a menor geragdo de residuos. O rendimento na producdo de y-PGA foi ainda
melhor no biorreator airlift com alimentacdo continua dos nutrientes, utilizando baixas
concentracdes de carbono e nitrogénio. Dessa forma, a produtividade nessas condicdes foi de
2,31 g Lt ht com um rendimento de 0,678 (g de biopolimero/g de substrato de carbono), além
de baixa producédo de residuos, atendendo com isso 0s conceitos de sustentabilidade, onde é
possivel com base em processos biotecnoldgicos, a obten¢do de um produto com alto valor
agregado a partir de subprodutos, em processo com custo reduzido e baixo impacto ambiental.

Palavras-chave: Biopolimero. y-PGA. Biorreator airlift. Fermentacdo. Microrganismos.



ABSTRACT

Biotechnology is in a privileged position to replace polluting materials and chemical processes
with more sustainable alternatives, such as gamma-polyglutamic acid (y-PGA), a biopolymer
with multifunctional applications, which can be obtained from materials considered by-
products of industry, such as soybean meal, rice husks, glycerol, among other compounds rich
in carbon and nitrogen. Thus, the production of y-PGA can be an important ally of
environmental issues, especially for the treatment of drinking water, considering that it does
not present toxicity to humans and the environment. This biopolymer is a natural, water-soluble
and edible compound, which can be used in several medicinal treatments, including the
treatment of cancer and tissue regeneration. It is produced from fermentation processes by
microorganisms of Bacillus genus, either by submerged, semi-solid or solid state cultivation.
However, for this product to be used in commercial formulations, it is essential to improve
production processes as well as purification. Despite the possibility of using by-products from
the industry, the high cost of producing y-PGA still restricts its use, especially in the treatment
of drinking water, considering the traditional methods of water treatment currently used. Thus,
this project focused on studying the application of an unconventional airlift bioreactor and
continuous operation mode for the production of y-PGA, evaluated as transformation quantities
(specific growth rate, substrate-to-biomass conversion and productivity) for two Bacillus
species, licheniformis and subtilis, with different nutritional conditions. The kinetics of growth
of bacillus was studied in fermentation in batch with the objective of verifying the time of
conversion of substrates into biomass, in addition to verifying the general behavior of
microorganisms. In the experiments carried out, it was possible to observe a shorter doubling
time for B. licheniformis. Of the inorganic nitrogen sources used in this study to obtain y-PGA,
the compound with the best use in the process was ammonium sulfate, which is cheaper
compared to other inorganic sources as well as organic sources of nitrogen. In the experiments
conducted to analyze the different carbon sources for the production of y-PGA, the importance
of making essential nutrients available for the production of the biopolymer was observed, the
medium supplemented with glycerol showed better results (P= 1.033 gL'h'! and
Yeis= 0.266 e 0.subs™), but when in concentrations below 40 g L. Glucose as a carbon source
was also important in the production of y-PGA, however, y-PGA production was observed in a
medium without glucose, while there was low production when a glucose concentration greater
than 15 g L was added to the medium. cultivation medium. The addition of 0.3% of n-heptane
at the beginning of the fermentations as a vector to increase the solubility of oxygen in the
culture medium was favorable for the growth of biomass, especially for B. licheniformis, there
was also an increase in the production of y-PGA compared to experiments without the addition
of organic solvent. The results made it possible to define an appropriate composition for the
culture medium, as well as the process conditions, in order to obtain a higher yield and
productivity, with lower operating costs, considering the lower generation of waste. The yield
in the production of y-PGA was even better in the airlift bioreactor with continuous feeding of
nutrients, using Low concentrations of carbon and nitrogen. Thus, the productivity under these
conditions was 2.31 g L h! with a yield of 0.678 (g of biopolymer/g of carbon substrate), in
addition to low waste production, thus meeting the concepts of sustainability, where it is
possible, based on biotechnological processes, to obtain a product with high added value from
by-products, in a process with reduced cost and low environmental impact.

Key words: Biopolymer. Airlift bioreactor. Fermentation. Microorganisms. Continuous
feeding.
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1 INTRODUCAO

Um dos temas muito discutidos mundialmente, desde séculos passados e especialmente
nos dias atuais, € a sustentabilidade. Esse tema é um assombro para muitos, alento para outros
e oportunidade para poucos, pois a sua definicao € clara no sentido de uso e preservagdo do
ambiente. Contudo, o uso sustentavel de materiais que sdo considerados poluentes e sem valor
comercial, ganha um novo status por intermédio da biotecnologia.

Nesse sentido, a biotecnologia tem sido uma importante aliada de maneira geral em
pesquisas e aplicacdes em diversas areas, seja na industria, agricultura, saide e meio ambiente.
Além de ndo se restringir a apenas uma area, sua aplicacdo pode também beneficiar por ndo
gerar subprodutos ou intermediarios indesejados significativos.

Diversos processos biotecnoldgicos sao utilizados para a producédo de biopolimeros, os
quais sdo obtidos pela biossintese de microrganismos, como no caso a producdo do acido gama-
poliglutdmico. Sua formacdo se da a partir de microrganismos como aqueles do género
Bacillus, que secretam o biopolimero no meio onde é cultivado, com nutrientes como carbono
e nitrogénio.

O écido gama-poliglutamico (y-PGA; gamma polyglutamic acid) € um biopolimero
anidnico, biodegradavel, solivel em 4gua e ndo apresenta toxicidade ao ser humano e ao
ambiente. Destaca-se em diversos setores da economia, entre eles inddstria de farmacos,
cosméticos, alimentos e no tratamento de agua potavel, sendo esse ultimo, usado como
adsorvente de metais e biofloculante (CHANG et al., 2013; CAMPOS, 2016).

O y-PGA é também um componente da cozinha asiatica, conhecido como natto, nome
comercial do fermentado de gréos de soja cozido com a palha do arroz, onde a bactéria Bacillus
subtilis esta naturalmente presente. O natto apresenta uma consisténcia bastante viscosa e €
muito apreciado em paises como Japao, China, Tailandia, dentre outros, por apresentar ainda
propriedades antibioticas, favorecer a produgdo no organismo da vitamina K soltvel em agua.
Salienta-se, também, para as propriedades do Bacillus subtilis presentes no natto, pois
contribuem na eliminagdo de bactérias patogénicas do intestino, além de outras contribuicGes
indiretas como a reducéo da pressao arterial e anticarcinogénica (LEE et al, 2015; HWAN et
al., 2012; PARK et al., 2021).

A aplicacdo do y-PGA é de notéavel abrangéncia, principalmente quando consideramos
os diferentes usos em humanos, como antitumoral, pela propriedade imunoestimuladora, entre

outras aplicacBes na area da saude, como também em hidrogéis para aplicacdo estética,
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aproveitando sua alta capacidade de absor¢do de agua, contribuindo para uma prolongada
hidratacdo da pele. Tork et al. (2015) destacam outras fungdes do biopolimero, como agente de
ligacdo a metais traco e radionuclideos, crioprotetor, espessante, dispersante e imobilizador de
enzimas.

O y-PGA vem sendo estudado também como uma alternativa para a biofloculacdo de
acucar, nos processos industriais onde a poliacrilamida anfotérica (PAM) é utilizada na cana-
de-agtcar como floculante quimico (YAN et al., 2015). Goto e Kunioka (1992) e Kunioka
(2004) relatam também a atividade do biopolimero como agente coagulante a partir da
modificacdo da molécula. Em seus experimentos o produto foi sintetizado por reagentes
indutores de ligacBes cruzadas ou radiagdo gama (OPPERMANN-SANIO; STEINBUCHEL,
2002).

Na &rea ambiental, o y-PGA se destaca pelo uso em substituicdo aos compostos
guimicos normalmente utilizados no tratamento de dgua potavel. A partir das modificacdes pela
radiacdo gama e adicionado ao policloreto de aluminio (PAC), pode formar um hidrogel capaz
de remover substancias coloidais, além de ser eficiente também na remocdo de substancias
organicas e inorganicas. No entanto, o custo para obtencdo de y-PGA ainda é altissimo, esse
custo obviamente torna o valor de comercializagdo extremamente elevado, tornando-o um
produto invidvel para uso no tratamento de 4gua. O Produto é comercializado na forma sddica,
com 30% de pureza ao custo aproximado de US$ 32,00/Kg, no entanto com 90% de pureza
pode ser adquirido ao custo de US$ 620,00/Kg, enquanto o y-PGA com mais de 90% de pureza
chega a US$ 1.200,00/Kg. O biopolimero tem sua maior producio na Asia, em especial na
China, e é comercializado também na Uni&o Europeia e Reino Unido.

O y-PGA é normalmente comercializado em sua forma sodica, e o valor é definido pelo
seu grau de pureza e também pela densidade de sua massa molecular, o biopolimero é formado
por agrupamentos de sua estrutura molecular basica, um composto com maior grupamento pode
ser utilizado na medicina e também na inddstria de cosméticos. Um composto com grupamentos
menores normalmente € utilizado para o tratamento de 4gua ou na industria alimenticia. Ainda
assim, o valor pode chegar até mais de mil ddlares por quilo. Esse € um dos fatores que
justificam as pesquisas de melhoramento na producéo para obtencdo de y-PGA com custo de
processo reduzido, além do uso de matérias primas de baixo valor comercial, como por exemplo
residuos de soja, cascas de arroz, subprodutos de 6leo biodiesel, entre outros residuos.

A biossintese de y-PGA em cultivo no estado sélido (FES), utilizando Bacillus subtilis,

pode ocorrer com substrato em grédos de soja semi-submerso em caldo nutritivo, ou ainda outros



20

subprodutos como cascas e farelos (GOTO e KUNIOKA, 1992; CAMPOS et al., 2020).
Contudo, apesar do alto potencial de producdo do y-PGA por FES, a literatura relata bons
resultados em condicdes de cultivo submerso, a partir de hidrolisados de subprodutos ricos em
carboidratos, ou ainda outras fontes de carbono de baixo valor. Bajaj e Singhal (2011)
apresentam uma revisdo desse tema, com diversos experimentos utilizando substratos
precursores para as vias do biopolimero, adicdo de sais como cofatores enzimaticos, alem de
micronutrientes. Os estudos visam indicar principalmente os melhores nutrientes para as
diferentes linhagens de Bacillus. Assim, com base nas necessidades nutricionais, 0s
microrganismos que sintetizam o y-PGA podem ser classificados em dois grupos, os
dependentes do acido glutamico e os independentes do &cido glutdmico (KONGKLOM et al.,
2015).

Os Bacillus produtores de y-PGA, também sdo largamente empregados na industria
para producdo de enzimas (REIS et al., 2005). O seu uso na agricultura também tem destaque
principalmente para formulagdo de bioinseticidas, em aditivos para plantas, desde o
fortalecimento das sementes para que se desenvolvam sem a adicdo de suplementos quimicos,
como também na aplicacdo direta no solo especialmente em plantas frutiferas e cerealiferas.

Tdo importante quanto a escolha dos microrganismos, dos substratos e demais
nutrientes, sdo os métodos e condi¢des de processo em biorreatores. Assim, um biorreator deve
atender de forma consistente as necessidades de crescimento dos microrganismos e
consequentemente a produgdo de y-PGA. Um biorreator equipado com controles basicos de
temperatura, pH, vazdo de ar ou agitacdo mecanica, ou ainda outros parametros especificos de
cada processo, pode favorecer a ativacao e/ou inibi¢do do crescimento, for¢cando condicGes de
estresse para estimular certas vias e secretar produtos desejados, entre outras atividades
fundamentais no cultivo.

Embora o termo fermentacéo possa ter um significado bioquimico especifico em relacéo
a uma forma de metabolismo energético independente de oxigénio, neste trabalho utilizaremos
o termo fermentacdo de modo genérico, como utilizado pelos microbiologistas industriais.
Assim, neste estudo o termo fermentacao se refere também a cultivos onde ocorre a respiracdo
aerobia.

Para fins comerciais, a producdo de y-PGA ¢é atualmente realizada em biorreatores de
tanque agitado mecanicamente. Os biorreatores utilizados sdo de ago inox com capacidade em
média de 250 a 500 L. Vale destacar que existem inimeros modelos de biorreatores que podem
ser utilizados para produzir y-PGA, desde fermentadores com substratos semissélidos a

fermentadores com meios liquidos.
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Contudo, ressalta-se a necessidade de controles basicos para melhor desenvolvimento
dos microrganismos, tais como temperatura, agitacdo e/ou aeragdo com controle do oxigénio
dissolvido, controle do pH com adicdo de soluges acidas ou basicas. Quando se trata de
processos alimentados, é preciso um bom controle das vazdes, tanto nas bateladas alimentadas,
quanto nos processos continuos, entre outros pardmetros que possam contribuir para melhor
rendimento de processo.

Num biorreator como o airlift, 0 processo ocorre através da injecdo forcada de ar
promovendo a recirculacdo do meio liquido. Essa recirculacdo promove também turbuléncia e
mistura, contribuindo significativamente para a transferéncia de massa no sistema. A maior
distancia percorrida pelas bolhas de gas ao atravessar o sistema sem a inconveniente agitacdo
de turbinas favorece uma boa transferéncia de oxigénio sem comprometer a integridade das
células, devido a menor tensao de cisalnamento ja que a agitacdo é pneumatica e ndo mecanica.

Outras vantagens desse sistema s&o o seu funcionamento simples, a circulagéo pode ser
interna ou externa e o investimento inicial é relativamente baixo além de facil instalacdo e
operacdo, pois ndo ha necessidade de agitacdo mecanizada (ROSSI, 2016).

Um processo conduzido por biorreator airlift para a obtencdo de y-PGA pode fornecer
dados importantes para a melhoria do processo produtivo, esses dados podem ser desde
alteragBes visuais como cor, turbidez, viscosidade, como também a partir de anélises, tais como
pH, consumo de oxigénio dissolvido, consumo de substratos, produgédo de enzimas, etc.

A partir dessas informacgbes é possivel verificar as diferentes vias metabolicas dos
microrganismos envolvidos e por consequéncia buscar melhorar a produtividade na obtencéo
de um biopolimero com alta massa molecular, como também melhorar o processo, com reducao
de custos, tempo e producdo de intermediarios indesejaveis. O y-PGA torna 0 meio mais
viscoso, porém em biorreator airlift com circulacdo externa é possivel trabalhar com

velocidades de circulacdo maiores, 0 que contribui para um meio menos viscoso.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a produtividade de y-PGA a partir de bactérias do género Bacillus utilizando
cultivo submerso, aprimorando os pardmetros em biorreator tipo airlift operado em modo

continuo.

2.2 Objetivos especificos

a) Identificar a espécie com maior rendimento de y-PGA em cultivo submerso, dentre as
espécies B. licheniformis e B. subtilis;

b) Estabelecer concentragdes adequadas de substratos precursores de y-PGA, tais como o
glicerol e a glicose;

¢) Verificar o rendimento de y-PGA com adi¢do de diferentes fontes de nitrogénio, tais
como cloreto de amonio, nitrato de amonio e sulfato de amonio;

d) Estudar o efeito do oxigénio dissolvido na producgdo de y-PGA em biorreator airlift de
modo a adequar sua concentragdo para o processo continuo;

e) Avaliar o rendimento na producdo de y-PGA a partir do cultivo em modo continuo em

biorreator airlift.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Acido y-poliglutamico

O acido poliglutamico (y-PGA) foi, primeiramente, detectado por Ivanovics e Bruckner
em Bacillus anthracis em 1935, enquanto 0s autores pesquisavam o comportamento patogénico
do bacilo, este produziu um composto extracelular com caracteristicas semelhantes aos
polipeptideos, no entanto com algumas particularidades, constatando ainda que o y-PGA nao
era encontrado naturalmente no ambiente, o estudo foi primeiramente publicado em 1937
(IVANOVICS, BRUCKER; 1937).

Segundo Bajaj e Singhal (2011), na biossintese da formacéo do &cido poliglutdmico
(y-PGA), detectado por Ivanovics e Bruckner em Bacillus anthracis, independente do meio de
cultura ou do processo de cultivo, ocorre em duas etapas, na primeira etapa 0s precursores do
v-PGA, o &cido L-glutdmico e o D-glutamico, sdo sintetizados, enquanto na segunda etapa 0s
acidos sdo unidos para a formagdo de um Unico composto.

Os estudos conduzidos por Bajaj e Singhal (2011) apontam ainda a existéncia de trés
poli-aminoacidos diferentes presentes na natureza: acido-y-poliglutdmico (y-PGA), e-polilisina
(e-PL) e cianoficina, sendo que no y-PGA as ligacdes amidas sdo formadas entre o grupo
a-amino e o grupo y-carboxilo na estrutura do polimero. Essa caracteristica do biopolimero faz
com que seja resistente as proteases — processo de quebra das ligacbes peptidicas. Outra
propriedade importante do y-PGA, por ser um composto bioguimico, é a capacidade de
desempenhar diferentes fungdes conforme o ambiente, em solo ou meio aquoso por exemplo, e
também o organismo de reacao, sendo aplicado como sequestrante de ions, floculante, carreador
de farmacos, entre outros (CANDELA, FOUET, 2006; BAJAJ, SINGHAL, 2011,
BUESCHER, MARGARITIS, 2007). Na Tabela 1 tem-se algumas das aplicagdes do

biopolimero, que justificam as pesquisas para a ampliacdo de sua producao.

Tabela 1 — Aplicagdes do y-PGA em diversos setores da economia

Aplicacao Tipo de Produto Atividade bioquimica

IndUstria ] Promove absor¢do de minerais biodisponiveis,
] - Suplemento alimentar L
alimenticia como o calcio.
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Aplicacio Tipo de Produto Atividade bioquimica

) Reduz a absorcéo de 6leo durante a fritura em
Agente redutor de 6leo
gordura.

) Biofloculante no processo de refinaria de acucar
Biofloculante . )
a partir da cana-de-agucar

. O y-PGA pode atuar como anticongelante mais
Crioprotetor )
forte, quando comparado a glicose.

) ) Auxilia na remocdo de metais pesados e
Quelagéo de metais . i
radionuclideos

Carreamento e transporte | Melhoramento de anticancerigenos e na

o de farmacos medicina de nanoparticulas.
Medicina

. Substitutos de fibrina, com melhor adeséo
Adesivo bioldgico 3
pulmonar e vedagdo de escape de ar.

) ] Substitui¢do de floculantes sintetizados
Biopolimero floculante ) ) S
derivados de petréleo, como a poliacrilamida.

Hidratante Melhoria na qualidade da pele e dos cabelos.

L Seus derivados tém atividade antibacteriana
Outras aplicacoes o ) ) o ]
Atividade antibacteriana contra Salmonella enteritidis, E. coli e

Staphylococcus aureus

Fonte: adaptado de Luo et al., (2016).

Formado por uma ou duas das formas enantiométricas (D- e L-) do acido glutamico, o
y-PGA além de ser soluvel, possui capacidade de sequestrar moléculas de agua. E constituido
por ligagdes do tipo y-amina, ao contrario das proteinas, que sdo constituidas de ligacdes
peptidicas (a-amina), por este motivo, o biopolimero (y-PGA) apresenta resisténcia contra a
acao de proteases, as quais seriam capazes de clivar (quebrar) as ligagdes a-amina (CANDELA,
FOUET, 2006). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica do y-PGA.

O y-PGA também apresenta variacdes em sua massa molecular, além de sua estrutura
espacial, essa variacdo esta relacionada as condi¢cdes de processo e meios de cultivo para a
obtenc¢éo do biopolimero, podendo variar de 100.000 a 1.000.000 (KUNIOLA, 2004; ZHAO et
al., 2013). Para Zimmer et al. (2012), quanto maior a massa molecular do biopolimero, maior é
seu potencial para uso em farmacos, pois este pode ser utilizado como carreador de drogas
contra cancer, aumentar a absorgédo de calcio pelo organismo, entre outros usos terapéuticos.

Um fator limitante para a obtengdo do y-PGA nos processos fermentativos € o aumento da

viscosidade, principalmente em meio liquido, nesse sentido, um biorreator para a fermentagéo
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em estado sélido (FES) poderia ser uma alternativa mais adequada de processo. Contudo,
segundo Silva (2010) as pesquisas publicadas sobre a produgdo de y-PGA em cultivo submerso
sdo mais expressivas com relacdo a FES, pois essa Ultima tem dificuldade para controle dos
parametros basicos de processo, considerando a dificuldade em analisar em tempo real o

oxigénio dissolvido no meio, fundamental em processos aerdbios, alem da temperatura e pH.

Figura 1 — Estrutura quimica molecular do acido y-poliglutamico
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Fonte: CANDELA e FOUET (2006).

Para Zhan et al. (2017), a fermentacdo com Bacillus licheniformis em meio liquido pode
ser uma via segura para a obtencéo de y-PGA. Em sua pesquisa foi utilizado o glicerol como
substrato, pois além da eficiéncia e qualidade do y-PGA produzido, o glicerol é considerado um
subproduto da industria do biodiesel (DOBSON et al., 2012). Pelo alto custo em refinar esse
derivado do biodiesel, o glicerol comercializado pode ser uma fonte barata de nutrientes, além
de contribuir com a inddstria de biodiesel no uso do residuo.

Du et al. (2005) relataram que o glicerol pode afetar a biossintese de fosfolipidios da
membrana celular e seus acidos graxos éster-ligados, o que resulta em melhor permeabilidade
da membrana para a secrecdo de y-PGA. O glicerol é também responsavel, segundo Bajaj e
Singhal (2011), pela reducdo do comprimento da cadeia de y-PGA, diminuindo a viscosidade
do caldo no cultivo, permitindo aumentar a absor¢do dos substratos. Como resultado, uma
qualidade superior de y-PGA é produzido, em funcéo da maior regulagdo do peso molecular.

No entanto, Zhan et al. (2017) salientam que a fermentagdo envolvendo glicerol e
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B. licheniformis ainda requer maior investigacdo, pois essa via ainda ndo é totalmente
conhecida. Por isso, é importante elucidar os caminhos metabdlicos para melhorar a producao
de y-PGA utilizando glicerol como substrato.

A qualidade do y-PGA produzido a partir de Bacillus, ainda esta relacionada a
dependéncia de algumas espécies por acido L-glutdmico, além de fontes adicionais de carbono
e nitrogénio, bem como condi¢Oes do processo, como a interferéncia de forca idnica, pH,
aeracdo e agitacdo (BAJAJ; SINGHAL, 2011). Dessa forma, a literatura sugere a adicao de
acido L-glutdmico como um precursor importante, considerando sua necessidade para a
producéo de y-PGA. No entanto, sugere-se também, o uso moderado em funcdo do seu alto
custo relativo (DU et al., 2005).

3.2  Caracteristicas de Bacillus subtilis e B. licheniformis produtores de y-PGA

As pesquisas na area da biotecnologia contribuem ndo somente para a descoberta de novos
microrganismos, mas também para o melhoramento desses, 0s quais podem ser amplamente
empregados na elaboracdo de medicamentos, aditivos, transportadores de farmacos, como
coadjuvantes no tratamento das questdes ambientais, entre outros usos.

Nesse alinhamento, tem-se 0s microrganismos do género Bacillus que se destacam pela
ampla disposi¢do na natureza, particularmente no solo, podendo ser encontrado em areas
arenosas ou alagadas e ainda na microbiota intestinal, seja de humanos ou animais (SALES,
2011). Melo (2021), também destaca a disponibilidade dos Bacillus em diferentes habitats, com
destaque para as areas mais comuns como agua e solo. Reforgando o seu emprego em processos
industriais na producdo de enzimas, antibioticos e também biopolimeros, pois sdo capazes de
secretar a maioria das suas enzimas no meio de cultura.

Uma das razdes por essa vasta disponibilidade pode ser justificada pela sua fonte
nutricional, também amplamente disponivel na natureza, considerando compostos simples de
carbono e nitrogénio, além de possuirem um tempo de duplicacdo reduzido quando comparados
aos outros microrganismos.

Muitas linhagens de Bacillus sdo utilizadas por serem industrialmente seguras (GRAS),
embora existam pesquisas que apontam linhagens de B. licheniformis e B. subtilis resistentes
em condicgdes extremas de temperatura, pH, secagem, incluindo tratamento de pasteurizacao
UHT e, por isso, podem ser relatadas como sendo contaminantes de alguns processos industriais
na area de alimentos (PIRTTIJARVI et al., 2000).
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Os Bacillus licheniformis e B. subtilis, objetos deste estudo, sdo importantes bactérias
utilizadas na industria em funcdo da capacidade de secretar no meio de cultura grandes
quantidades de enzimas, e também por serem produtoras de compostos importantes como o
acido y-poliglutamico (SALES, 2011). De acordo com Zhan et al. (2017), o B. licheniformis
também tem a funcdo de expressar aminoacidos, biocombustiveis, antibioticos, além das
enzimas e metabdlitos secundarios. Cladera-Oliveira et al. (2004) qualificam o B. licheniformis
como produtor de peptideos antimicrobianos com atividade contra diversos microrganismos
patogénicos ou deteriorantes. Embora os autores destaquem as variacGes nas caracteristicas
fisioldgicas e bioquimicas nas espécies produtoras de metabdlitos biologicamente ativos, com
destaque industrial e agricola, bem como de espécies patogénicas capazes de produzir toxinas.

Na produc¢ido do y-PGA, o Bacillus subtilis, bem como o Bacillus licheniformis, tém o
objetivo de formar uma reserva de energia e nutrientes. A sintese ocorre em condic¢Ges de
estresse e com funcdes fisioldgicas distintas, pois o biopolimero além de ser fonte de nutrientes
dos proprios bacilos é também um sequestrante de ions de metais (ZIMMER et al., 2012). A
produgdo do y-PGA ocorre como componente de capsula do microrganismo, nessa sintese a
extracao e facilitada em funcéo da solubilidade em meio aquoso (CANDELA et al., 2005).

Segundo a avaliagdo de Hsueh et al. (2017), o y-PGA é sintetizado apenas no inicio da
fase estacionaria, que pode ser justificado em funcdo da limitacdo ou até mesmo pela falta de
nutrientes necessarios para o crescimento celular (CAMPOS et al., 2021). No entanto, o
biopolimero formado pode ser degradado ao final da fase estacionéria, principalmente quando
ha escassez de substratos basicos de carbono e nitrogénio. Segundo esses 0s autores, tanto o
peso molecular do y-PGA como a proporc¢do da conformacdo L-/D- formadora do &cido séo
dependentes dos microrganismos, bem como das condi¢Ges de processo para o0 crescimento
celular (HSUEH, et al., 2017).

O Bacillus licheniformis, por exemplo, pode produzir o biopolimero com diferentes
proporcdes da conformacdo L-/D- acido glutamico, variando de 10 até 100%. Diferencas
significativas na producéo de y-PGA foram observadas também por estudos avaliando os genes
de mesma linhagem de microrganismo. Esses genes podem atuar como regulatérios na sintese
e na degradacdo do biopolimero, bem como interferir na quantidade excretada e ainda no peso
molecular final.

O y-PGA pode ser sintetizado por diversas cepas de Bacillus, que podem ser divididas em
dois grupos, tendo como principal diferenca a necessidade ou ndo do seu precursor imediato o
acido L-glutdmico. Nesse sentido, os autores Jung et al. (2005) destacam que alteracGes

genotipicas discretas podem segregar estirpes de uma mesma linhagem como dependente ou
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ndo do &cido glutdmico. Dessa forma, é possivel aumentar a producédo de y-PGA pela delecéo
de genes especificos. Por exemplo, o estudo relatado por Jung et al. (2005), na obtencdo de altas
concentragfes do biopolimero utilizando o isolado Bacillus sp. RKY3 como indculo. Assim,
segundo Shih et al. (2001) a produgédo do y-PGA depende também da linhagem e das condic¢Ges
das cepas selecionadas, além das demais condi¢Ges de processo, em especial 0 oxigénio
dissolvido no meio de cultivo (SHIH, 2002).

Segundo Silva (2010) quando o polimero esta associado a superficie do bacilo formando
assim uma capsula, o complexo enzimatico correspondente sera Cap (cdpsula), e quando o
v-PGA é liberado extracelularmente, o complexo responsavel serd Pgs (poliglutamato-
sintetase).

As principais etapas da biossintese de y-PGA abrangem a racemizacéo, a polimerizacéo,
assim como a regulacdo e degradacdo do biopolimero. Na etapa de racemizacéo, parte do acido
L-glutamico é convertido a acido D-glutamico, enquanto na polimerizacédo, a qual depende de
adenosina trifosfato (ATP), o &cido L-glutamico tem a fungédo de fornecer elétrons através do
grupo amino. A regulacdo de genes e as relacGes filogénicas afetam a producao de y-PGA,
segundo Hsueh et al. (2017). Os autores destacam a secrecdo do biopolimero, bem como as
propriedades das diferentes ramificacdes filogénicas a partir de linhagens familiares.

Na etapa de regulacdo da biossintese, 0s genes degS e degU formam um operon que
codifica um sistema de dois componentes essenciais, DegS-DegU e ComP-ComA. Uma
mutacdo nesses genes pode alterar a producdo de enzimas, como também a capacidade de
esporulacdo principalmente quando o meio é suplementado com glicose. A Figura 2 apresenta
a atividade da proteina Quinase DegS sobre DegU, sendo essa fosforilada necesséaria na
producdo de enzima, atuando como repressor ou regulador da biossintese. Enquanto a
degradacdo do y-PGA pode ocorrer por duas enzimas a partir da secrecdo dos Bacillus

endo-y-glutamil peptidase e exo-y-glutamil peptidase (YAO et al, 2009).
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Figura 2 — Secrec¢do do y-PGA durante a biossintese de Bacillus subtilis
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Fonte: Hsueh (2017).

O esquema da Figura 2 apresenta a producdo de y-PGA sendo regulada por quatro genes
especificos durante a sintese, em destaque para pgsB, pgsC, pPgsA e pgskE, os quais foram
estudados por Ashiuchi et al. (2011) e Candela et al. (2005) com B. subtilis e B. anthracis,
respectivamente.

Nos estudos realizados por Ashiuchi et al. (2011) e Candela et al. (2005), a sintese de B.
subtilis foi bloqueada pela delecao dos genes pgsB, pgsC, pgsA, enquanto que em B. anthracis,
0S genes, capB, capC, capA e capE apresentaram os mesmos resultados quando deletados
(Figura 3). Como resultado, relataram os genes capB/pgsB e capC/pgsC responsaveis por
codificar os componentes da membrana do complexo de y-PGA sintase, enquanto pgsA e pgsE
(capA e capE) contribuem no transporte de y-PGA (ASHIUCHI, 2011; CANDELA et al., 2005;
TROY, 1973).
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Figura 3 — Representacdo dos genes responsaveis pela codificacdo na sintese de y-PGA em

Bacillus spp
B. Subtilis
a tehentormis [ > T W -
B. amyloliquefaciens 4
pgsB pgsC  pgsA  pgsE  pgsD
B. anthracis 4
I_l/,
capB capC capA capD capE

Fonte: Nair et al (2021).

3.3 Substratos para producéo de y-PGA

A obtengdo de y-PGA ocorre por meio de biossintese, onde a producdo microbiana
necessita de fontes de carbono e nitrogénio, nutrientes basicos para uma variedade de Bacillus.
Seu desenvolvimento celular pode advir esse polimero como um componente capsular ou
extracelular, dependendo da cepa utilizada, condicionado ainda aos parametros de processo e
da disponibilidade das fontes de carbono e nitrogénio. Importante destacar que essa mesma
variacdo interfere na qualidade e na massa molecular do biopolimero sintetizado (ZIMMER,
2012; KUNIOKA, 2004; BAJAJ, SINGHAL 2009).

As fontes de carbono sdo essenciais para 0 crescimento bacteriano, assim como a
concentracdo ideal de nitrogénio. Além disso, considerando a formacdo de um produto com
grupamentos aminas, a razdo C/N adequada no meio é fundamental para um bom rendimento,
sem a formacéo de subprodutos indesejaveis. Assim, é importante observar a concentracdo dos
substratos no meio de cultivo durante o processo, considerando a estrutura quimica molecular
basica do y-PGA, a razdo ideal de C/N é de 5. Em ensaios realizados por Moraes e Alegre
(2014) e Jung et al. (2005) com diferentes fontes de carbono e nitrogénio, a producédo de y-PGA
foi limitada em meios com alta concentracdo de substratos de carbono.

Segundo Jung et al. (2005), a produgdo maxima de y-PGA foi observada com 20 g L*
de glicerol no meio de fermentagdo, o meio foi também suplementado com &cido L-glutdmico
na concentragdo de 20 g L e &cido citrico, 12 g L. Em quantidades maiores, a producgio foi

gradativamente reduzida. Os resultados foram similares na produgdo com outros substratos de
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carbono, como a glicose e a frutose. O crescimento celular do Bacillus sp RKY 3 foi igualmente
limitado no meio com maior concentracdo de substratos de carbono.

Conforme metodologia descrita por Yoon et al. (2000), os autores obtiveram uma
producdo de 35 g L™t em fermentagdo com Bacillus licheniformis em biorreator de tanque
agitado com batelada alimentada (volume de trabalho 2,5 L), o rendimento apresentado foi de
aproximadamente 0,10 g g*. O rendimento foi reduzindo enquanto o processo foi alimentado
com o meio de cultivo, os autores também relataram um aumento na viscosidade do meio.

Em estudo estatistico, Jeong et al. (2010), apresentaram uma producio de 48,7 g L™ de
v-PGA, em fermentacdo com Bacillus subtilis, em biorreator de tanque agitado (volume de
trabalho 3 L), o rendimento apresentado nesse estudo foi de aproximadamente 0,628 g g™*. Em
ambas as pesquisas, 0s autores suplementaram o meio de cultivo com &cido L-glutdmico e
glicerol. Assim, tem-se o glicerol como uma boa fonte de carbono para a sintese de y-PGA,
pois faz parte do ciclo de acido tricarboxilico.

Segundo Du et al. (2005), o glicerol pode ter funcéo de co-substrato, enquanto a adigéo de
acido citrico e L-glutamico sdo precursores do y-PGA, favorecendo o crescimento do Bacillus
licheniformis e a producédo de y-PGA. Porém, esses substratos podem contribuir para 0 aumento
da viscosidade dificultando o crescimento celular em meio submerso, mesmo em processos
com agitacdo e aeracao, seja por oxigénio puro ou ar comprimido. O aumento da viscosidade é
uma das dificuldades que a industria encontra na produgdo do y-PGA, pois por ser um processo
aerobio, a biossintese é dependente de oxigénio e a alta viscosidade pode reduzir
consideravelmente a transferéncia de oxigénio ao meio (KAMBOUROVA, 2001). Assim,
Yoon et al. (2000) sugerem a fermentagdo continuada, com adigé&o de nutrientes e reguladores
ao longo do processo, pois a concentragcdo mais baixa de nutrientes no meio favorece a produgéo
de y-PGA e mantém a viscosidade baixa, aumentando consideravelmente a eficiéncia do

processo.

3.3.1 Fontes de carbono

Uma importante fonte de carbono utilizada em processos biolégicos é a glicose, um
substrato amplamente empregado ndo apenas nas fermentacGes com bactérias, mas também
para fungos, leveduras e inclusive algas, além disso, sua forma fosforilada (glicose-6-fosfato)

pode ser uma reserva de energia, como também seguir para processos de sintese na célula. Além
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da fonte répida de energia metabolica, tem a vantagem de ser muito solivel em é&gua
(SCHMIDELL, 2001; KOMPALA et al, 1986).

Em pesquisa realizada por Yu et al. (2017), os substratos como a glicose e o glicerol
favorecem a produgéo de y-PGA para a maioria das linhagens de Bacillus licheniformis (KO;
GROSS, 1998). No entanto, apesar da glicose contribuir para a producdo de y-PGA onde o
Bacillus licheniformis ATCC9945a converte a glicose em o-cetoglutarato por meio da colise
do glicol e do ciclo do &cido tricarboxilico, seguido pela producdo de acido glutdmico para
sintetizar o y-PGA, essa fonte de carbono também pode produzir subprodutos como diferentes
polissacarideos (GOTO e KUNIOKA, 1992), principalmente em concentracdes mais elevadas
de glicose, reduzindo assim a producéo de y-PGA (MSADEK et al., 1991). Yuetal. (2017) citam
ainda a glicose em meio com Bacillus subtilis NX-2 como uma fonte de energia para o
crescimento celular durante a biossintese de y-PGA (WU et al., 2010).

O glicerol utilizado na producdo de y-PGA, segundo Du et al. (2005), tem sido fonte de
estudos porque favorece a formacdo do biopolimero sem aumentar o crescimento celular, desde
que utilizado em concentracéo até 70 g L™* no meio de fermentacdo. O glicerol pode afetar a
biossintese de fosfolipidios da membrana celular bem como de seus &cidos graxos ligados a
éster, aumentando a permeabilidade da membrana e consequente aumento da secrecdo de
v-PGA (ZHAN et al., 2017). A figura 4 apresenta as vias para a producgéo de y-PGA a partir de
glicerol e glicose, onde a glicose pode em concentragdes elevadas ou por regulacdo de genes
especificos seguir uma via diferente, com producéo de outros polissacarideos (YU et al., 2017).
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Figura 4 — Rotas metabdlicas de sintese y-PGA
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O écido citrico também ¢é bastante utilizado como fonte de carbono nas fermentac6es
aerdbias, é também um dos precursores da biossintese do biopolimero y-PGA. Durante a
esterilizacdo do meio de cultivo, também ajuda a evitar a precipitacdo dos ions metélicos,
funcionando como um dispersante. Jung et al. (2005), assinalam os limites de concentracdes,
pois do contrario perde-se o efeito benéfico, contribuindo para a reducdo no crescimento
celular. Segundo os autores, uma concentragdo limitante no meio seria de 30 g L.

Conforme j& mencionado, a producdo de y-PGA pode ser uma aliada nas questdes que
tratam de sustentabilidade, em funcéo de seus precursores, as fontes de carbono utilizadas nos
processos industriais podem ser oriundas de residuos, em especial o farelo de soja, casca de
arroz, que sdo fontes proteicas ricas em carbono e nitrogénio. No entanto, independentemente
do tipo de meio a ser preparado, é necessaria a hidrdlise do substrato para disponibilizar a fonte
de carbono e nitrogénio.

3.3.2 Fontes de nitrogénio

As diferentes fontes de nitrogénio afetam diretamente os processos biotecnoldgicos,

além do controle de pH, suas adi¢cGes ou substituicbes a outros elementos, normalmente
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utilizados em processos fermentativos, contribuem para o crescimento microbiano ou ainda o
aumento da producdo. Para inibir metabolitos secundarios e controlar o pH utilizam-se
concentracdes mais elevadas de fosfatos nos meios de fermentacdo. No entanto, na presenca de
cloreto ou sulfato de am6nia como fontes de nitrogénio, e os sais de acidos fracos de nitrogénio
como succinato de amonio, contribuem para o controle do pH, reducdo no uso de fosfatos e
ainda podem ser utilizados também como fonte de nitrogénio (STANBURY, 1995).

Nos processos industriais € comum o uso fontes de nitrogénio organico ou inorganico.
Na producdo comercial de albumina, por exemplo, pode-se utilizar a amonia para o controle de
pH do meio, além de servir como fonte de nitrogénio (STANBURY, 1995). Enquanto o sulfato
de aménio pode acidificar o0 meio a partir da utilizacdo do ion amdnio, ao contrario, nitratos
podem geralmente alcalinizar o0 meio ao serem metabolizados. O nitrato de aménio provoca
inicialmente queda no pH, enquanto o ion amdnio é utilizado, reprimindo a utilizacéo do nitrato.

Apos a exaustdo do ion amonio, o pH tende a aumentar com a utilizagdo no nitrato
como fonte de N (OLIVEIRA, et al., 2013). As fontes de nitrogénio orgénico a partir de
aminoacidos sdo mais complexas e normalmente de alto custo, de modo que os obtidos de
proteinas sdo mais utilizados na industria, como € o caso dos hidrolisado de soja e milho, com
alto valor nutritivo, rico em fontes de carbono e nitrogénio, mas de baixo custo.

Sabe-se portanto, que as fontes de nitrogénio afetam o crescimento microbiano como
também a produgédo de y-PGA. Assim, Tork et al. (2015) investigaram diferentes fontes de
nitrogénio para a producédo de y-PGA e observaram que 0S cCompostos 0rganicos como o extrato
de levedura e o &cido L-glutamico favoreceram o crescimento celular e a producdo do
biopolimero, no entanto, também observaram boa producdo com nitrato de amonia. Outros
compostos inorganicos de nitrogénio como o cloreto e o sulfato de amonio também foram
analisados em pesquisas na producéo de y-PGA (YAO et al., 2010; TANG et al., 2015). Desses
se destaca o sulfato, pela facilidade de dissociacdo do nitrogénio, assim o elemento esta mais

disponivel no meio para a producgdo do biopolimero (KUNIOKA, 1995).

3.4 Biorreatores

Os biorreatores séo assim denominados em funcéo da capacidade de transformacao

de substratos em produtos através de reacGes bioquimicas, as quais ocorrem por agentes

bioldgicos celulares, que podem ser enzimas ou células vivas (SCHMIDELL; FACCIOTTI,
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2001). Os processos fermentativos que acontecem no biorreator apresentam diferentes
resultados que se justificam ndo apenas em funcdo dos substratos e microrganismos, mas
também pela conducdo do processo. Com foco nas diferentes condi¢cdes de processo, as
industrias demandam atualmente os principais estudos na area de bioprocessos para 0
desenvolvimento de tecnologias em biorreatores. O desenvolvimento atual da biotecnologia ja
pode fornecer condi¢des ideais de processo através dos biorreatores, conforme a necessidade
de diferentes microrganismos, com sistemas de controle das varidveis de processo e com
funcionalidades especificas.

Para uma boa viabilidade de producdo em biorreator, seja para biomassa, metaboélitos
ou enzimas, é fundamental uma operacdo com custo de investimento e operagdo baixo. Por
outro lado, a seguranca e confiabilidade nos processos deve ser alta, principalmente em relacédo
as contaminaces, bastante comum em processos bioquimicos. Também deve-se considerar o
tipo de microrganismo a ser utilizado nos sistemas fermentativos, embora a maioria dos
processos industriais seja realizado em biorreatores com tanque agitado (ROSSI, 2002).

O biorreator de tanque agitado foi o pioneiro nos processos biotecnolégicos, elaborado
para a fabricacdo de penicilina durante a segunda guerra mundial (ROSSI, 2006). Porém, o alto
custo desse sistema para a industria favoreceu as pesquisas na busca por outras opgdes de
biorreatores e sistemas fermentativos. Embora o biorreator de tanque agitado possa ser
facilmente adaptado para diferentes processos e por isso normalmente é escolhido pela
industria, pode haver limitacbes nos processos, como por exemplo uma maior transferéncia de
massa gas-liquido, sendo assim uma opcdo mais adequada biorreatores do tipo airlift (ROSSI,
2002).

Apesar da variedade de biorreatores utilizados para fermentacdes em meio liquido:
tanque agitado mecanicamente ou pneumaticamente, leito fixo, leito fluidizado, membranas
planas, etc. Ha4 uma variedade de biorreatores em fase ndo-aquosa, ou seja, semi-sélido ou
solido. As fermentagdes em com auséncia de agua, ou com teores de umidade que vao de 30 a
80%, a depender da capacidade de retencdo de agua do substrato sélido utilizado.

O controle das condicdes de operacdo em processos solidos ou semi-solidos pode ser
um grande desafio, no entanto, pode também ser uma op¢do mais econémica em alguns casos,
como por exemplo, o0 modelo de leito-fluidizado, que promove uma melhor transferéncia de
massa (oxigénio e demais nutrientes), contribuindo assim também com o controle da
temperatura (SCHMIDELL, FACCIOTT]I, 2001).
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3.4.1 Fermentacdo no estado sélido

Os processos com fermentacao no estado solido (FES) possuem valor biotecnolégico,
considerando a possibilidade do uso de residuos de produtos agroindustriais, 0s quais seriam
descartados no ambiente, agregando assim, valor também aos residuos (BRITO, 2014).
Analisando o volume de subprodutos fibrosos gerados no Brasil, como é o caso por exemplo,
da producdo de proteina de soja, esse processo gera um material rico em celulose e
hemicelulose, podendo entdo ser reutilizado como fonte de nutrientes em sinteses microbianas,
produzindo assim substancias de valor agregado como € o caso de acidos e enzimas.

O y-PGA também pode ser obtido a partir do processo de fermentacdo em meio sélido,
processo comum na producdo do natto, com graos de soja e o Bacillus subtilis (FERNANDES
et al., 2020). Piedrahita-Aguirre (2014) descrevem sobre as vantagens da fermentacdo
semissolida em relacdo a fermentacdo submersa, como o maior rendimento na producdo, maior
estabilidade dos produtos, custos operacionais, possibilidade de utilizacdo de residuos
agroindustriais como substratos, baixo consumo de agua e ainda reduzido volume de efluentes.

No cultivo em estado sélido e em processo aerdbio, a agitacdo constante € essencial para
a homogeneizacdo do meio e a distribuicdo dos indculos, contribuindo dessa forma com a troca
de calor e liberacdo dos gases formados pela fermentacédo e, ainda a renovacao do oxigénio,
fundamental num processo aerébio (DEL BIANCHI et al., 2001). No entanto, a agitacdo pode
prejudicar a formacdo dos esporos, considerando que uma agitacdo de maior impacto pode
destruir as células bacterianas (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

A fermentacdo semissélida e em estado sélido possuem bom potencial para serem
utilizadas em nivel industrial, contudo, ainda séo necessarios estudos para melhor purificacéo
dos produtos e controle dos pardmetros de processo, incluindo a concentragdo de biomassa e
substrato. Ainda conforme Piedrahita-Aguirre (2014), nas ultimas décadas tém surgido
biorreatores que permitem monitorar esses parametros, apesar da caréncia de informacdes
acerca de projetos e operacOes de biorreatores para ampliagéo de escala. Os tipos de biorreatores
comumente utilizados em processos de FES sdo: leito fixo, tambor rotativo e leito fluidizado,
onde cada biorreator apresenta caracteristicas particulares apropriadas para diferentes processos
e microrganismos.

A Figura 5 apresenta alguns modelos de biorreatores classificados em quatro grupos
conforme o processo de operacdo e design, considerando as mistura e aeragdo dos
microrganismos e substratos. Grupo | — bandeja, tipo leito fixo, com minimo de mistura, onde

ar circula pelo leito, mas néo € forcado; grupo Il — leito fixo, diferente do modelo anterior, nesse
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o ar ¢ forcado com fluxo de baixo para cima, pode haver também um minimo de mistura; grupo
Il — tambor rotativo ou de agitacdo, h& movimentacdo continuo no interior com fluxo de ar,
porém ndo é forcado; grupo IV — tambor de balanco, leito fluidizado a gas-sélido, alem de
continuo movimento podendo ser continuo ou em intervalos curtos, o ar que circula é forcado
(MITCHEL, 20086).

Figura 5 — Classificacdo dos tipos de biorreatores para FES
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Fonte: MITCHEL, 2006 p. 39.

3.4.2 Biorreatores para fermentacdo submersa

Existem diferentes modelos de biorreatores que podem ser utilizados para cultivo de
bactérias, e consequente producdo de y-PGA em meio submerso. Nesse sentido, os biorreatores
podem ser classificados em dois grupos, sendo o primeiro onde ocorrem rea¢des enzimaticas
sem a presenca de células vivas, enquanto no segundo grupo de biorreatores as reagdes ocorrem
com células vivas (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001). Considerando os biorreatores com
presenca de células vivas, esses podem ser classificados quanto a configuracdo que pode ser

com celulas livres, imobilizadas ou confinadas entre membranas. A Figura 6 apresenta alguns
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modelos conforme a classificagdo proposta por Schmidell e Facciotti (2001). O modelo com

agitacdo mecéanica € o mais amplamente utilizado na inddstria.

Figura 6 — Classificacdo dos modelos de biorreatores propostos para cultivo submerso

Tanque agitado Coluna de bolhas

Leito fixo com Leito fluidizado com
células imobilizadas  células imobilizadas

Iu 0,0,0.0.90.00¢¢ 0000 14_4

Fibra oca
Membrana plana p,Jguto Produto

Fonte: Adaptado de Schmidell e Facciotti (2001), p. 184.

O biorreator de tangue agitado vem sendo empregado desde a segunda guerra mundial
na producdo de antibidticos, em processo aerobio. Uma aparcela menor de biorreatores
industriais utilizam outras tecnologias para transferéncia de oxigénio, como os de colunas de
bolhas ou airlift, ambos dispensam a necessidade de agitacdo mecénica (ROSSI, 2016). Uma
questdo importante refere-se as forcas de cisalhamento que 0s microrganismos estéo sujeitos,
causadas pela agitacdo mecanica necessaria para a transferéncia de massa e mistura nos
sistemas agitados, que podem danificar as ceélulas. Outras desvantagens dos sistemas
mecanicamente agitados é o alto consumo de energia, 0 aumento da temperatura decorrente da
agitacdo mecénica e ainda a selagem do equipamento para evitar a contamina¢do com o

ambiente externo.
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Para um sistema submerso, os métodos que utilizam apenas a inje¢do de ar podem ser
favoraveis, visto que esses também podem proporcionar uma alta transferéncia de oxigénio,
como no caso dos airlift. Isso decorre devido a grande distancia percorrida pelas bolhas de ar,
que favorece a movimentacédo de liquido no sistema e também sua homogeneizacao.

A circulagdo resultante que, pode ser interna ou externa, é resultado da diferenca de
densidade do liquido entre uma zona aerada (riser) e a zona ndo aerada (downcomer) do
biorreator. Como ndo ha a necessidade de agitacdo mecanica, o processo é simplificado, de facil
elaboracdo e de custo reduzido. Esses biorreatores sdo uma classe de reatores pneumaticos, e
necessitam de alturas elevadas, de ordem superior até dez vezes seu didmetro (ROSSI, 2006).

A retencdo de gas num biorreator, denominado holdup (e, varidvel adimensional)
corresponde a sua fracdo volumétrica no total da dispersdo gas-liquido. O holdup do géas é uma
importante varidvel correlacionada com outras varidveis hidrodindmicas e, em fungdo da
coalescéncia das bolhas durante sua ascensao através do riser, tende a ter valores baixos, sendo
0s maiores aplicaveis da ordem de 0,3 (ROSSI, 2006). Valores elevados sdo conseguidos com
a diminuicdo do tamanho das bolhas, mas em cultivos onde ocorre aumento da viscosidade,
como € o caso da producdo de y-PGA, bolhas pequenas podem ter um tempo de residéncia
muito elevado, podendo entrar em equilibrio com o liquido e contribuindo muito pouco para a
transferéncia de oxigénio.

Sendo o fornecimento constante de oxigénio em processos de fermentacdo aerdbia
essencial, devido a sua baixa solubilidade no meio de cultivo, é importante dar atencdo a
transferéncia de massa gas-liquido em um bioprocesso, pois essa pode ser fortemente
influenciada pelas condi¢des hidrodindmicas no biorreator, em decorréncia do tipo de
microrganismo a ser usado, da composicao do meio de cultivo, bem como, das propriedades do
biorreator. Podendo ser um fator limitante no desenvolvimento dos microrganismos (KUMAR
etal., 2017; ZHANG et al., 2018).

Uma das formas de melhorar a eficiéncia da taxa de transferéncia do oxigénio se da pela
adicdo de vetores de oxigénio aos meios de cultivo, sem que haja um aumento no consumo de
energia para a aeracdo (KUMAR et al., 2017).

Os vetores de oxigénio sdo compostos imisciveis em agua, onde 0 oxigénio tem uma
solubilidade mais alta do que na &gua, por isso sua capacidade em dissolver o oxigénio no meio
de cultivo (ZHANG et al., 2018; REN, 2017). Os hidrocarbonetos integram uma variedade de
vetores de oxigénio que podem ser utilizados em sistemas microbianos. Esses solventes liquidos
organicos, quando usados em uma concentracao ideal, aumentam a producdo de biomoléculas

de interesse comercial. Principalmente porque esses vetores de oxigénio atuam essencialmente
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no aumento da taxa de transferéncia do oxigénio sem interferir no metabolismo microbiano
devido a sua natureza relativamente inerte e ndo toxica, quando em concentracdes adequadas
(KUMAR et al., 2017).

Na producdo de biopolimeros altamente viscosos, em fermentacdo aerobia, a
transferéncia de oxigénio torna-se ainda mais importante, dessa forma, Zhang et al. (2012)
realizaram experimento com o n-heptano como vetor de oxigénio. Os autores descrevem uma
maior razdo NADH / NAD", melhorando o rendimento na producao de y-PGA. O solvente
organico foi adicionado na concentracdo de 0,3% no inicio da fermentacéo, apos a adi¢cdo do
indculo B. subtilis. Lai et al. (2002), utilizaram o solvente n-dodecano em fermentagdo com
indculo de Aspergillus terreus, obtendo um aumento de 3,5 vezes da taxa de transferéncia de

oxigénio.

3.4.3 Biorreatores airlift

Dentre os modelos do sistema airlift destacam-se os de circulagdo externa, que permitem
mais personalizacdes quanto as conexdes, o que facilita o fluxo de gas-liquido ascendente no
riser e o descendente no downcomer. Modelos de fluxo internos também sdo funcionais, com
uma variedade maior de configuragdes (Figura 7). As Figuras 8a e 8b apresentam dois modelos
de airlift de bancada ambos com possibilidade de controle de processo e adaptacfes para

condicdes personalizadas.



Figura 7 — Modelos de biorreatores airlift
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Fonte: ROSSI, 2006 (p. 45).

Figura 8 — Biorreator airlift de bancada: circulacdo interna (a) e externa (b)

(d)

Circulagdo externa

Fonte: (a) Adaptado de ROSSI, 2006, (b) acervo pessoal.
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Em meios de cultivo € importante observar as alteracGes das propriedades dos fluidos,
considerando o0 aumento da viscosidade, bem como a formacéo de alta densidade celular, que
podem interferir nas condi¢cdes de fermentagdo num sistema de circulagdo de ar como o
biorreator airlift (KEMBLOWSKI, 1993). Contudo, 0 modelo airlift € interessante por sua
flexibilidade, simplicidade e baixo custo, além da facilidade na esterilizacdo e manutencdo. O
modelo permite uma configuracdo de fluxo de ar sem o risco de cisalhamento, mantendo as

células integras em todos os estagios de crescimento.

3.4.3.1 Condugcéo de processo em fermentacdo submersa

A fermentacdo em meio liquido oferece vantagens com relacdo as fermentacdes em
processo semissolido ou sélido, pois essa pode ser conduzida com diferentes modos de
operacdo. No processo descontinuo, também chamado processo por batelada, todos os
substratos e microrganismos sdo adicionados no inicio da fermentacdo, ndo havendo adi¢oes de
nutrientes durante o processo, somente quando aplicavel, é feita a adicdo de solucBes para
controle de pH, sem interferir nos nutrientes para 0s microrganismos.

No processo descontinuo com alimentagdo, conhecido por batelada alimentada ou ainda
fed-batch, inicia-se a inoculacdo em volume reduzido, usualmente até 20% do volume de
processo, em seguida é feita a alimentacdo/adi¢do de nutrientes, ndo havendo necessidade de
controle de vazdo de saida, a retirada de material fermentado, em muitos casos, ocorre somente
no final do processo (CARVALHO; SATO, 2001). Esse sistema permite um controle mais
adequado da concentracdo de substratos, flexibilizando assim a conducéao da via metab6lica dos
microrganismos, 0 que pode favorecer a producdo quando ocorre alguma repressdo pelo
substrato.

No cultivo continuo, o processo é conduzido através de alimentacdo constante do meio
de cultura, com fontes de carbono, nitrogénio e demais nutrientes nas concentracoes
estabelecidas no inicio do processo, porém, o volume nao € alterado pois a vazao de entrada e
saida é constante. O processo continuo nas fermentagdes em meio liquido ocorre em sistema
aberto, com a necessidade de controle de fluxo continuo do liquido e, a medida que o meio de
cultivo é alimentado no sistema, ocorre a retirada de material fermentado (caldo), esse controle
é essencial considerando principalmente o estado estacionario (steady state) onde as variaveis

do processo (concentracdo de células, de substrato limitante e produto) sdo mantidas durante a
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fermentacdo (FACCIOTTI, 2001). Nessa condicdo de regime permanente, a concentragdo
celular é mantida constante porque a velocidade de crescimento é controlada pela vazéo de
alimentacédo de entrada, quando a velocidade de retirada é igual a de entrada.

Esse sistema oferece a vantagem de alimentacao constante aos microrganismos, que pode
favorecer o aumento na produtividade. Contudo, exige maior controle da vaz&o no processo,
pela entrada e saida de material, bem como o controle da assepsia. Por ser um sistema aberto
estd mais suscetivel a contaminacdo, inferindo manutencdo constante do fluxo de entrada e

saida do processo.

3.5 Determinacédo das grandezas de transformacéao

3.5.1 Velocidade especifica de crescimento

A fase exponencial de crescimento é a mais importante, pois é onde ocorrem as
principais atividades microbianas, além da duplicacéo das células, nessa fase ocorre também a
maior producdo de y-PGA. Dessa forma, é importante conhecer a cinética de crescimento
microbiano, ou seja, a velocidade de transformacdo, que pode ser da producdo de biomassa,
consumo de substratos e ainda a formagéo de produto (HISS, 2001), baseados em equacGes
com balango de massa. Assim, tem-se px como a velocidade especifica de crescimento, ps a
velocidade especifica do consumo dos substratos e 1, como a geracdo de produto, nesse caso 0

v-PGA. Essa cinética pode ser descrita a partir das expressoes:

1dXx
Sl n .
Onde: ux = velocidade especifica de crescimento de células (h™)

X = concentragio de biomassa (g.L™?)

A velocidade especifica de crescimento (pix) em um sistema descontinuo pode ser entdo
determinada considerando o0 aumento da biomassa na fase exponencial In(X) = f(t), em funcao
do tempo. A integracdo por partes da equagdo (1) leva a equacdo (2), onde em uma
representacdo grafica o coeficiente angular a curva é o valor da velocidade especifica:

din(X) 1dX

= 2
dt Xac )
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Num sistema de fermentacdo continua, sem o reciclo de células, se espera uma atividade
constante, quando o sistema atinge a condicao de estado estacionario ou permanente, onde a
concentracdo de células, dos substratos limitantes e do produto formado se mantém constantes

durante o processo. Dessa forma, considerando um volume constante no biorreator, tem-se:

%4 ax = FXy—FX + V(dX> (3)
dt 0 dt crescimento
Onde: V' = volume de meio no reator (L)

F = vazdo volumétrica de alimentagdo de meio (L.h?)
X = concentragdo de biomassa no biorreator (g.L™?)
X, = concentragdo de biomassa no meio de alimentagdo (g.L )

FXo = 0 porque Xo = 0 (meio estéril)

dx 0=>E-E
- = = —
dt

A velocidade global instantanea de crescimento, pode assim ser expressa como:

dX
(%) = ux (@
dt crescimento

A relacdo entre a vazdo volumétrica de alimentacdo e o volume do meio de biorreator
pode ser definida como a "vazao especifica de alimentacdo" (D; dilution rate), a expresséo pode

entao ser apresentada como:

Fo

Atingido o estado estacionario no biorreator, onde a concentracao de células permanece
constante, com a vazao de alimentacédo igual a vazao de retirada de meio, portanto dX/dt =0,
obtém-se assim:

uX = DX ou u=>D (6)

3.5.2 Converséo de substrato em produto

E importante analisar a grandeza de conversdo dos substratos em produto, pois através

dessa analise é possivel observar o consumo dos nutrientes do meio, verificar se ha substrato
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limitante ou se ha sobra de substratos. No entanto, as condi¢cBes do processo devem ser
constantes durante a fermentacéo.

Os fatores de conversdo sdo expressos em g.g™ por: Yp/s; Yy/s; Yp/x. Enquanto a
produtividade é expressa por g.L"2.h"t. O rendimento do produto em relagio ao substrato
relaciona a massa de produto obtido com a massa de substrato consumida, a unidade nesse caso

é dada por [g y-PGA / g (gliceronglicose) |- ESSe pardmetro pode ser expresso conforme a equacao:

dP
=
— dat _
Yors = as = 75 )
de
Onde: Y, = fator de converséo de substrato em produto (g 1-PGA.g (glicerol/glicose) )

3.5.3 Produtividade

Outra importante grandeza a ser avaliada durante o processo de fermentacdo € a
produtividade, ou seja, a concentracdo do produto formado em func¢do do tempo que pode ser

expressa conforme segue:

p ="t (8)
t
Onde: P, = produtividade média em produto (g.L.h™%)

P = concentragdo maxima do produto (g.L )
Po = concentracdo inicial do produto (g.L?)
t = tempo total do cultivo (h)

Em um biorreator com fermentacéo continua a velocidade de crescimento microbiano é
calculada em fungdo da vazdo de alimentacdo e volume do biorreator, assim também os
balangos materiais para o substrato limitante e para o produto P genérico sdo equacionados.
Obtém-se entdo as expressdes:

uX

ds
— =D, —-S)—uX =DS,—-S)— —
dt (0 ) Ky (0 ) Yy/s (9)

dp
_ 10
— = D(Py —P) + X (10)
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A expressdo representa a velocidade de consumo do substrato para o crescimento
celular, uX /Yy ), enquanto u,X representa a velocidade de sintese do produto P pelas células.

Quando o sistema esta na condicédo estacionaria entdo, dS/dt = 0, assim:

X = Yy/sD(So — S) (11)

Considerando p = D, a expressao obtida seré:

X = Yy/5(S0—9) (12)

Considerando o equilibrio entre a velocidade de crescimento de célula e a velocidade de retirada

de células do fermentador, equaciona-se o balanco de materiais para o substrato limitante:
Yx/s (13)

A formag&o de produtos em um sistema continuo sem reciclo de células é expressa
considerando-se a classificacdo de Gaden (1955), as equacOes propostas originalmente por
Luedeking e Piret (1959) relacionam as velocidades especificas de crescimento () e de

producéo (pr), como apresentado a seguir, onde o ¢ B s3o considerados constantes:

Producédo ndo-associada ao crescimento:

W, =8 (14)

A equacdo 15 apresenta o balanco de materiais para o produto P genérico, assim, quando
Po =0, a expressao para a concentracdo do produto no estado estacionario (dP/dt = 0) é obtida

conforme Segue.

P= — (15)

Considerando que p = D, obtém-se a concentracdo do produto (P) e a produtividade

(DP) em funcéo de D, atraves das expressoes:



Quando a producéo é associada ao crescimento celular:
P =aX
(DP) = a(DX) = aPy
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(16)
(17)
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4 MATERIAL E METODOS

A etapa experimental desta pesquisa foi realizada no Laboratorio de Bioprocessos do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias
Bioldgicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

4.1 Microrganismos utilizados

Foram utilizadas duas espécies de Bacillus, a NCTC 10341 (Bacillus licheniformis) e a
ATCC 2382 (Bacillus subtilis), ambas cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz. O meio
de cultura utilizado para a ativacdo dos microrganismos foi agar nutriente (NA) ou agar infusdo
de cérebro e coracdo (BHI), na temperatura de incubagédo de 33 °C. O pH esteve entre 6,8 € 7,2

e 0 tempo de incubacdo em aerobiose foi de 24 horas.

4.1.1 Controle de qualidade das culturas

Para verificar a pureza, as culturas foram primeiramente inoculadas em tubos com meio
BHI e inoculadas em tubos a 33 °C por 24 horas com agitacdo em mesa agitadora orbital a 180
rpm. Apds a ativacao, os tubos foram parcialmente submersos em banho-maria por 15 minutos
a 80 °C para eliminacgdo das células vegetativas e também eventuais bactérias ndo formadoras
de esporos. Foram entdo transferidos 10 uL de indculo e transferidos para placa de Petri
contendo meio de cultura BHI sdlido. Com auxilio de al¢a de Drigalski, as células foram
espalhadas sobre a placa. A partir de colénias pontuais isoladas, foram obtidas as culturas puras.
Os microrganismos purificados tiveram a morfologia analisada ao microscopio e comparada

com a literatura descritiva dessas espécies.

4.1.2 Pré-indculo de cultivo dos Bacillus

Para cada experimento, primeiramente os microrganismos foram cultivados em placa

de Petri contendo 0 meio de cultivo utilizado para a produgdo de y-PGA, conforme descrito no

item 4.2. As placas foram mantidas em estufa a 33 °C por 24 horas, com a superficie do meio
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voltada para baixo para evitar a condensacdo de dgua nos microrganismos. Apos 24 horas, 0
crescimento dos bacilos foi analisado coletando-se uma amostra em lamina para coloracdo de
Gram. Com a confirmacéo da pureza da cultura, foi realizada a inoculacdo em 100 mL do
respectivo meio em frascos Erlenmeyer de 250 mL, tomando-se uma al¢a da cultura ativada na
placa para inocular o meio de cultura. Os frascos foram incubados por agitagdo a 200 rpm em
temperatura de 33 °C e por 16 horas.

4.2 Meios de cultivo

Para a manutencao dos microrganismos foi utilizado meio nutriente BHI. A temperatura
de cultivo foi 33 °C, com pH entre 6,8 e 7,2. Esses meios foram preparados conforme
orientacOes do fabricante. O caldo BHI é baseado no principio do caldo de Rosenow composto
por nutrientes de tecido cerebral e cora¢do bovino, peptona e glicose. Contém 65% de proteina
e aproximadamente 8% de carboidratos (ROSENOW, 1919). Para o cultivo em placa de Petri
ou em tubos inclinados, foi adicionado de 15 g L™* de Agar.

Outro meio de cultura, o Luria Bertani (LB), descrito por Yoon et al. (2000), foi
utilizado como meio base para o re-isolamento e também preparo de pré-indculo aos outros
meios na producdo de y-PGA. Esse meio também é rico em nutrientes de carbono e nitrogénio
favorecendo o crescimento rapido dos microrganismos. Na preparacdo do meio LB utilizou-se
(em g.L1): triptona 10; extrato de levedura 5; cloreto de sodio 5. Para preparacdes solidas, foi
adicionado 15 g L! de Agar.

O meio base utilizado nos diferentes ensaios em frascos Erlenmeyer e em biorreator
airlift foi adaptado a partir de Jung et al. (2005). O meio basal foi preparado com (em g L™):
glicose 10; acido L-glutdmico monossodico (glutamato monossddico) 20; Fosfato acido de
potassio (KH2PO4) 0,5; Sulfato de Magnésio heptahidratado (MgSO4.7H.0) 0,5. As
adequacdes no meio basal com diferentes fontes de carbono e nitrogénio sdo descritas conforme
os ensaios realizados. No entanto, aos meios foram adicionados sais conforme segue (em g L™):
Cloreto de Célcio dihidratado (CaCl2.2H20), 0,2; Sulfato de Manganés hidratado (MnSO4.H20)
0,5; Cloreto Férrico hexahidratado (FeClz.6H-0) 0,05.

O acido L-glutamico, conforme a literatura, contribui como start na producéo de y-PGA,
e o0 acido citrico foi adicionado como quelante para evitar a precipitacdo dos ions como
manganés, zinco, ferro, entre outros elementos presentes no meio, que ocorre principalmente

no processo de esterilizagdo do meio. No entanto, apesar de considerar 0 consumo das principais
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fontes como sendo a glicose e o glicerol, para o calculo de rendimento total, foram consideradas
todas as fontes de carbono do meio.

Ap0s o preparo, os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15
minutos. Os acgucares foram autoclavados separadamente dos outros componentes do meio. A
esterilizacdo pode afetar a disponibilidade dos carboidratos, pois esses podem reagir com ions
amonio e aminoacidos, presentes na formula¢do dos meios. O &cido citrico foi utilizado como
quelante pois ndo inibe o crescimento dos microrganismos, além disso, também é fonte de

carbono.

4.3 Meétodos analiticos

Dos cultivos em frasco Erlenmeyer de 250 mL foram coletados, assepticamente, 3 mL
de amostra para determinacdo de pH, crescimento celular (DOeoo), massa seca, substrato
residual e y-PGA. No cultivo em biorreator a amostragem foi realizada em duplicata coletando-
se 20 mL de amostra. A periodicidade das coletas € descrita em cada procedimento, bem como
as diluicdes necessarias, quando aplicavel.

As solucdes foram entdo centrifugadas por 20 minutos a 13.400 g em centrifuga
refrigerada a 4 °C. As células precipitadas foram ressuspendidas em agua para posterior analise
de densidade dptica (DO) e, novamente centrifugadas, para determinacdo de massa seca, apds
secagem em estufa a 60 °C até peso constante. O sobrenadante da primeira centrifugacéo foi
neutralizado até pH 7,0 com NaOH 1M. Para anélise de substrato residual, foram coletadas
aliquotas das amostras neutralizadas.

Para a determinacgéo de y-PGA o sobrenadante foi primeiramente purificado tomando-
se aliquotas de 2 mL e adicionando-se 8 mL de etanol gelado (GOTO, KUNIOKA, 1992; ZENG
etal., 2012). A solucgéo foi agitada por uma hora e depois acondicionada em geladeira por mais
uma hora, apos foi centrifugada por 20 minutos a 13.400 G em centrifuga refrigerada a 4 °C. O
sobrenadante foi reservado para posterior recuperagdo do etanol. O precipitado foi
ressuspendido em agua ultrapura e novamente centrifugado para remocdo de possiveis
impurezas, o precipitado foi entdo descartado. A solucdo foi utilizada para analise quantitativa
de y-PGA.
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4.3.1 Preparagdo curva com padrao y-PGA

Para a elaboracédo da curva padrdo de y-PGA utilizou-se o produto comercializado pela
Shandong Freda Biotechnology, fabricado em Shandong/China. O composto sédico foi
primeiramente purificado diluindo-se 3 g em 10 mL de &gua ultrapura, agitando-se por uma
hora em mesa agitadora orbital e em seguida refrigerado por 24 horas. A solucdo foi
centrifugada a 13.400 G por 20 minutos a 4 °C, O precipitado foi descartado e 2 mL do
sobrenadante foi entdo utilizado para precipitacdo com 8 mL de etanol gelado. A solucéo foi
homogeneizada em vortex e refrigerada por 24h. Apds esse periodo foi centrifugada a 13.400 G
por 20 minutos a 4 °C, e o precipitado foi seco em estufa por 12h a 60 °C. O composto seco foi
novamente diluido em agua ultrapura e repetiu-se 0 processo até a precipitacdo com etanol. O
v-PGA obtido foi seco em estufa por 24h a 60 °C.

Ap0s o processo de purificacdo, foi preparada uma solugédo padrédo pesando-se 0,6 g do
composto seco e diluindo-se em 50 mL de &gua ultrapura. A partir da solugdo padrdo foram
feitas diluicdes para leitura em espectrofotbmetro a 400 nm. Os padrdes diluidos foram
complexados com Brometo de cetil trimetil aménio (CTAB) e tampao fosfato pH 7,0, tomando-
se 1 mL do padrdo diluido adicionando 4 mL de tampdo fosfato e 1 mL de solucdo CTAB
(KANNO; TAKAMATSU, 1995).

4.3.2 Variaveis analisadas

Para a determinacgéo do pH das amostras foi utilizado pHmetro Thermo Scientific Orion
Star A211, calibrado com padrbes de 4 e 9. As amostras coletadas no biorreator foram
comparadas com o pH medido em tempo real durante a fermentacdo. Nao houve diferenca
significativa entre os eletrodos.

O crescimento celular foi determinado a partir da densidade Optica em
espectrofotdmetro a 600 nm (DOsao), com a devida diluicdo quando a leitura foi maior que 0,9.

A concentracdo de glicose foi determinada por método enzimatico-colorimétrico GOD-
Trinder com padrdo de 100 mg.dL™ da Labtest®, cujo principio ocorre pela glicose oxidase
(GOD) catalisando a oxidacdo da glicose formando os intermediarios acido gluconico e
peréxido de hidrogénio, sendo esse catalisado pela peroxidase reagindo assim com 4-

aminoatipirina e fenol. O produto final formado é a antipirilquinonimina vermelha cuja
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intensidade da cor proporcional a concentracdo de glicose presente no meio, podendo entdo ser
determinada por espectrofotometria a 500 nm (TRINDER, 1969).

A determinacdo da concentracdo de glicerol foi a partir da hidrolise pela acdo da
glicerolquinase, formando o glicerol-3-fosfato, que é entdo oxidado a dihidroxiacetona e
peroxido de hidrogénio pela glicerolfosfato oxidase, ao final da reacdo obtém-se a
quinoneimina sendo a intensidade da cor vermelha proporcional a concentracdo de glicerol
presente no meio, que possui maximo de absorbancia em 505 nm. A concentracdo do padréo
utilizado foi de 200 mg dL™* da Labtest®.

A purificacdo e caracterizacdo do &cido y-PGA foi efetuada para verificar sua
concentracdo e composicdo, para tanto, foram utilizados métodos como de espectrofotometria
e espectroscopia de infravermelho.

Para determinar a quantidade de y-PGA produzido, utilizou-se a metodologia descrita
por Ashiuchi (2011). O principio metodoldgico é fundamentado pela formacdo de complexo
hidrofobico. O método emprega o surfactante CTAB, pois esse forma um complexo de micelas
insoliveis em agua na presenga de y-PGA, a turbidez é aumentada proporcionalmente a
concentracdo do biopolimero presente na amostra. A solugdo turva pode ser analisada por
espectrofotometria a 400 nm. A partir das leituras realizadas foi determinada a concentracédo de
v-PGA utilizando-se a equagéo da curva de calibracdo elaborada a partir de diferentes diluicdes
do padréo com concentragdo conhecida (item 4.3.1).

Com o intuito de investigar os grupos funcionais e as ligacdes quimicas na molécula de
v-PGA pode ainda ser realizada analise de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
posteriormente, a extracdo do y-PGA utilizando-se de solvente organico. O FTIR tem como
principio a investigacdo dos grupos funcionais bem como das ligages quimicas, nesse caso, do
biopolimero produzido e da biomassa. As bandas foram comparadas ao padrao de y-PGA
conhecido. Todas as amostras foram previamente secas em estufa a 60 °C. A analise em

infravermelho foi realizada em espectroscopio na faixa entre 4000 e 400 cm™™,
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4.4 Determinacéo das grandezas de transformacéao

4.4.1 Velocidade especifica de crescimento

As amostras coletadas foram diluidas na proporcdo 1:10 com &gua destilada, apds
centrifugacdo, o precipitado foi novamente ressuspendido com agua destilada a 10 volumes. As
amostras foram entdo analisadas em espectrofotémetro a 600 nm. As leituras foram calculadas
em funcéo do tempo para a determinacao da velocidade de crescimento da biomassa no sistema
de fermentacdo em batelada, conforme equacdo (1). A velocidade especifica no sistema de
alimentacdo continua foi determinada conforme a equacéo (5).

4.4.2 Converséo de substrato em produto

Para determinar a conversdo de substrato em produto, utilizou-se a amostra a partir do
sobrenadante do item 4.4.1, onde uma aliquota da amostra na propor¢do 1:4 foi diluida em
etanol 99%, gelado. A solu¢do foi mantida em refrigeracdo por 24h e ap6s centrifugada a 13.400
G por 20 minutos a 4 °C, o precipitado foi ressuspendido até 10 volumes. As amostras foram
complexadas com CTAB e tampdo fosfato pH 7,0, tomando-se 1 mL da amostra diluida
adicionando 4 mL de tampao fosfato e 1 mL de solucdo CTAB. A quantificacao foi determinada
apos a leitura das amostras em espectrofotdmetro a 400 nm, calculada sobre a curva de y-PGA
obtida com o padréo, o resultado foi expresso em g L.

O consumo dos substratos foi analisado obtendo-se uma aliquota de 0,01 mL do
sobrenadante do item 4.4.1 adicionando 1,0 mL do reagente enzimatico para determinacao de
glicose, apds agitacdo, a solucdo foi colocada em banho maria por 10 minutos, a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro a 505 nm, o resultado foi calculado conforme curva padrdo. A
determinacéo do consumo de glicerol foi obtida utilizando-se 0 mesmo método, com o reagente
para determinacdo de glicerol e calculado conforme a curva para glicerol, os resultados foram
expressos em g L. A determinacdo de conversdo de substratos em produto foi calculada
conforme a equacdo (7), a partir das quantificagdes obtidas individualmente, os valores foram

expressos em g y-PGA / g (gliceroliglicose)-
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4.4.3 Produtividade

A produtividade nos processos de fermentacdo em batelada foram foi calculada
conforme a equacdo (8). Tomando-se a producdo (item 4.4.2) em funcdo do tempo de
fermentacdo em horas, 0. Enquanto a produtividade no sistema de fermentacdo continua foi
determinada considerando a velocidade especifica de vazéo de alimentagdo dos nutrientes,
assim, foi calculada conforme as equacdes (16 e 17), as equacdes consideram o crescimento da
biomassa associada a producgdo de y-PGA. Em ambos 0s processos 0s valores foram expressos
emgLtht

4.5 Estudos preliminares

4.5.1 Cinética de crescimento dos microrganismos

Ap0s ativacdo dos microrganismos, seguiu-se a metodologia utilizada por Jung (2005).
Com o auxilio de uma micropipeta, uma aliquota de 20 pL de inéculo foi transferida para frasco
Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL meio de cultura Basal. Os frascos foram incubados a 33 °C
com agitacdo de 200 rpm. Desde a fase inicial foram tomadas aliquotas para analise do
crescimento celular, a cada 2 horas. O meio de cultivo também foi investigado para analisar as
diferencas no pH durante o processo de fermentacdo. Todos 0s ensaios foram realizados em

triplicada. Os resultados apresentam os valores médios das amostras.

4.5.2 Produgdo de y-PGA com diferentes fontes de nitrogénio

O nitrogénio ¢ um elemento fundamental na composi¢ao do y-PGA. Por essa razéo, foi
conveniente investigar as fontes de nitrogénio ideais. O &cido L-glutdmico € um importante
precursor de y-PGA, de modo que foi utilizado como maior fonte de nitrogénio durante o
processo fermentativo. Outras fontes também contribuem na produgdo de y-PGA, como o
sulfato, o cloreto e nitrato de amoénio. N&o foram consideradas como fontes nessa analise,
aquelas advindas de componentes basicos dos meios de cultivo, como a peptona, triptona e

extrato de levedura.
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Para o estudo da produgdo de y-PGA a partir de suplementacéo de nitrogénio utilizou-
se 0 meio basal, no entanto, no meio 1 a concentracéo de cloreto de amonio foi ajustada para
7,0 g L. No meio 2 a fonte de nitrogénio foi substituida por nitrato de aménio, também na
concentracéo de 7,0 g L. No terceiro meio de cultivo o nitrogénio utilizado foi o sulfato de
amonio na concentracéo de 10,0 g L. As diferentes concentracdes de nitrogénio utilizadas nos
ensaios foram calculadas a partir do peso molecular de cada fonte de nitrogénio, por essa razéo
as diferencas de concentracdo na composicado dos meios de cultivo. Os ensaios foram realizados
em triplicata em frascos Erlenmeyer de 250 mL, tomando-se 20 uL dos Bacillus isolados e

ativados em meio LB a 33 °C em mesa agitadora a 200 rpm.

4.5.3 Producao de y-PGA em diferentes fontes de carbono

4.5.3.1 Meio Basal com adicdo de fontes de carbono e n-heptano

Para investigar a produgao de y-PGA utilizou-se 0 meio basal descrito por Xu et al.
(2014), adaptado conforme Tork (2015). O meio basal foi suplementado conforme a Tabela 2.
Como fonte de nitrogénio complementar, foram adicionados 10 g L* de sulfato de aménio. O
pH inicial foi ajustado para 7,00 com adi¢do de NaOH 0,1M. Os ensaios foram realizados em
triplicata em frascos Erlenmeyer de 250 mL, tomando-se 20 pL dos in6culos ativados com
100 mL de meio Basal a 33 °C em mesa agitadora a 200 rpm.

Esses estudos contribuiram para a adaptagdo das diferentes metodologias pesquisadas,
alterando as concentracOes das fontes de carbono, especialmente glicerol e glicose,
principalmente para verificar o crescimento dos microrganismos nos diferentes meios, bem
como a producéo de y-PGA. A partir desses ensaios foi possivel identificar o meio de cultura
com melhor rendimento de y-PGA.

Assim, foi realizado estudo com a adicéo de 0,3% de solvente orgénico n-heptano em

meio basal com diferentes concentragdes de glicerol e glicose conforme a Tabela 2.
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Tabela 2 — Composicao dos meios de cultivo com adi¢do de n-Heptano

Tratamento Cz;cf';?l %!CLC_)lS)e n-Heptano
Meio 1 30 10
Meio 2 40 10
Meio 3 30
Meio 4 50 15
Meio 5 40 10 0,3%
Meio 6 50 15 0,3%

4.6 Producao de y-PGA em biorreator airlift

O biorreator utilizado foi de circulacdo externa, com capacidade util de 2,3 L, construido
em vidro borossilicato. Era composto por entradas para alimentacdo de solucbes para controle
de pH, saidas de ar e de produto no topo e entrada para alimentagdo de meio de cultura. Também
possuia portas para 0 monitoramento de pH e oxigénio dissolvido conforme Figura 8b (item
3.4.3).

A esterilizacdo do biorreator foi realizada com solucao de &cido peracético 3% (PAC),
com pH 2,9. Esse processo foi realizado a partir de limpeza com detergente industrial, seguido
de enxague com agua destilada até a remocao completa de possiveis residuos, apés entéo, foram
adicionados 2,5 litros de solucdo PAC a 3%, a solu¢do foi mantida com circulacdo pela injecédo
de ar por 30 minutos. Em seguida, a solucéo foi descartada mantendo a circulacéo de ar filtrado,
ndo havendo necessidade de novo enxague, o residual de PAC ¢ volatilizado, ndo afetando o
meio de cultivo.

O ar foi fornecido através de um compressor de ar, e purificado com auxilio de
membranas filtrantes hidrofobicas de PTFE (Politetrafluoroetileno), com poros de 0,22
microns, previamente esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Apds a retirada da
solucéo de esterilizagéo, o biorreator foi vedado até a adicdo do meio de cultivo pré-inoculado,
para inicio do cultivo.

Os ensaios em biorreator foram conduzidos a partir dos dados obtidos nos estudos
preliminares em mesa agitadora, optando-se pelos meios e condicGes de processo com melhores
resultados na producédo de y-PGA. No biorreator o pH foi controlado ao longo do cultivo,

utilizando um eletrodo combinado esterilizavel, modelo da série InPro3030, com transmissor
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modelo M300 da Mettler Toledo, posicionado na metade da altura da coluna liquida. O sensor
foi instalado numa porta inclinada a 45°, a vedacgéo foi realizada por dois O-rings posicionados
axial e radialmente, e com insercdo minima no riser para nao interferir na circulacéo do liquido.
A calibracéo foi realizada seguindo as instrucdes do fabricante.

O oxigénio foi monitorado com um eletrodo de oxigénio polarografico calibrado ao ar
em 100% da saturagdo. O modelo do eletrodo € da série InPro-6000, sendo utilizado também
um transmissor da Mettler Toledo 4100e. O eletrodo foi instalado na metade da coluna do
biorreator, em uma porta com inclinagéo de 45°, com vedacéo por O-rings, tendo uma insercao
minima evitando assim interferir na circulagéo do liquido no riser.

A vazao de ar foi regulada manualmente com o objetivo de manter o oxigénio dissolvido
acima de uma concentracdo critica, de 10% da saturacdo. A vazdo especifica inicial do ar foi
ajustada em 0,10 vvm (volume de ar por volume de meio por minuto). Essa vazdo foi
inicialmente selecionada para evitar a formacdo excessiva de espuma. A vazao foi ajustada
durante 0 processo para manter a oxigenacdo necessdria aos microrganismos durante 0s
experimentos. Para o controle de espuma foi adicionado 0,2 a 0,4 mL L de antiespumante
polipropileno glicol.

No experimento 1, o meio de cultivo foi adicionado antes do inicio do processo, sem
novas adicdes até o final da fermentacdo. No experimento 2, a alimentacdo de nutrientes foi
realizada de forma diferente nos experimentos em biorreator airlift. No experimento a partir de
batelada repetida, foram adicionadas solu¢des de acido L-glutamico, glicerol, glicose, cloreto
de calcio e sulfato de zinco, conforme descrito no item 5.2.1 (HUANG, 2011a).

A partir do experimento 3, em biorreator airlift, o processo foi realizado com
alimentacdo continua de nutrientes, a vazdo de alimentacéo foi de 13 mL mint. O cultivo sem
o reciclo de células foi realizado a partir dos resultados analisados em cultivo com
B. licheniformis na producdo de y-PGA em biorreator airlift. No experimento 4 o meio de
cultivo foi preparado com uma concentracdo de 30% em relacdo ao meio do experimento 3. A
vazio de alimentacio foi ajustada para 8 mL min, porém, as condi¢des de processo como pH,
temperatura e vazao de entrada de dar foram mantidas.

Foram considerados nos experimentos os cofatores, fundamentais em todas as vias, estes
podem intervir nos processos fermentativos, seja pela adicdo de elementos chaves no meio de
cultivo, bem como das condi¢bes de processo. Assim, aos novos experimentos foram
adicionados alem do cloreto de calcio, o de sulfato de zinco ZnSO4 e niacina 0,25%. O calcio
auxilia na precipitacdo de compostos de fosfatos, melhorando assim o rendimento na producgao

de y-PGA, 0 zinco atua como indutor do gene psgE facilitando a biossintese de y-PGA, engquanto
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a niacina atua como cofator na biossintese, pois é precursora de NAD+ e NADP+ (HSUEH,
2017; ASHIUCHI et al., 1999).

Os ensaios em biorreator foram conduzidos a partir de estudos conforme Kumar e Pal
(2015) e Yoon et al. (2000), com a inoculacdo de Bacillus licheniformis (2% v/v) 46 mL em
2,3 L de meio de cultivo esterilizado em autoclave conforme descrito no item 4.2. O pH foi
ajustado automaticamente com solucgdes de NaOH 0,2M e H2SO4 0,1M.

A concentracao inicial do meio, incluindo os substratos de carbono, nitrogénio e sais no
cultivo com alimentacdo continua, foi de 50% em relacéo a concentracdo do meio utilizado no
cultivo em batelada no biorreator airlift.

O controle da temperatura no biorreator foi realizado através de circulagéo de agua por
um trocador de calor no downcomer, utilizando-se um banho termostatizado. O fluxo de ar foi
controlado manualmente como mostra o diagrama esquematico na Figura 9. O biorreator
também foi equipado com um difusor de ar para reduzir o tamanho das bolhas, instalado na
base do riser.

As amostras foram coletadas conforme descrito no item 4.3 onde aliquotas de 20 mL
foram retiradas para analisar a producédo de y —PGA, o crescimento da biomassa e 0 consumo
dos substratos, glicerol e glicose, sem a necessidade de interromper 0 processo e com menor

risco de contaminacao.



Figura 9 — Diagrama esquemaético do biorreator airlift utilizado neste estudo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudos preliminares em frascos agitados

5.1.1 Purificacdo dos isolados bacterianos

Os microrganismos ativados e inoculados em placa de Petri para purificacdo e
isolamento foram analisados quanto a sua morfologia e caracteristicas basicas, conforme
observa-se nas Figuras 10 e 11 (ANSARI; AHMAD, 2019). A Figura 10 apresenta 0
crescimento em placa com caracteristica uniformes, e teste de Gram (Figura 11) revela as
caracteristicas dos Bacillus, sendo Gram Positivos, no formato celular de bastonete (HUANG
etal., 2011b; REY etal., 2004; HUSSEIN et al., 2019).

Figura 10 — Crescimento dos microrganismos isolados em placa, (a) Bacillus licheniformis; (b)
Bacillus subtilis

{(a) B. licheniformis (b) B. subtilis

Figura 11 — Coloracdo de Gram: (a) Bacillus licheniformis; (b) Bacillus subtilis.
(a) B. licheniformis
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5.1.2 Auvaliagao do crescimento dos microrganismos

A Figura 12 apresenta a curva de crescimento e variacdo do pH em funcao do tempo em
cultivo realizados em frascos. Pode-se observar que ambos os Bacillus atingem o apice da fase
exponencial ap6s 16 horas de cultivo. O pH apresentou uma forte queda durante a fase
exponencial de crescimento (até 15 h), mas também uma queda na fase de desaceleracdo do
crescimento e inicio da fase de declinio. O pH progressivamente mais acido pode ser devido a
producdo de y-PGA a partir das fontes de carbono como glicerol e acido glutdmico. Apds 28

horas de cultivo pode-se observar uma reducdo da DO, indicativo da morte celular.

Figura 12 — Producéo de biomassa e variacdo de pH dos microrganismos cultivados em

frascos Erlenmeyer com agitagéo de 200 rpm

—O— DO - B. licheniformis
@ DO - B.subtilis

—O— pH - B. licheniformis
-4 pH - B. subtilis

Biomassa - DO

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tempo fermentagdo (h)

O objetivo desse teste preliminar foi verificar se havia alguma diferenga na velocidade
de crescimento entre as duas espécies microbianas, além de verificar o comportamento geral
dos microrganismos no meio que foi definido para os estudos. De forma mais criteriosa,
percebe-se que a fase exponencial € curta, e termina antes das 18 h de cultivo, provavelmente
por limitacdes devido aos valores baixos de pH, além da falta de oxigénio. Depois desse tempo

se observa um declinio na velocidade de crescimento, que se intensifica apds 18 h.
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A velocidade especifica de crescimento (ux) foi determinada considerando uma
extrapolacéo da fase exponencial até 20 h (Figura 13). Assim, uma aproximacéo da velocidade
especifica maxima de crescimento foi de 0,274 h' para B. licheniformis e 0,221 h'* para
B. subtilis. Essa velocidade especifica de crescimento representa um tempo de duplicacdo de
2,52h para o B. licheniformis e 3,12h para B. subtilis.

Essas velocidades foram Uteis para o planejamento dos cultivos em frascos Erlenmeyer,
como também para os cultivos em biorreator. Entretanto, ficou claro a fragilidade do meio de
cultura quanto a manutencdo do pH e o provavel efeito na limitacdo do crescimento, o que

revela a necessidade do controle dessa variavel.

Figura 13 — Determinacéo da velocidade especifica de crescimento do Bacillus licheniformis
(@) e B. subtilis (b). O eixo das abcissas é o tempo (h) e no eixo das ordenadas sao os valores
de In(x). O valor do coeficiente linear da equacao de ajuste representa o valor da velocidade

especifica de crescimento (h?)
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5.1.3 Avaliacio da producio de y-PGA em diferentes fontes de nitrogénio

A cinética de producdo de y-PGA e biomassa em trés diferentes fontes de N esta
apresentada nas Figuras 14 a 16. Em todos os experimentos a produ¢do méaxima ocorreu em até
48 horas de cultivo, sinalizando o esgotamento dos recursos nutricionais, que pode ser pela falta
de oxigénio e/ou de nutrientes essenciais para producéo e excrecao do biopolimero. No entanto,
o rendimento de y-PGA foi maior com o sulfato de amonio, de 0,215 g g para B. subtilis, e
0,157 g g* para B. licheniformis, considerando a conversdo de g de nutrientes de carbono

(glicerol, glicose e acido glutdmico) para g de y-PGA produzidos.
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A maior producéo de y-PGA pode ser justificada pelo fato de o sulfato de amoénio possuir
duas moléculas de nitrogénio em sua composicao, que podem estar mais disponiveis que as
duas moléculas de nitrogénio do nitrato de aménio, pela sua facil dissocia¢do, liberando
também moléculas de enxofre importantes no desenvolvimento celular. O sulfato de amonio
além de favorecer a producéo de y-PGA também é mais barato tanto com relagdo a outras fontes
inorganicas ou organicas.

Os melhores resultados na producédo de y-PGA em 48 horas correspondem ao B. subtilis

em meio com cloreto e nitrato de amonio, 6,35 e 6,15 g L™* respectivamente, Figura 17.

Figura 14 — Producéo de y-PGA com sulfato de am6nio como fonte de nitrogénio no cultivo
de Bacillus licheniformis (a), B. subtilis (b) em frascos Erlenmeyer com agitacdo de 200 rpm
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Figura 15 — Producéo de y-PGA com cloreto de amdnio como fonte de nitrogénio no cultivo
de Bacillus licheniformis (a), B. subtilis (b) em frascos Erlenmeyer com agitagéo de 200 rpm
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Figura 16 — Producéo de y-PGA com nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio no cultivo
de Bacillus licheniformis (a) e B. subtilis (b) em frascos Erlenmeyer com agitacdo de 200 rpm
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Figura 17 — Producéo de y-PGA com diferentes fontes de nitrogénio em cultivo com
Bacillus licheniformis e B. subtilis em frascos Erlenmeyer com agitagdo de 200 rpm
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Observa-se na figura 17, a producdo de y-PGA foi maior no meio suplementado com
sulfato de amo6nio e menor em meio com nitrato de aménio, para 0 mesmo microrganismo
B. subtilis. Porém, Shi et al. (2006) quase ndo obtiveram producédo de y-PGA com o sulfato, a
maior producdo foi obtida com nitrogénio organico a partir da triptona, enquanto Tork et al.
(2015) apresentaram melhores resultados utilizando somente o &cido L-glutdmico como fonte
de nitrogénio. O crescimento celular também foi distinto tanto para os diferentes meios como
entre 0s microrganismos.

Na Figura 18 observa-se a producdo de biomassa, onde o B. licheniformis, apesar da

maior producéo do biopolimero no meio com sulfato de aménio, apresenta um desenvolvimento
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celular ligeiramente menor. Yu et al (2017) realizaram estudo onde a producdo de y-PGA foi
reduzida com alimentacdo de glicose como fonte de carbono, enquanto o percentual de
polissacarideos aumentou, assim, utilizaram o método SWATH-MS (sequential window
acquisition of all theoretical fragment-ion spectra) para esclarecer a regulagdo metabolica
bacteriana em nivel de proteina.

As proteinas de controle de carbono (CcpA e CcpN) detectadas, redistribuiram o fluxo de
carbono de vy-PGA para a produgdo de polissacarideo na presenca de glicose.
Concomitantemente, a proteina reguladora NrgB converteu o principal fluxo metabdlico de
nitrogénio de NH.* em glutamato (YU et al., 2017).

E possivel observar ainda uma cinética diferente no crescimento das células, o que reforca

a necessidade de estudos genéticos dos Bacillus na producéo de y-PGA.

A analise de pH nesses experimentos apresentou correlacdo com a producdo de y-PGA,
ou seja, houve uma similaridade com relagdo as mudangas no meio, com uma leve acidificacdo
apesar do pH ter sido ajustado para 7,0 em todos os meios antes da esterilizacdo. A excecéo foi
B. subtilis suplementado com nitrato de aménio, que apresentou leve alta no pH chegando a 7,5
em 48 horas, quando a producdo de y-PGA também apresentou valor méximo.

Esse comportamento é compreensivel nos meios suplementados com nitrato de aménio.
Nesse casso, 0 ion amobnio do composto é primeiramente utilizado até a exaustdo, acidificando
0 meio e posteriormente o nitrato é utilizado como fonte de nitrogénio, tornando 0 meio mais
alcalino (STANBURY, 1995). No meio suplementado com sulfato de amdnio percebe-se uma
reducdo dos valores de pH mais pronunciada ao final do processo o que pode ser explicada pela

maior quantidade de y-PGA produzido (Figura 20).
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Figura 18 — Crescimento celular e variagdo do pH com diferentes fontes de nitrogénio em
cultivo com B. licheniformis e B. subtilis, frascos Erlenmeyer com agita¢éo de 200 rpm
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5.1.4 Avalia¢io da producio de y-PGA com diferentes fontes de carbono

5.1.4.1 Producao de y-PGA em meio basal com adic¢&o de substratos ricos em carbono e
n-heptano

A principal diferenca nesse experimento foi o tratamento com meio de cultura com
substratos ricos em carbono, principalmente a glicose e o glicerol. A composic¢éo dos diferentes
tratamentos é descrita na Tabela 2, onde aos meios M5 e M6 foram adicionados ap6s inoculagédo
0,3% do solvente organico n-heptano para aumentar a solubilidade do oxigénio no meio.

Independente da formacéo do biopolimero, em todos os experimentos pode-se observar
0 crescimento da biomassa durante o cultivo (Figura 19). No entanto, nos experimentos com
B. licheniformis e com os meios M2 e M5 observou-se um crescimento celular ligeiramente
menor ao final do cultivo. Esses tratamentos foram suplementados com uma concentragédo de
glicerol de 40 gL e de glicose 10 gL™. Enquanto que no experimento com B. subtilis 0 meio
M4, suplementado com 50 gL de glicerol e 15 gL de glicose, produziu mais biomassa
(9,19 gL ™).

A analise do crescimento é importante pois 0 aumento do numero das células pode

interferir no pH, em maior consumo de substratos, entre outras alteracbes no meio de
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fermentacdo que podem consequentemente afetar a producdo de y-PGA, considerando

principalmente a producdo do biopolimero associada ao crescimento celular.

Figura 19 — Crescimento celular em fungédo do tempo de cultivo de B. licheniformis e

B. subtilis em meio basal com diferentes tratamentos de nutrientes de carbono
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O pH nesse experimento apresentou variacdes em funcdo do tempo de fermentacéo onde
0s meios sofreram alteracBGes principalmente quanto a acidez a medida em que ocorria a
producdo de y-PGA. Nos experimentos com cultivo de B. subtilis pode se observar um aumento
no pH com os meios M4 e M6, ambos com 50 gL de glicerol e 15 gL de glicose. Observa-
se também na Figura 20, uma diminuic¢do do pH no meio com B. licheniformis nos meios M1,
M2 e M5, suplementados com glicerol e 10 gL de glicose, embora a glicose quando
metabolizada tende a reduzir o pH do meio, no tratamento M4 com concentragdes mais altas de
glicose o pH aumentou de 7,0 para 7,5.

Dessa forma, pode se observar uma interferéncia maior em fungéo da suplementacdo com
fontes de nitrogénio, a partir do consumo de nitrogénio, conforme analisado anteriormente, o
meio pode apresentar um pH mais acido quando os ions de amonio sdo consumidos e depois
ser alcalinizado quando ocorre a converséo das fontes utilizadas, essas rea¢des podem justificar
as variacOes do pH durante o processo (TORK et al., 2015; WANG et al., 2015).

Quanto a variagdo de pH em funcédo da producéo de y-PGA, esse comportamento foi mais

evidenciado no cultivo com B. licheniformis, por outro lado, os tratamentos com maior
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producdo apresentaram valor de pH mais baixos. Segundo Wang et al. (2015), o estresse
alcalino pode inibir a producdo de y-PGA com B. subtilis, enquanto pode ser favoravel no

cultivo com B. licheniformis.

Figura 20 — Analise do pH em funcéo do tempo de cultivo de B. licheniformis e B. subtilis

em meio basal com diferentes tratamentos de nutrientes de carbono
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Conforme se observa na Figura 21, ap6s 18h de cultivo com B. licheniformis ocorreu o
esgotamento da glicose na maioria dos diferentes tratamentos, com excecao aos experimentos
M2 e M6 onde a glicose foi esgotada somente apds 21h de fermentacdo, embora possuiam
diferentes concentragdes iniciais de glicose. No cultivo com B. subtilis, o consumo da glicose
foi mais lento, porém, com exce¢do ao meio M5, o carboidrato foi totalmente consumido ao
final do cultivo, independente da concentracéo inicial dos experimentos.

No entanto, o consumo da glicose ndo foi proporcional a producdo de y-PGA, e essa
dissociacdo com a formac&o do biopolimero pode estar relacionada & producéo enzimatica por
genes especificos de alguns Bacillus, bem como as condigdes de processo, onde a glicose ¢
direcionada para outras vias glicoliticas, conforme Yu et al. (2017).

O glicerol porém, foi consumido de forma mais gradual desde o inicio da fermentacéo,
independente do tratamento. No entanto, apos 22h de fermentacdo com B. licheniformis a
velocidade de consumo foi reduzida. Importante lembrar que a concentracéo inicial de glicerol

nos meios foi maior em relacdo a concentracdo inicial de glicose, também, a demora no
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consumo total do glicerol, pode estar relacionada ao microrganismo, segundo Goto e Kunioka
(1992) algumas linhagens de Bacillus podem ter preferéncia pela glicose por ser rapidamente
convertida durante o processo (Figuras 21 e 22).

Outro fator que interfere no consumo dos substratos pode estar relacionado a genes
especificos, conforme descrito por Hsueh et al. (2017) que descreve a dependéncia dos Bacillus
por determinados nutrientes de carbono. Contudo, para ambos microrganismos, o residual de
glicerol foi de mais de 9 gL™* mesmo apés 30 horas de fermentagio, embora a producéo do
biopolimero tenha cessado. Dessa forma, pode-se afirmar que a reducéo na producéo de y-PGA
pode estar relacionada a outros fatores, como esgotamento da fonte de nitrogénio, reducdo do
oxigénio dissolvido, pois ndo foi adicionado oxigénio ao experimento durante a fermentacéo,

sendo esse nutriente essencial para o crescimento.

Figura 21 — Concentracdo de glicose em fun¢do do tempo de cultivo de B. licheniformis e
B. subtilis em meio basal com diferentes tratamentos de nutrientes de carbono
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Figura 22 — Concentragéo de glicerol em funcéo do tempo de cultivo de B. licheniformis e
B. subtilis em meio basal com diferentes tratamentos de nutrientes de carbono
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Apesar do crescimento da biomassa ter sido maior no tratamento com os meios M1 e
M4, a producdo de y-PGA com B. licheniformis foi ligeiramente maior no meio M3 (lembrando
que este meio ndo tem glicose na composicdo) e no meio M5, suplementado com 40 g L de
glicerol e 10 g L de glicose, ao qual foi adicionado n-hetpano no inicio da fermentago, a
produgdo maxima de y-PGA foi de 15,07 g L™ e 18,59 g L%, respectivamente (Figura 23). As
condicdes de fermentacdo foram mantidas iguais em todos os tratamentos durante o
experimento, assim, as variagdes na producéo de y-PGA podem ser justificadas em funcdo das
diferentes concentracdes dos principais substratos de carbono de cada tratamento.

Nos experimentos cultivados com B. subtilis, a producdo y-PGA foi menor em
comparacdo com B. Licheniformis. No entanto, quando se analisa a producdo por
microrganismo, para B. subtilis 0 meio M1 (glicerol 30 g L%, glicose 10 g L) apresentou uma
producdo maior de y-PGA (9,13 g L1), esse meio continha em sua composicio o glicerol e a
glicose, 30 g L e 10 g L'* respectivamente. Observa-se na Figura 25 contudo, pouca variagio
entre a producdo de y-PGA nos diferentes tratamentos de fontes de carbono no cultivo com
B. subtilis.

No cultivo com B. licheniformis e meio M5 a producio de y-PGA foi de 18,59 g L™ em
apenas 18 horas de fermentacdo. Embora ndo seja possivel afirmar a melhora na disponibilidade

de oxigénio dissolvido com a adi¢cdo de n-heptano, observa-se um aumento na produgéo de
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v-PGA nos tratamentos com adi¢cdo de n-heptano com concentragdes iguais de nutrientes de

carbono e nitrogénio, sugerindo um efeito positivo que deve ser considerado.

Figura 23 — Producéo de y-PGA em funcgéo do tempo de cultivo com B. licheniformis e

B. subtilis em meio basal com diferentes tratamentos de nutrientes de carbono
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As Tabelas 3 e 4 apresentam os resultados da producdo de y-PGA, a produtividade e o
rendimento do processo nos experimentos realizados com diferentes tratamentos de fontes de
carbono, bem como a adi¢éo de n-heptano como vetor para o oxigénio.

Observe-se no cultivo com B. subtilis que o meio M1 apresentou melhor producdo,
produtividade e rendimento. No entanto, com o B. licheniformis os melhores resultados foram
obtidos com o meio M5, esse meio foi suplementado com 40 g L de glicerol e 10 g L de
glicose, além da adicdo de n-heptano. Na comparacdo entre 0S microrganismos, o
B. licheniformis apresentou melhores resultados na producdo de y-PGA.

Nas condi¢cBes dos experimentos com os diferentes tratamentos quanto as fontes de
carbono, o cultivo com B. licheniformis apresentou baixa viscosidade e a produgéo da biomassa
também foi menor quando comparada com o cultivo com B. subtilis. No entanto, a producéao de
v-PGA foi muito maior no cultivo com B. licheniformis, a produ¢cdo méxima de y-PGA foi de
18,59 g Lt com B. licheniformis, enquanto que no cultivo com B. subtilis a produgdo maxima
de y-PGA foide 9,13 g L™
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Observou-se ainda que o tratamento com diferentes fontes de carbono pode ser
benéfico na producéo de y-PGA, pois 0 consumo dos recursos nutricionais pode ser direcionado
a producao do biopolimero, melhorando a produtividade e o rendimento do processo, desde que
as condicdes para a producdo de y-PGA sejam favoraveis também quanto ao pH do meio, a
temperatura do processo de fermentagéo e ainda a disponibilidade de oxigénio dissolvido.

Também é importante considerar o consumo dos nutrientes com a producao de y-PGA,
pois com altas concentracGes de nutrientes pode ocorrer sobra de nutrientes, ou a producéo de

subprodutos.

Tabela 3 — Resultados dos experimentos em frascos Erlenmeyer com agitagéo de 200 rpm,

em fermentacdo com B. subtilis em meios com diferentes fontes de carbono

Tratamento Tempo (h) Pyron (0.L1H1Y)  v-PGA (g.L?) Ypis (Gp-G-subs ™)

M1 18 0,507 9,13 0,152
M2 18 0,470 8,46 0,121
M3 22 0,367 8,07 0,115
M4 26 0,289 7,52 0,088
M5 30 0,294 8,82 0,126
M6 26 0,301 7,83 0,092

Tabela 4 — Resultados dos experimentos em frascos Erlenmeyer com agitagéo de 200 rpm,

em fermentac&o com B. licheniformis em meios com diferentes fontes de carbono

Tratamento Tempo (h) Pg-rea) (0.L101) 7-PGA (g.L?) Yeis (Op.Q.subs )

M1 26 0,358 9,30 0,155
M2 14 0,828 11,60 0,166
M3 18 0,838 15,09 0,216
M4 14 0,623 8,72 0,103
M5 18 1,033 18,59 0,266

M6 22 0,422 9,20 0,109
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5.2 Experimentos em biorreator airlift

5.2.1 Producao de y-PGA com controles de pH e oxigénio dissolvido

Em processos essencialmente aerdbios, uma condicéo fundamental para a manutengédo
de um cultivo, além dos nutrientes, é a disponibilidade de oxigénio dissolvido no meio. O
fornecimento de oxigénio ndo foi possivel nos experimentos realizados em frascos Erlenmeyer,
dessa forma, optou-se pelo cultivo em biorreator airlift, onde foi possivel a injecdo de ar
comprimido, aumentando a disponibilidade de oxigénio aos microrganismos. O uso do
biorreator também permitiu o controle do pH, a manutencao da temperatura e melhor mistura,
aumentando assim, também, a disponibilidade dos nutrientes a todas as células.

Nos experimentos realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, o B. licheniformis
apresentou resultados melhores, considerando a produgéo de biomassa e producgéo de y-PGA,
dessa forma, o microrganismo foi utilizado nos experimentos em biorreator airlift.

A homogeneidade do meio, bem como a necessaria oxigenacao para o crescimento das
ceélulas favorece as vias metabolicas para a produgdo de y-PGA. A Figura 24 apresenta a
producéo de 15,21 g L do biopolimero em 19h de cultivo, e atingindo 21,31 g L™ ap6s 27h do
inicio do processo.

Os substratos glicerol e glicose foram reduzidos a aproximadamente 35% da
concentracdo inicial, e o Oz dissolvido caiu para menos de 10%, voltando a subir apos a
produgdo de y-PGA reduzir (Figura 27). Conforme descrito no item 4.6, a temperatura foi
mantida em 34+1 °C, o pH mantido em 7,0+0,2 pela adi¢do de NaOH 0,2M ou H2SO4 0,1M. A
vazdo de ar inicial do processo foi de 0,07 vvm e ajustada para 0,12 vvm ao final do cultivo
para evitar o estresse dos microrganismos pela reducdo da disponibilidade de oxigénio
dissolvido no meio.

Apesar do aumento do fluxo de ar, houve pouca formacdo de espuma, a qual foi
atenuada com a adi¢éo de antiespumante poli-propilenoglicol, solucéo a 10%. N&o se observou
grande alteracdo da viscosidade, o que ja era esperando, considerando a baixa viscosidade
observada nos experimentos anteriores para o B. licheniformis. Nesse experimento observou-
se ainda aumento da turbidez em funcdo do crescimento das células e também uma leve
alteracéo da coloracdo do meio para um amarelo claro, igualmente como observado nos cultivos
com B. licheniformis em frascos Erlenmeyer.

Observou-se nesse experimento um aumento na producdo de vy-PGA de

aproximadamente 15% quando comparada aos experimentos em frascos agitados, com
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rendimento de 0,304 g g%, embora a produtividade tenha sido menor (0,789 g L hl). Esse
resultado na produtividade pode ser justificado em funcdo da melhor disponibilidade dos
nutrientes aos microrganismos, pela introducdo de ar comprimido, como também pela melhor
homogeneizacdo do meio em funcgéo da circulacao externa do sistema.

Também se observou uma velocidade especifica de crescimento dos microrganismos
maior, pmax = 0,371 h', porém, apesar da duplicacdo das células ocorrer em menos tempo,
aproximadamente a cada duas horas, esse efeito ndo foi proporcional a produgao de y-PGA.

Outro fator observado, apesar da fermentacdo em biorreator airlift permitir a injecéo de
oxigénio através do ar comprimido, bem como contribuir com a homogeneizagdo do meio
permitindo uma maior disponibilidade de nutrientes aos microrganismos, a producéo de y-PGA
reduziu apos 30 horas de fermentacdo, enquanto havia um residual de substratos de carbono, o

que sugere outros fatores limitantes a producao de y-PGA além do oxigénio e controle de pH.

Figura 24 — Experimento 1: produgdo de y-PGA versus crescimento de biomassa (a),
producao de y-PGA versus consumo de nutrientes de carbono (b) em cultivo com
B. licheniformis em biorreator airlift

40 40
2 TPGA 1 B. licheniformis| 24 r “&fi’fozge B. licheniformis
| —@— Biomassa - DO 1 0 ] @LYH - 36

—a— Glicerol 0

- 32

20 L 20 324
(a) ]

Consumo Glicose/Glicerol @y

6 9 12 15 18 21 24 27
Tempo de fermentacéio (h) Tempo de fermentacio (h)




75

Figura 25 — Experimento 1: produgdo de y-PGA versus O dissolvido em cultivo com
B. licheniformis em biorreator airlift
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5.2.2 Producao de y-PGA em batelada repetida suplementada com adi¢Ges pontuais de

glicose, glicerol e indutores do gene pgsE

Apbs 30 horas decorridas do experimento descrito no item anterior, foi removido 80%
do caldo fermentativo, e adicionado meio de cultura fresco. A temperatura, pH e vazao de ar
foram mantidos. O experimento foi conduzido de forma a manter 0s microrganismos ativos
ambientados ao meio, no entanto, na Figura 26, pode-se observar que apés 2 h de fermentagéo
na batelada repetida (322 h), a produgao de y-PGA foi discreta.

Com o objetivo de avaliar o crescimento celular, a variacdo no O dissolvido e a
producdo de y-PGA com interferéncias pontuais nas concentracbes dos nutrientes, foram
adicionados 100 mL de uma solugdo contendo 7,5 g de acido L-glutdmico e em 36h foram
também adicionados 100 mL de uma solugdo contendo 6,0 g de glicose, equivalendoa 3,2 g L
e 2,55 g L no volume de fermentacdo, respectivamente.

Embora, segundo as anélises, 0 meio de cultura ainda possuir nutrientes de carbono, a
partir dessas adi¢cOes pontuais observou-se uma brusca diminuicdo do percentual de OD,
baixando de 98% para 4,0% (Figura 27), e a produgdo de y-PGA ap6s 40h de fermentacdo
atingiu16,44 g L1. Ainda que o consumo de glicose em 36h tenha sido de 54% e glicerol de

apenas 23%, nao houve alteragdo na producdo de y-PGA. Porém, apos 68h observou-se um
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residual de apenas 4,03 g L de glicose e 7,26 g L™ de glicerol, sem alteracéo significativa no
percentual de O dissolvido, sendo a producio de y-PGA de 22,15 g L™,

Com a adicio dos indutores do gene pgsE, cloreto de calcio e sulfato de zinco 1 g L,
que ativam a sintese de y-PGA, a producio méaxima de y-PGA foi de 23,32 gL, o que
corresponde a um aumento de 25% na producdo quando comparada aos experimentos em
frascos agitados. A produtividade calculada considerando o tempo da batelada repetida foi de
0,678 g L™t ht, com rendimento de aproximadamente 0,4 g g*.

Ao final do processo, os residuais de glicose e glicerol eram baixos, no entanto a
producéo de y-PGA ndo foi inversamente proporcional, assim como o crescimento da biomassa.
Dessa forma, conforme a literatura descreve, € possivel a formacdo de subprodutos nédo
investigados nesse processo (YU et al., 2017). O que sugere uma nova investigacao com maior

controle nutricional bem como um maior controle no crescimento celular.

Figura 26 — Experimento 2: produgao de y-PGA versus crescimento de biomassa (a),
producao de y-PGA versus consumo de nutrientes de carbono (b) em cultivo com
B. licheniformis em biorreator airlift
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Figura 27 — Experimento 2: produgdo de y-PGA versus O dissolvido em cultivo com
Bacillus licheniformis em biorreator airlift
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5.2.3 Produgio de y-PGA em fermentagdo com alimentacgdo continua de meio de cultura

No experimento em biorreator com alimentacdo continua, as condi¢cdes do processo
foram mantidas, como o controle de pH 7,0+0,4, controle da temperatura 34+1 °C e injecdo de
ar comprimido (vazdo especifica do ar em 0,10 vvm). A alimentac&o de nutrientes foi iniciada
ap6s 6 horas de fermentacdo com vazdo de 13 mL min. (D=0,339 h), quando a velocidade
especifica de crescimento das células era de 0,244 h™. No cultivo com alimentagdo continua
sem o reciclo de células, a velocidade especifica de crescimento celular foi calculada a partir
de p = D, como sendo ento, pu = 0,339 ht,

Assim, estimou-se a duplicacdo das células em aproximadamente 2 horas, este ciclo foi
mantido no decorrer do experimento (Figura 28). Dessa forma, constatou-se que o0 processo de
washout foi discreto, ou seja, D > D (FACCIOTTI, 2001), onde as analises realizadas nas
amostras da saida/dreno apresentaram valores iguais ou inferiores de biomassa com relagéo a
amostragem no centro da coluna do biorreator, assim manteve-se células em condicdo para a
producéo de y-PGA. Pode-se observar na Figura 28 uma producéo de y-PGA mesmo quando a
variacdo da biomassa tenha sido menor.

O pH foi controlado pela adicdo de acido ou base sempre que havia alteracdo do valor
parametrizado para mais ou para menos, assim a varia¢ao do pH foi discreta, apesar do controle

do pH pode-se observar na Figura 29 algumas oscilac¢6es, que podem ser justificadas em fungéo
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da producédo de y-PGA, como também pela dissociacdo do sulfato de amoénio durante seu
consumo, bem como pela alimentacdo e consumo dos demais nutrientes. Em funcdo das
propriedades do y-PGA 0 meio se torna mais acido durante a sua producdo, assim como o
sulfato de aménio usado como fonte de nitrogénio também gera acidez enquanto o ion amonio
é consumido. Dessa forma, o pH foi constantemente controlado pela adi¢do de hidréxido de
sodio 0,2N.

Figura 28 — Experimento 3: produgdo de y-PGA versus a variacdo do crescimento de
biomassa, etapa inicial batelada (a), etapa alimentacdo continua (b), em cultivo com
B. licheniformis em biorreator airlift
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A Figura 29 apresenta além da variacdo do pH, o percentual em relacdo a saturacéo de
O2 durante o processo. E possivel observar trés momentos de queda mais acentuada no OD,
essas oscilagbes observadas na Figura 31 justificam-se em parte, em funcdo de ajustes
necessarios na vazao de entrada de ar que foi aumentada para 0,28 vvm para manter o percentual
de saturacéo de O acima de 10%, ainda assim, ap0s 25 horas de processo a satura¢éo baixou
para 4,5%, a vazdo foi entdo novamente ajustada, para 0,56 vvm apds 45 horas de fermentacao.

O crescimento celular, bem como a producédo de y-PGA ap6s 50 horas de fermentacéo
foram constantes, apesar da reducdo no percentual de saturagdo de oxigénio. Tambem n&o foi
observada visualmente uma alteracdo do aspecto do meio de cultivo com relacéo a viscosidade,

a formacéo de espuma, bem como a coloracdo do meio que se manteve levemente amarelada.
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Figura 29 — Experimento 3: produgdo de y-PGA versus percentual de saturacdo de O; e
variacdo do pH, etapa inicial batelada (a), etapa alimentacéo continua (b), em cultivo com

B. licheniformis em biorreator airlift
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Na analise do consumo de glicose e glicerol, ambos precursores do y-PGA, observou-se
um consumo médio, conforme a Figura 30, de 45% de glicose (aproximadamente 4,59 g L) e
43% de glicerol (aproximadamente 17,37 g L) durante o cultivo. Lembrando que a vaz&o de
entrada de nutrientes foi a mesma vazéo de saida, sem o reciclo de células e sem o retorno dos
nutrientes ndo utilizados no cultivo. Contudo, novamente o consumo de carbono ndo foi
inversamente proporcional a producdo de y-PGA.

Também se observou ap6s 70 horas de fermentagdo um grande volume residual dos
nutrientes de glicose e glicerol e baixa concentragéo de y-PGA. Esse cendrio pode ocorrer ainda
em funcdo de outras varidveis, considerando que 0 experimento ainda apresentava um
crescimento celular, porém com baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, apesar do aumento
na vazao de ar comprimido.

Assim, é possivel a producdo de outros compostos, como enzimas, muito estimuladas em
processos industriais com bacilos e fontes nutricionais de carbono, bem como a formagéo de

outros polissacarideos.
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Figura 30 — Experimento 3: produgdo de y-PGA versus o consumo de nutrientes de carbono,
etapa inicial batelada (a), etapa alimentagdo continua (b), em cultivo com B. licheniformis em

biorreator airlift
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Tang et al (2015) obtiveram 73 g L de y-PGA com rendimento de 0,811 g g}, a
fermentacdo foi iniciada com xilose e alimentagdo continua de glicose com sistema fechado.
Quando esgotado a xilose, segundo o estudo, a producdo méxima ocorreu apés 90 horas de
fermentacdo, com o esgotamento da glicose. Nair et al. (2021), apresentam numa revisao
diferentes resultados na producdo de y-PGA, onde se observou uma produtividade de até
2,42 gLt h'! em estudo com B. subtilis em fermentacdo batelada. Em outro experimento o
artigo apresenta uma produtividade de y-PGA de até 2,02 g L™ h! em batelada alimentada com
B. siamensis IR10 e Bacillus sp.

Nos experimentos realizados nesse estudo (experimento 3), observou-se a producao de
13,81 g L de y-PGA em 46h de fermentacio, conforme as Figuras 28 a 30. A produtividade
nesse experimento foi de 2,45 g L h*, com rendimento de 0,507 g g%, considerando todas as
fontes de carbono adicionadas ao meio, sendo superior aos experimentos anteriores,
considerando aqui a producéo continua da fermentagéo.

Nesse ensaio também se observou um residual das principais fontes de carbono
analisadas, chegando a 42% de glicerol e até 65% de glicose. Dessa forma, um novo ensaio foi
realizado com uma concentragdo mais reduzida de nutrientes e minerais, bem como uma vazao
de alimentacdo menor, aumentando o tempo para a duplicacdo das células.

Esse residual € um fator importante para ser considerado, pois eleva o custo de

producdo pela ndo conversdo de substrato em produto desejado, como também pode resultar
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em custo no tratamento de efluentes, entdo um novo experimento foi realizado com uma
concentracdo de substratos ainda mais reduzidos em relacdo a concentracdo inicial dos
experimentos em biorreator.

Dessa forma, na sequéncia sdo apresentados os resultados do experimento que foi
conduzido com uma vaz&o de alimentac&o de nutrientes ajustada em 8 mL min.™%, iniciada apds
8 horas de fermentagdo em meio com baixa concentragdo de substratos, considerando as
analises de DOggo, 0 consumo de substratos e também a saturacdo de O. As informacbes do
meio de cultura estdo apresentadas na metodologia, com a concentracdo inicial de 30% dos
substratos e demais minerais e nutrientes para 0 meio base de cultivo utilizado no biorreator
airlift, adaptado de Jeong (2010).

Conforme se observa na Figura 33, o OD nesse cultivo oscilou bastante no periodo de
alimentacédo continua, isso pode ser devido a constante alimentacéo de nutrientes, mas também
pelos ajustes na vazao de entrada do ar pressurizado sempre que o percentual do O estava
abaixo de 10%.

A mesma variacdo ocorreu com a producdo de biomassa analisada por DOsoo € nas
leituras de pH. A velocidade especifica de crescimento de 0,315 h foi determinada antes do
inicio da alimentacao, lembrando que para a verificacao de possivel washout, foram realizadas
além da analise de DO das amostras do biorreator, também a andlise de amostras da corrente
de saida (dreno) do biorreator.

As analises apresentaram uma boa quantidade de células saudaveis no teste Gram e mais
biomassa na amostragem do biorreator em comparacdo com as amostras de saida/dreno, apesar
da oscilacdo de biomassa conforme as Figura 31, estimou-se a duplicacdo das células em
aproximadamente 3h com D = pumax. O pH foi controlado com a adicdo de NaOH 0,2N sempre
que o valor estava abaixo de 6,6 e quando acima de 7,4 foram adicionados automaticamente
H2SO4 0,1N (Figura 31), assim, & possivel observar as variagdes no meio até o ponto de ajuste
pela adicdo de &cido ou base durante a fermentacao.

No entanto, ao final da cultivo observou-se a tendéncia de basificar o meio de cultura.
Nesse ponto é possivel que todo o nitrogénio tenha sido consumido, apesar do meio de cultivo

de alimentacdo conter além de &cido L-glutdmico, o sulfato de aménio.
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Figura 31 — Experimento 4: produgio de y-PGA versus percentual de O, dissolvido em relagéo
a saturacdo e variacdo do pH naetapa inicial de batelada (a). Etapa de alimentagdo continua (b).
Variacdo do crescimento na etapa inicial batelada (c). Etapa alimentacdo continua (d), em

cultivo com B. licheniformis em biorreator airlift
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Com relag¢ao ao consumo de substratos e a produgdo de y-PGA observa-se na Figura 32
um residual baixo de substratos especialmente de glicose mesmo apdés o inicio da alimentacdo
de nutrientes, no entanto, a disponibilidade reduzida de nutrientes ndo limitou a producdo de
v-PGA. Percebe-se, dessa forma, o equilibrio no consumo desses substratos sem acumulo de
nutrientes.

A producdo se manteve constante durante a fermentagdo, foram produzidos em média
7,33 g L de y-PGA considerando a producéo a partir do inicio da alimentagdo continua, em
D = Pmax. Assim, a produgao total do processo foi estimada em mais de 350 g de y-PGA, caso
todo o meio fosse aproveitado, em 58 horas de fermentagéo e o rendimento desse experimento

foi de 0,678 g g%, considerando a soma de todas as fontes de carbono adicionadas ao meio.
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A partir do rendimento de 0,678 g g* e da produtividade de 2,31 g L h*! observados
nesse experimento, pode-se analisar esse processo como uma alternativa para a producéo de
v-PGA, considerando o uso de equipamentos de baixo custo, quando comparados aos outros
modelos de fermentadores.

A utilizag&o de substratos de baixo custo, facilmente disponiveis no mercado, com boas
concentragcfes de carbono e nitrogénio. Também pode ser considerado nessa analise 0 bom
desempenho das bactérias, tanto do B. licheniformis como o B. subtilis sdo resistentes, de facil
replicacdo e manutencdo, além de ambos ja serem amplamente utilizados na inddstria, bem
como no agronegaocio.

O experimento com a alimentagdo continua de nutrientes, com baixa vazdo de
alimentacdo, como também baixa concentracdo de nutrientes, também favoreceu a producéo de
v-PGA, tornando o processo ainda mais interessante economicamente.

Uma particularidade desse processo ocorreu com a alteracdo de cor do meio, das 19
horas até 36 horas, 0 meio tornou-se rosa/salméo (Figura 33), ap0s esse periodo a producao de
v-PGA foi ligeiramente superior, média de 8,36 g L™ de y-PGA. O consumo de substratos se
manteve, uma hipétese pode ser uma outra via metabdlica com producdo de outros
polissacarideos e/ou proteinas.

A producéo de enzimas pelos microrganismos utilizados combinados aos substratos
ricos em carbono é bastante estudada e aplicada por industrias de diversos setores, em especial
na industria de alimentos e produtos farmacéuticos. Algumas enzimas como as proteases,
mananases e glucanases sdo facilmente produzidas pelos bacilos e sdo caracterizadas como
enzimas hidroliticas (OORT, 2010; OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 32 — Experimento 4: produg@o de y-PGA versus o consumo de nutrientes de carbono,
etapa inicial batelada (a), etapa alimentagdo continua (b), em cultivo com B. licheniformis em

biorreator airlift
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Figura 33 — Experimento 4: Alteragéo da coloragdo no meio de cultivo com B. licheniformis
em biorreator airlift. Tempo de fermentacéo, (a) 39 horas; (b) 19 horas; (c) 25 horas. Tubos,

amostras de 40 a 16 horas
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A Figura 34 apresenta imagem do cultivo em biorreator airlift, onde pode-se observar
a formacéo de bolhas pelo fluxo de ar ascendente. O processo contribuiu para a produgéo de
v-PGA sem alteragdes significativas na viscosidade do meio, facilitando a constante
homogeneiza¢do do liquido no interior do biorreator, mantendo assim as condic¢Ges de
temperatura e disponibilizacdo de nutrientes para todas as células presentes no meio. Para

reduzir a formacéo de espuma foi adicionado no decorrer da fermentacéo o poli-propilenoglicol.

Figura 34 — Producdo de y-PGA em biorreator airlift, sistema em funcionamento com

coloracdo amarelo claro, sem formacéo excessiva de espuma

Fonte: Acervo pessoal
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As Tabelas 6 e 7 apresentam o resumo com melhores resultados de rendimento obtidos na
producdo de y-PGA, bem como a produtividade nos experimentos com B. licheniformis e
B. subtilis. Os melhores resultados desse estudo foram obtidos a partir de experimentos com
meios suplementados com sulfato de aménio como fonte de nitrogénio para a producdo do
biopolimero. Com relacdo ao rendimento, os experimentos em biorreator e meios de cultivo
com menores concentragdes de substratos apresentaram maior produgdo, bem como maior
produtividade.

Com base nestes resultados observou-se a influéncia dos diferentes substratos para as vias
metabdlicas as quais 0s microrganismos se desenvolvem e secretam o y-PGA ou outros
polissacarideos (YU et al., 2017). As mesmas condi¢des com pequenas altera¢fes nas fontes de
nitrogénio e/ou carbono apresentaram diferencas no crescimento celular, bem como na
produgdo de y-PGA. A adicdo de cofatores, ativadores enzimaticos também interferiu na
producéo de y-PGA, favorecendo a produtividade e o rendimento.

Nos experimentos desse estudo ndo foram realizadas analises filogenéticas dos
Bacillus, que poderiam elucidar com mais precisdo os diferentes resultados, nos meios e
condicdes de processos experimentados, considerando os resultados de outros pesquisadores,
com diferentes linhagens/cepas de bacilos. Foi realizada somente a amplificacdio do DNA
confirmando as espécies de B. licheniformis e B. subtilis (WECKEL et al., 2006).

5.3 Analise de infravermelho com transformada de Fourier

A andlise do espectro de infravermelho do padrdo bem como da amostra foi baseada em
literatura e comparada com publicacdes como a analise de Chaisorn et al. (2016). As bandas de
absorcdo em IR da amostra de y-PGA apresentam similaridade com o padrdo e com espectros
de publicacbes para o biopolimero, qualificando assim, a identidade do produto obtido nas
fermentacdes por B. licheniformis. A Tabela 5 apresenta o resumo das principais bandas de
absorcdo no IR obtidas em pastilha de KBr (LOPES e FASCIO, 2004).

Os picos de absorcéo caracteristicos para COOH podem ser observados nas bandas
préximas entre 3200 a 2500 cm™ e 1300 a 1200 cm™® com deformagées em 1420 cm™. Para a
identificacdo de grupamentos amida CONH2 pode-se observar os diferentes estiramentos em
bandas proximas a 3500 a 3200 cm™ (2 bandas, amida primaria) (CHAISORN, 2016). Segundo
Ho et al. (2006) a banda observada proxima a 1643 cm™ é carateristica de grupamento amida |

CONHR, sendo a absorgdo proxima a 1614 cm™ também caracteristica de grupamento



87

carboxila. Enquanto os grupamentos NH e C-N apresentam estiramentos entre 1680 até
1530 cm?, Figuras 35 e 36.

Posto isto, pode-se confirmar a presenca dos principais grupos funcionais caracteristicos
da amida, carboxila e carbonila, além de grupo hidroxila, o que reforca as propriedades fisico-

quimicas para sua ampla utilizag&o, principalmente para ligagdes com ions metélicos divalentes
(CHAISORN, 2016).

Tabela 5 — Analise dos grupos funcionais para y-PGA em FTIR

Composto N-H NH; Amida | c=0 Cc-0 C-N N-H
1.448,26

Padrdo y-PGA | 3.565,69 | 3.270,64 | 1.614,11 157554 | 1.268,92 | 777,16
1.400,05
1.456,02

Amostra 3.561,85 | 3.270,65 | 1.643,73 141746 1.542,73 | 1.211,02 | 667,26

Fonte: Adaptado de CHAISORN et al. ,2016; LOPES; FASCIO, 2004.

Figura 35 — Espectro infravermelho do padrao de y-PGA seco ap0s precipitacdo com etanol
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Figura 36 — Espectro infravermelho de amostra de y-PGA seca apds precipitacdo com etanol
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Tabela 6 — Principais resultados de producao de y-PGA com Bacillus subtilis deste estudo e de pesquisas publicadas

89

Produtivi-

Principais nutrientes -PGA | Temp. | Tem Rendim.
Bacillus subtilis Método P Y P P dade Referéncia
Nitrogénio Carbono gL? °C h gL'h? gg*
Este estudo -
ATCC 2382 Frascos Erlenmeyer, mesa agitadora, Sulfato (NH4),S0s Glicerol, GllAco_se, Ac. L- 15,04 3 48 0313 0.215 (Exoerlmerlto
200 rpm Glutamico suplementacgéo de
nitrogénio)
Este estudo -
ATCC 2382 Frascos Erlenmeyer, mesa agitadora, Sulfato (NH4),S0s Gllce[ol,_ G|ICE)S€, Ac L- 9.13 35 18 0507 0,140 (Exoerlmerlto
200 rpm Glutamico, Ac. Citrico suplementacgéo de
carbonos)
. Palha de arroz hidrolisada,
NX-2 Batelada alimentada Sulfato (NH4),SO4 ] . 73,00 32 90 0.81 0,910 Tang et al. (2015)
Glutamato, Glicose, Xilose
NX-2 B'Orreatordeta?;‘;i)ag'tado' 150PM | o ifato (NH,),S04 | Glicose, Glutamato 7121 | 32 57 | 1240 | 0419 | XUetal (2014)
Biorreator de tanque agitado, 150rpm Glicerol, Glicose, Ac. L-
MJ80 @0 Urea Glutamico, Ac. Citrico, Amido 75,50 37 72 1,050 0,415 WT et al. (2014)
NX-2 Frascos Erlenmeyer, mesa agitadora, Sulfato (NH,),SOs Glicerol, Gllf:o_se, Ac. L- 31.70 325 48 0,660 0,317 WU et al. (2010)
200 rpm Glutamico
Batelada alimentada, biorreator de .
CGMCC1250 Extrato de levedura Glicose, Glutamato 101,00 37 46 2,190 0,570 Huang, et al 2011

tanque agitado, 200 - 450rpm (100L)
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Tabela 7 — Principais resultados de producao de y-PGA com B. licheniformis deste estudo e de pesquisas publicadas

Produtivi-

Bacillus Principais nutrientes -PGA | Temp. | Tem Rendim.
licheniformis Método > ! : % dade Referéncia
Nitrogénio Carbono gL? °C h gL*h?! gg?
Frascos Erlenmeyer, mesa Sulfato Glicerol, Glicose, Ac. L- Este estudo - (BExperimento
NCTC 10341 agitadora, 200 rpm (NH,;)2S04 Glutamico 1101 3 48 0229 0.157 suplementacgdo de nitrogénio)
Frascos Erlenmeyer, mesa Sulfato Glicerol, Glicose, Ac. L- Este estudo - (Experimento
NCTC 10341 . ' NS 18,59 35 18 1,033 0,266 N
agitadora, 200 rpm (NH,;)2SO4 Glutamico, Ac. Citrico suplementagéo de carbonos)
. - Sulfato Glicerol, Glicose, Ac. L- Este estudo - (BExperimento
NCTC 10341 Biorreator airlift (3L L 2131 35 27 0,789 0,304 . A
! ilift (31) (NH,;),S04 Glutamico, Ac. Citrico adicdo de oxigénio)
Biorreator airlift (3L), batelada Sulfato Glicerol, Glicose, Ac. L ESt:rriStJt:ticl)a(-ngr):oeertlirzmo
NCTC 10341 | repetida comadigdes pontuais de o 23,32 35 70 0,333 0,388 p
. . (NH,)2S04 Glutamico, Ac. Citrico suplementada com indutores
glicose, glicerol
do gene pgsE)
- — - ~ if - - Y - -
NCTC 10341 Biorreator airlift (;%L), alimentacéo Sulfato Gllce[ol,' G|IC9SE, Ac L - 35 20 7.230 0,507 Este es'tudo (FmerI@nto
continua (NH,),S04 Glutamico, Ac. Citrico comalimentacdo continua)
Este estudo - (BExperimento
. - . . Ifat ) . Aol . x .
NCTC 10341 Biorreator airlift (:’5L), alimentacéo Sulfato Gllcetol,' G|IC9$E, Ac L o 35 58 6,830 0,678 comgllmentagao coNntlnua,
continua (NH,;)2S04 Glutamico, Ac. Citrico baixa concentracdo de
nutrientes)
Batelada alimentada - Biorreator de Sulfato Glicose,Glutamato de
P-104 . RN . 41,60 37 39 1,060 0,260 Zhao et al. (2013
tanque agitado, 150rpm (7L) (NH,;),SO4 sodio, Citrato de sédio (2013)
Frascos Erlenmeyer, mesa Ac. L-Glutamico, Ac.
NCIM 2324 . yer, Cloreto NH,CI Citrico, Glicerol,L- 35,75 37 96 0,370 0,366 Bajaj et al. (2009)
agitadora, 200 rpm o
Glutamina, Ac. o-
Frascos Erlenmeyer, mesa Sulfato Glucose, glycerol, citrate
SAB-26 . ' : e - 59,90 37 96 0,620 0,334 Yasser et al. (2007
agitadora, 200 rpm (NH,;),S04 sodium, casein hydrolisate ( )
CGMCC 2876 Frascos Erlenmeyer, mesa Cloreto NH,cl | CItrato tri-sodico, Glicose, |, g o 20 1000 | 0436 YAN et al. (2015)
agitadora, 200 rpm Ac. L-glutadmico, Glicerol
Biorreator de tanque agitado, Glicerol, Ac. L-Glutamico,
ATCC 9945a queag Cloreto NH,CI 20,50 37 96 0,210 0,183 KO, GROSS (1998)

150rpm (2L)

Ac. Citrico

* Fermentagao em sistema continuo aberto, sem reciclo de células e sem aproveitamento de producdo, a producdo total de y-PGA consta na tabela 19.
** Produgdo pontual de y-PGA consta na tabela 20.
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6 CONCLUSOES

A velocidade especifica de crescimento de Bacillus licheniformis e de B. subtilis foi
similar nos experimentos realizados nos meios basicos de cultivo. O tempo de duplicacéo das
células foi estimado em aproximadamente 3 horas.

Nos experimentos realizados com diferentes fontes de nitrogénio, a producéo de y-PGA
foi maior quando o meio de cultivo foi suplementado com o sulfato de aménio, esse resultado
é também observado em estudos publicados comparando inclusive esse mineral com nitrogénio
organico.

Nos experimentos conduzidos para analisar as diferentes fontes de carbono para a
producdo de y-PGA observou-se em especial a importancia em disponibilizar os nutrientes
essenciais para producgdo do biopolimero, os meios suplementados com glicerol apresentaram
melhores resultados, porém quando em concentracdes inferiores a 40 g L. A glicose como
fonte de carbono também foi importante na produg¢do de y-PGA, no entanto, observou-se
producdo de y-PGA em meio sem glicose, enquanto houve baixa producdo quando uma
concentragéo de glicose superior a 15 g L™ foi adicionada ao meio de cultivo.

A adicdo de n-heptano no inicio das fermentacGes como vetor para aumentar a
solubilidade de oxigénio no meio de cultivo, foi favoravel para o crescimento da biomassa,
principalmente para o B. licheniformis, houve aumento também na produgdo de y-PGA em
comparacdo aos experimentos sem a adi¢do do solvente organico.

A produg@o de y-PGA em biorreator airlift foi maior em relagdo a produgéo obtida nos
experimentos em frascos Erlenmeyer, considerando as melhores condi¢des como controle de
pH e ajuste quando necessario para manter o meio de cultivo mais apropriado para a producédo
de y-PGA. Agitacdo/homogeneizacdo e disponibilizacdo de oxigénio as células através da
injecdo de ar comprimido, além de maior controle também da temperatura de fermentacéo.

Nas fermentacGes em biorreator airlift, a producdo de y-PGA foi ainda maior com a
adicdo de indutores de genes dos Bacillus como o zinco, bem como na adi¢éo de cofatores como
a niacina para a biossintese dos microrganismos.

A fermentacdo com alimentagdo continua de nutrientes, em sistema aberto, ou seja, sem
o reciclo de células e com vazdo de saida igual & vazdo de entrada de alimentacédo, apresentou
uma produtividade e rendimento ainda maior quando comparada a producdo em batelada no
biorreator airlift. A alimentacdo constante de nutrientes favoreceu a produgao de y-PGA.

O rendimento na produgao de y-PGA foi superior no experimento em biorreator airlift

com alimentacdo continua quando a concentracao de nutrientes no meio foi menor. A limitagéo
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de nutrientes além de favorecer a producdo de y-PGA, também gerou um residual menor de
substratos, o que favorece o custo de producdo com menos residuos para tratamento.

Os experimentos em biorreator airlift apresentaram resultados promissores,
considerando as vantagens das condi¢cdes de processo, onde € possivel uma constante
homogeneizacdo do meio sem o risco de cisalhamento das células, o sistema favoreceu o
crescimento celular sem aumentar a viscosidade do meio, possibilitou também o fornecimento
de nutrientes de carbono e nitrogénio, além do fornecimento de oxigénio através da injecdo de

ar comprimido.
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APENDICE A

Aqui estdo descritos os dados numéricos dos quais foram elaboradas as figuras que
apresentam os resultados obtidos no item 5 (Resultados e Discussdo). As tabelas estdo
apresentadas na ordem das figuras com as devidas correlagdes.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos no ensaio para avaliacdo do crescimento dos

microrganismos em meio BHI. Os dados geraram a Figura 12 do item 5.1.2.

Tabela 8 — Crescimento dos microrganismos em frascos Erlenmeyer com agitacdo em mesa

agitadora a 200 rpm — meio BHI (Figura 14)

Meio BHI Densidade Optica - DO 600nm pH
Tempo F(z;;nentagéo B. licheniformis B. subtilis B. licheniformis B. subtilis
0 0,023 0,030 5,96 6,04
2 0,085 0,055 5,96 6,08
4 0,155 0,115 5,94 6,05
6 0,270 0,265 5,96 6,05
8 0,645 0,470 5,95 6,02
10 0,880 0,705 5,93 553
12 1,040 1,675 5,39 5,09
14 2,460 3,010 5,34 4,72
16 3,350 4,050 4,88 4,39
18 4,448 4,995 4,27 4,05
20 4,400 4,835 3,97 4,27
22 4,508 5,273 4,08 3,98
24 4,505 5,073 4,15 3,94
26 4,368 5,160 4,07 3,91
28 4,770 5410 3,93 3,89
30 4,520 5,423 3,93 3,83
32 4,605 5,603 3,92 381
34 4,240 5,128 3,92 381
36 4,148 4,728 4,02 3,78

Na produgéo de y-PGA a partir de diferentes fontes de nitrogénio obteve-se os resultados

conforme as Tabelas 9 a 11. Os dados geraram as Figuras 14 a 18 do item 5.1.3.
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Tabela 9 — Producéo de y-PGA com sulfato de am6nio como fonte de nitrogénio (Figuras 14

als)
Tempo Fermentacao (h)
Sulfato de Amdnio
6 12 18 24 36 48 60

y-PGA (g |_‘1) 0,28 0,63 0,89 1,19 3,06 11,01 9,43

B. licheniformis |Biomassa- DO goonm | 0,487 0,819 1,760 2,659 3,582 3,870 4,016
pH 7,04 6,50 6,99 5,66 5,34 5,08 4,99

y-PGA (g LY 0,24 0,61 092 145 3,37 15,04 10,64

B. subtilis Biomassa- DO ggonm | 0,713 1,353 3,049 3,673 4,378 459 4,757
pH 7,03 6,78 6,59 6,08 5,46 517 5,14

Tabela 10 — Producdo de y-PGA com cloreto de aménio como fonte de nitrogénio ((Figuras

14 2 18)
Tempo Fermentagéo (h)
Cloreto de Amdnio

6 12 18 24 36 48 60

y-PGA (g LY 043 0,89 1,22 1,74 4,54 7,22 5,01

B. licheniformis |Biomassa- DO ggonm | 0,869 1,484 3,827 5,088 6,931 6,935 6,086
pH 6,88 6,84 6,79 6,60 6,37 5,20 5,24

y-PGA (g L) 0,51 0,75 1,36 2,70 6,32 6,35 6,35

B. subtilis Biomassa - DO goonm 0,279 0,832 1,019 1,257 1,568 1,868 2,071
pH 6,82 6,95 6,87 6,82 6,78 6,65 6,65

Tabela 11 — Produgéo de y-PGA com nitrato de aménio como fonte de nitrogénio (Figuras 14

a1l8)
Nitrato de Amdnio Tempo Fermentagao ()

6 12 18 24 36 48 60

y-PGA (g L' 0,42 0,71 1,49 2,30 4,20 7,80 6,33

B. licheniformis |Biomassa- DO goonm | 1,036 4,868 5,684 8,092 9,321 9,375 9,353
pH 7,02 7,03 6,44 6,30 6,39 5,74 5,82

y-PGA (g L' 0,33 0,84 1,67 3,44 4,98 6,15 6,04

B. subtilis Biomassa - DO goonm | 0,841 3,502 4,837 5,539 6,497 6,835 6,226
pH 6,86 6,54 6,12 7,40 7,44 7,50 7,09

No item 5.1.4 foi avaliada a producdo de y-PGA com diferentes fontes de carbono, as

Tabelas 12 a 14 apresentam os dados dos experimentos com o meio Basal enriquecido com

glicose, glicerol e &cido L-glutamico, gerando as Figuras de 19 a 23 do item 5.1.4.1.



104

Tabela 12 — Crescimento da biomassa em meio Basal e adigdo substratos ricos em carbono

(Figuras 19 a 23)

Biomassa Tempo Fermentacado (h)
DO (600 nm) 6 10 14 18 22 26 30 34
» M1 0,594 1,104 3,199 3,344 3,742 5,976 6,440 6,416
£ M2 0,405 0,843 2,289 2421 2,309 2,543 2,277 1,940
-"g M3 0,060 0,297 1,508 1,823 1,992 3,837 4,109 4,603
% M4 0,288 0,918 2977 3,547 3,931 5,697 6,183 6,284
= M5 0,123 1,023 2,923 3,263 3,193 4241 3,983 3,860
@ M6 0,045 0,321 0,997 2,038 2,880 5,613 5,726 5,516
M1 0,464 1,598 3,387 3,802 5,121 5,403 5,760 6,450
» M2 0,225 1,680 3,351 4,620 6,240 5,892 5,590 5,535
E M3 0,167 0,765 2,216 2477 2,782 2,763 2,350 2,295
9{ M4 0,171 1,718 4,094 5,757 6,390 8,405 9,188 8,648
0 M5 0,054 0,413 0,732 1,878 3,105 2,933 1,590 0,908
M6 0,432 1,710 3,219 3,659 3,469 6,103 5,900 5,053

Tabela 13 — Producéo de y-PGA em meio Basal e adicao substratos ricos em carbono

(Figuras 19 a 23)

Y-PGA (400 nm) Tempo Fermentacéo (h)
gL 6 10 14 18 22 26 30 34

» M1 0,19 1,09 4,75 4,80 545 9,30 6,12 6,10
£ M2 0,10 2,26 11,60 8,97 8,60 8,51 8,38 8,66
-"g M3 0,06 2,32 11,34 15,09 11,55 11,05 10,19 9,61
% M4 011 241 8,72 8,29 752 7,50 7,33 7,36
= M5 0,08 2,73 9,97 18,59 1291 12,55 9,76 9,72
o M6 0,06 2,72 6,74 7,03 9,29 8,55 8,06 7,70

M1 0,29 1,83 458 9,13 8,27 6,04 4,86 4,70
© M2 0,23 1,70 4,99 8,46 6,77 5,32 4,72 4,66
Z M3 037 2,01 4,74 514 8,07 790 6,39 6,37
3_ M4 0,33 357 6,77 5,68 7,04 752 6,64 6,35
- M5 0,24 1,87 528 5,58 6,22 7,39 8,82 6,87

M6 0,23 1,06 572 6,06 7,69 7,83 7,25 6,33

Tabela 14 — Variacdo do pH em meio Basal com adicao substratos ricos em carbono (Figuras

19 a 23)
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pH

Tempo Fermentagéo (h)

6 10 14 18 22 26 30 34
» | M1 7,03 6,24 6,20 6,23 6,04 5,98 5,90 5,57
E [ m 6,93 6,85 6,13 6,11 6,08 5,94 591 6,15
£ [ M3 7,11 7,01 6,86 6,87 6,61 6,67 6,64 6,51
2| M4 7,07 7,10 7,15 717 7,29 7,24 748 751
= |7 M5 6,98 6,89 6,28 5,88 5,84 546 542 547
D1 Mme 7,10 7,03 7,06 6,87 7,09 7,12 7.3 6,92

M1 6,84 6,85 6,81 6,54 647 6,98 7,02 711
o | M2 6,3 6,81 6,78 641 6,52 6,61 6,63 6,21
Z | M3 7,07 7,01 6,98 6,97 6,91 6,87 6,88 6,83
> | M4 7,27 7,24 7,29 741 742 7,39 742 7,38
= YE 6,89 6,87 6,94 6,72 6,62 6,66 6,58 6,45

M6 7,23 7,18 7,36 741 7,39 7,32 7,28 7,32

Tabela 15 — Residual de glicerol em meio Basal com adic¢do substratos ricos em carbono

(Figuras 19 a 23)

Residual de Tempo Fermentacéo (h)
glicerol g L™ 6 10 14 18 22 26 30 34
g% M1 26,67 23,69 2311 21,07 18,17 1597 14,40 11,59
£ M2 31,86 28,59 26,96 26,31 19,45 18,35 17,16 14,60
-"g M3 19,81 1943 18,29 15,87 15,37 14,16 13,46 10,83
% M4 40,37 30,09 29,79 28,04 20,46 20,26 19,35 18,38
= M5 31,03 26,92 22,64 19,57 17,67 16,48 1344 11,66
@ M6 40,92 34,03 31,12 26,97 19,58 18,23 15,44 12,49
M1 28,04 21,08 18,24 1457 11,77 10,89 10,06 10,03
» M2 36,48 23,98 21,62 20,87 17,34 15,77 10,65 9,93
E M3 28,56 21,37 20,99 16,82 14,47 13,88 12,96 11,00
3_ M4 4787 36,67 32,39 31,06 25,02 22,04 18,97 14,73
@ M5 34,89 2744 25,03 24,56 19,33 15,32 12,08 10,21
M6 4793 4451 33,74 29,32 25,79 20,45 17,06 13,83

Tabela 16 — Residual de glicose em meio Basal com adicéo substratos ricos em carbono

(Figuras 19 a 23)
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Residual de Tempo Fermentagéo (h)

glicose g L™ 6 10 14 18 22 26 30 34

o M1 9,77 0,51 0,23 0,15 011 0,10 0,07 0,03

£ M2 9,49 6,05 341 2,96 021 0,12 0,09 0,07

£ | M3

% M4 14,43 8,66 2,56 0,18 013 0,08 0,03 0,01

= M5 8,57 3,63 0,84 0,77 0,79 0,59 048 0,26

- M6 13,98 10,83 6,61 2,28 0,28 0,16 0,08 0,01
M1 9,85 513 2,02 0,22 0,10 0,10 0,05 0,05

g% M2 9,78 6,39 4,22 231 0,30 0,12 0,09 0,07

Z | M3

93 M4 13,69 10,94 8,01 2,74 0,16 0,15 0,07 0,02

@ M5 9,71 821 7,69 5,88 4,86 4,08 387 1,04
M6 14,21 10,63 8,52 5,88 157 041 0,14 0,03

A Tabela 17 apresenta os resultados das analises realizadas do experimento 1 em
biorreator airlift para avaliacdo da producédo de y-PGA, bem como das condic¢des de processo
no biorreator (Figuras 24 e 25, item 5.2.1). A Tabela 18 apresenta os resultados do experimento
2 em biorreator para a producdo de y-PGA em batelada repetida suplementada com adi¢bes

pontuais de glicose, glicerol e indutores do gene pgsk (Figuras 26 e 27, item 5.2.2).



Tabela 17 — Experimento 1 — Resumo dos ensaios, Biorreator airlift (Figuras 24 e 25)
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B. licheniformis

Experimento 1 airlift

. Temi)o ) y-PGA DO H Saturagdo | Glicose | Glicerol
erm(ehr; o @L?h 600nm P (0,%0) QLY QLY
2 1,32 0,000 7,15 100,0 9,87 38,40

4 2,07 0,430 7,14 93,0 9,00 38,00

6 2,35 0,800 7,15 89,0 8,70 36,89

8 3,69 1,200 7,15 83,0 8,00 36,70

10 3,88 3,480 7,14 79,0 791 34,76

12 471 3,810 7,09 58,0 7,60 30,40

14 5,18 4,370 6,96 39,0 7,50 2793

15 6,43 5,660 6,80 6,0 6,28 22,30

17 8,92 7,240 6,82 50 581 21,74

19 15,27 9,090 6,82 50 5,55 20,60

21 15,72 9,400 6,83 50 545 20,43

24 16,91 10,100 6,83 6,0 4,60 16,72

26 18,76 11,900 6,80 7,0 3,90 15,05

27 21,31 12,500 6,83 17,0 3,50 14,96

29 12,25 6,620 6,80 25,0 3,28 14,31

30 12,25 6,010 6,80 32,0 281 14,19




Tabela 18 — Experimento 2 — Resumo dos ensaios, Biorreator airlift (Figuras 26 e 27)

B. licheniformis

Experimento 2 airlift

. Tempo y-PGA DO y Saturagdo | Glicose | Glicerol
erm(ehr;tagao (9 L'l) 600nm P (0,%) (o] L'l) (9 L'l)
30 4,09 1,760 7,34 100,00 8,98 36,29
32 444 2,390 7,52 98,00 6,95 36,76
34 9,70 3,620 6,90 98,00 6,01 33,11
36 10,33 4,650 7,10 4,00 8,41 26,90
38 11,73 4820 7,15 4,00 7,86 20,00
40 13,21 5,070 7,15 83,00 6,80 18,46
42 16,44 5,960 7,19 83,00 5,98 13,31
44 16,51 5,980 7,09 83,00 514 12,54
46 16,81 6,020 7,29 74,00 413 10,28
48 17,03 6,520 7,32 69,00 6,19 12,20
50 1755 6,780 7,32 59,00 5,18 12,84
52 18,10 7,080 7,28 38,00 446 12,90
54 18,17 7,020 7,30 36,00 417 12,79
56 18,20 6,950 7,16 48,00 4,08 12,36
58 18,79 6,810 6,88 60,00 3,55 11,25
60 19,18 7,400 7,09 68,00 6,14 11,09
62 20,92 7,510 7,35 47,00 6,12 11,00
64 21,64 7,810 6,82 38,00 5,48 10,67
66 21,89 7,730 6,79 33,00 4,88 9,79
68 22,15 8,380 6,77 32,00 4,73 9,00
70 23,32 8,230 6,72 29,00 3,71 8,04
72 21,78 8,580 6,77 11,00 446 7,94
74 20,32 7,570 6,77 6,00 4,25 7,61
76 16,56 4,130 6,86 4,00 4,03 7,26
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A Tabelas 19 e 20 apresentam o0s resultados das andlises realizadas a partir dos

experimentos em biorreator airlift para avaliacdo da produgdo de y-PGA com alimentagéo

continua de nutrientes, bem como das condi¢des de processo no biorreator e adicdo de

nutrientes e indutores no decorrer da fermentagdo. Os dados geraram as Figuras 28 a 32 do item

5.2.3.



Tabela 19 — Experimento 3 — Resumo dos ensaios, Biorreator airlift (Figuras 28 e 32)

B. licheniformis

Experimento 3 airlift

Tempo

F o v-PGA DO H Saturacéo | Glicose Glicerol
erm(ehr; agao (gL 600nm P (0,%) (gL (gL™h
0 0,00 0,032 7,71 100,70 9,95 36,63
1 0,83 0,075 6,98 94,30 7,06 27,29
2 1,64 0,085 6,98 93,40 6,98 26,76
3 4,02 0,108 6,96 92,40 6,01 23,11
4 4,36 0,126 6,90 89,60 5,05 20,90
5 491 0,203 6,88 88,14 4,86 18,00
6 5,36 0,379 7,05 85,10 4,80 17,46
8 584 0,790 6,91 23,00 4,98 19,31
10 6,26 0,885 6,97 15,90 5,14 20,54
12 595 1,325 7,04 22,90 413 18,28
14 7,29 1,535 7,04 14,80 3,69 20,20
16 5,09 1,740 6,88 15,20 3,18 19,84
18 5,29 2,200 6,93 12,80 1,46 20,90
20 4,38 1,860 7,24 12,60 1,17 22,79
22 3,74 3,750 717 13,10 1,08 24,36
24 454 4,730 7,37 9,10 1,76 25,14
26 7,76 4,770 7,39 450 2,23 26,34
28 8,22 5,220 737 66,50 321 26,30
30 10,09 6,380 7,34 59,40 3,77 26,00
32 9,44 4,830 752 64,90 3,65 25,38
34 6,70 6,390 6,90 53,90 427 2754
36 6,33 4,790 7,10 15,80 4,56 26,00
38 9,72 4,650 7,15 12,10 4,44 22,36
40 11,53 4,820 7,15 2,90 419 22,11
42 9,35 5,070 7,19 6,00 3,95 20,22
44 8,21 4,965 7,09 7,00 4,20 22,28
46 13,81 4,980 7,29 1,00 4,25 24,82
48 7,73 4,700 7,32 8,00 437 24,93
50 9,55 3,520 732 3,50 3,59 24,81
52 7,10 4,020 7,38 4,00 5,59 27,00
54 6,17 3,768 7,40 14,00 455 25,76
56 8,20 3,750 7,16 13,00 5,09 24,89
58 5,79 3,810 6,58 7,00 8,12 18,00
60 6,18 3,150 7,09 10,00 11,48 18,67
62 5,92 2,148 735 6,00 10,88 17,79
64 561 2,180 6,82 4,00 11,73 19,00
66 5,89 3,080 6,69 3,00 11,71 19,04
68 3,12 4,300 6,77 4,00 10,46 18,61
70 2,79 4,060 6,52 3,00 8,25 18,94
72 2,18 4500 6,57 4,00 6,45 16,75
74 242 4910 6,67 4,00 425 1543
76 156 4,130 6,66 4,00 4,03 12,36
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Tabela 20 — Experimento 4 — Resumo dos ensaios, Biorreator airlift (Figuras 28 e 32)

B. licheniformis

Experimento 4 airlift

Fe ;ee?f;)géo v-PGA DO oH Saturacdo | Glicose | Glicerol
(h) (L™ | eoom ©%) | (@LY | @L
0 0,00 0,028 7,10 100,00 2,92 11,34
1 0,00 0,064 7,30 108,00 2,85 9,76
2 1,08 0,108 7,36 103,00 2,30 9,11
3 2,84 0,220 7,36 101,00 2,30 8,86
4 3,86 0,250 7,34 10,50 2,28 7,74
5 391 0,270 7,25 94,80 2,24 7,62
6 447 0,356 7,15 92,60 191 7,28
7 547 0,380 6,91 91,00 1,77 6,39
8 559 1,220 6,93 90,70 1,58 5,86
9 5,79 1,430 6,91 53,00 117 741
10 6,45 1,240 6,79 64,90 2,61 8,99
11 5,70 1,615 7,07 60,80 2,82 10,08
12 6,07 1,560 6,90 90,50 2,56 8,23
13 5,56 2,970 7,32 67,00 2,76 6,41
14 533 4,930 7,88 78,00 144 7,01
15 5,23 7410 7,83 81,60 0,78 7,18
16 551 6,380 7,08 61,70 0,77 6,73
17 5,67 6,490 6,79 10,90 0,77 6,19
18 5,23 7,390 6,92 20,80 0,81 5,83
19 6,26 8,050 6,83 15,30 0,84 561
20 570 8,440 6,87 39,50 0,82 544
21 6,36 9,640 7,08 52,10 0,79 6,01
22 6,07 9,640 6,93 53,50 0,83 587
23 5,98 10,780 6,84 53,00 0,85 6,01
24 6,19 10,150 7,08 60,40 0,71 5,46
25 514 11,950 6,92 61,20 0,68 5,27
26 5,18 7,430 6,89 52,40 1,49 6,27
27 5,23 8,270 6,83 60,70 157 581
28 5,65 9,680 7,07 80,90 1,74 5/48
29 570 9,240 7,20 66,10 1,46 6,34
30 542 5,740 6,83 70,40 1,38 5,89
31 5,23 4910 7,02 30,10 1,08 6,00
32 6,02 5,360 6,91 29,10 1,24 6,47
33 570 4,460 6,81 24,40 1,60 6,82
34 591 4,350 6,81 22,20 1,05 5,99
35 579 4970 6,83 44 20 1,28 6,22
36 6,54 5,940 6,92 80,90 1,49 5,96
37 7,52 5,270 6,88 65,00 1,22 5,67
38 8,88 6,360 7,31 74,00 1,17 5,80
39 8,25 5,110 7,38 46,20 1,16 531
40 8,62 6,100 7,63 58,70 1,09 5,09
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B. licheniformis

Experimento 4 airlift

Fe rTrri}e??;gao v-PGA DO oH Saturagdo | Glicose | Glicerol
(h) (9 L-l) 600nm (O2%) (gL™h (LY
41 8,83 4,140 7,73 54,80 1,17 533
42 8,98 4,070 7,59 41,90 1,59 6,24
43 9,30 5,010 7,65 5,90 1,71 6,13
44 9,04 6,200 71,67 20,20 181 5,62
45 7,90 8,190 7,73 18,50 1,26 549
46 8,33 8,200 7,79 10,30 1,45 5,06
47 9,88 5,260 7,35 7,30 2,32 5,24
48 8,73 7,060 7,48 21,80 1,98 511
49 7,59 7,915 7,78 31,60 1,75 5,62
50 8,21 7,265 781 35,00 251 4,67
51 8,39 8,630 7,73 37,60 2,04 471
52 8,59 6,565 7,82 62,20 347 4,80
53 8,62 6,535 7,73 48,40 2,99 4,93
54 7,83 6,295 7,76 40,70 4,23 510
55 7,59 6,721 7,86 34,80 3,88 4,66
56 747 6,152 7,82 4490 347 413
57 7,01 7,024 7,84 41,30 3,56 455
58 6,58 6,803 7,83 28,90 3,92 4,88
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Gamma-Polyglutamic acsd (y-PGA) was produced from fermentation processes by
inocuiating the bacterinm Sacillus leheniformis ca different sulstates. In submerged
fermentation (SmF). glycerol and glucose were used as the main carbon substrates while
amanonium sulfate served to provide nitrogen. In solid-state fenmentation (SSF ), soybean
was used as the main substrate. Tests camried out i an sitdift bioreactor with B. ficheni-
Jormls showed & maximum productivity of 0.789 g L' h' and a vield of 0.4 g g*. Dif-
fevent soybean cultivars from the 2012 and 2016 crops were used in the SSF. The BRS
1001 IPRO cultivar, from the 2016 crop. showed the highest production. ie.. 1.2 g L of
y-PGA. This cultvar was subjected to differeat levels of milling (fine. intermediate and
coarse). Coarsely milled grains increased y-PGA production to 2.7 ¢ LY. Mareover,
coarse milling made the internal nutrients of the grains available for fenuentation and

this particle size did not compromise acration during fermentation.

Kevivords.!

y-polyglutamic acad. biosynthesis, B lichen(formis. SmF. SSF

Introduction

The wndustrial importance of bioprocessing and
bioprospecting of microorganisms cannot be over-
stated. In recent decades, m addition to basic nuti-
tion functions. food has been found 1o possess other
functional properties that benefit the chemical and
pharmaceutical indusiry. and miore recently, that
have been applied ro the wearment of waste and ef-
fluents. The use of compounds made from biode-
gradable polymers of vegetable or microbial onigin
is extremely important from the standpoint of sav-
ing resources, Since such biodegradable polymers
are of natural origin, they can be mcorporated mnro
the natural carbon cvele. which involves nanural re-
cycling,

The use of renewable sonrces in the production
of consumer goods offers substantial socioeconom-
ic and envirommental benefits, The final destination
of soybeans must go beyond oil and bran process-
ing. extending its nse to different sectors of the
economy. The development of a bioprocess to pro-
duce bicactive compounds is of nterest to environ-
mental and human bealth, reducing the generarion
of sludge from water treatment plants, and hence, of

‘Corrzsponding auther. E-minl. v.camposilumesp be

aluminum concentrations that contribute to Alzhet-
mer’s disease.

Brazil is the world’s biggest sovbean producer,
hence. the production of v-PGA in fermented soy
substrate shows a very promising potential 10 add
economic and technological value to commodities,
as well as funire research. y-PGA is naturally pres-
ent m products of fermented soybean mucilage con-
sumed in Asian countries. and soy and its denva-
tives are therefore potential substrates for the
production of biopolvmer. Thus. glycerol consid-
ered a by-product in the production of biodieseal
from soy. can be an inexpensive sowrce of nutrients
to produce r-PGA.

Soybean bagasse, which is also a by-product of
the biodiesel extraction process. stll containg quan-
tities of nutrients that serve as food sources for
many microorganisms, thereby producing new com-
pounds. y-PGA 1s produced from carbon and nitro-
gen-based nutnients that are preseat in soybeans.
Therefore, it is iwportant to know the variations in
culvars mn order 1o select the best properties for
conversion in the fenmentation process,

Since y-PGA has various biochemical proper-
ties, this polymer ¢an perform different funcrions,
depending on the organisim and the environment'?.



