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EPIGRAFE

“A terra produziria sempre 0 necessario, se com 0 necessario soubesse 0 homem contentar-
se. Se 0 que ela produz ndo Ihe basta a todas as necessidades, é que ele emprega no

supérfluo o que poderia ser aplicado no necessario”

O Livro dos Espiritos, capitulo V, Lei de Conservacéo



RESUMO

O é&cido gama-poliglutamico (y-PGA) recebeu consideravel atencdo em aplicacdes
ambientais. Dentre os métodos de producédo deste biopolimero a fermentagdo microbiana é a
mais vantajosa economicamente. O objetivo deste trabalho ¢ aumentar a produgdo de y-PGA
utilizando soja como substrato. Neste estudo o y-PGA foi produzido a partir de processos de
fermentacdo utilizando Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis inoculados em diferentes
substratos. O caldo E foi utilizado para fermentacdo submersa (FS) e soja para fermentacao
em estado solido (FES). Na fermentagdo submersa, o crescimento dos microrganismos em
diferentes meios de cultivo e os mecanismos de producédo de y-PGA foram avaliados. Para a
producdo de y-PGA em estado solido, a concentracdo de proteinas dos cultivares de soja
BRS 232, BRS 360 RR, BRS 1001 IPRO das safras de 2015 e 2016 e a modificacdo da
estrutura fisica dos grdos de soja foram avaliados. O delineamento composto central
rotacional (DCCR) foi utilizado para maximizar a producdo em FES, avaliando quatro
fatores (umidade, indculo, substrato e temperatura). Os meios de cultura influenciaram na
velocidade especifica de crescimento de B. subtilis e B. licheniformis e o caldo nutriente foi
mais vantajoso para a preparacao do indculo, pois intensificou a producdo de y-PGA em FS.
A avaliacdo da eficiéncia de microrganismos do género Bacillus na producdo de acido
v-PGA em FS indicou que B. licheniformis em cultivo isolado produziu um volume maior
do biopolimero que B. subtilis. A maior produgao de acido y-PGA por B. licheniformis foi
de 398,1 mg L. Verificou-se que B. licheniformis é uma bactéria independente do acido L-
glutdmico para a producédo de acido y-PGA. A composicdo centesimal dos cultivares da safra
2016 continha uma quantidade maior de proteinas, levando a um maior rendimento de
biopolimero. A pluviosidade no periodo de cultivo teve maior influéncia na determinacdo do
teor de proteinas nos graos de soja, que a variagcdo genética. Todos os cultivos da safra 2016
apresentam um grande potencial como substrato para a produgao de y-PGA. O cultivar BRS
1001 IPRO, da safra 2016, apresentou a maior producéo, ou seja, 1177,2 mg L de y-PGA.
Este cultivar foi submetida a diferentes niveis de cominuicdo (fina, média e grossa). Graos
cominuidos na fracdo grossa aumentaram a producio de y-PGA para 27215 mg L1 A
fracdo grossa disponibilizou os nutrientes internos dos grdos para fermentacdo e sua
granulometria possibilitou maior aeracdo. Os fatores significativos (p<0,05) para
maximizacdo da producdo de y-PGA foram o teor inicial de umidade e volume do in6culo,
resultando na produgéo de 4400,8 mg L™ de biopolimero.

Palavras-chave: Acido gama-poliglutamico. Bacillus spp. Fermentaco em estado sélido.
Soja.



ABSTRACT

Considerable attention has focused on gamma-polyglutamic acid (y-PGA) for in
environmental applications. Microbial fermentation is the most economically advantageous
of the various production methods of this biopolymer. The aim of this work is to increase the
production of y PGA using soy as a substrate. In this study, y-PGA was produced from
fermentation processes by inoculating Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis on
different substrates. E broth was used for submerged fermentation (SF) and soybean for
solid-state fermentation (SSF). The growth of microorganisms in different culture media and
the mechanisms of y-PGA production were evaluated in SF. The protein concentration of the
cultivars BRS 232, BRS 360 RR, BRS 1001 IPRO for the 2015 and 2016 crops and the
modification of the physical structure of the soybeans were evaluated for y-PGA production
via SSF. A central composite rotatable design (CCRD) was used to maximize production via
SSF, evaluating four factors (moisture levels, inoculum, substrate and temperature). The
specific growth rates of B. subtilis and B. licheniformis were influenced by the culture media
and the nutrient broth was advantageous in the preparation of the inoculum, as it intensified
the production of y-PGA in SF. An analysis of the efficiency of microorganisms of the
genus Bacillus in the production of y-PGA in SF indicated that B. licheniformis in isolated
culture produced a larger volume of the biopolymer than B. subtilis. The highest production
of y-PGA achieved with B. licheniformiswas 398.1 mg L*. It was found thatB.
licheniformis is a bacterium independent of L-glutamic acid for the production of y-
PGA. The percent composition of cultivars from the 2016 crop contained a higher amount of
protein, leading to a higher biopolymer yield. During the cultivation period, the rainfall
index exerted a stronger influence in determining the soybean protein content than the
genetic variation. All the 2016 crops showed an excellent potential as substrate for the
production of y-PGA. The cultivar BRS 1001 IPRO, from the 2016 crop, presented the
highest production yield, i.e., 1177.2 mg L™ of y-PGA. This cultivar was subjected to
different levels of comminution (fine, medium and coarse). Grains comminuted in the coarse
fraction increased the yield of y-PGA to 2721.5mgL™. The coarse fraction made the
internal nutrients of the grains available for fermentation and its granulometry allowed for
greater aeration. The significant factors (p<0.05) for maximizing the production of y-PGA
were the initial moisture content and volume of the inoculum, resulting in the production of
4400.8 mg L™ of biopolymer.

Keywords: Gamma-polyglutamic acid. Bacillus spp. Solid state fermentation. Soybean.
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1 INTRODUCAO

Muitos problemas ambientais sdo decorrentes da utilizacdo de materiais que
possuem longa vida pés-utilizacdo e geram residuos ndo biodegradaveis. A pesquisa de
novos materiais ambientalmente seguros € de grande relevancia, e os biopolimeros obtidos
a partir de recursos renovaveis surgem como uma alternativa importante, principalmente se
esses materiais forem biodegradaveis e biocompativeis (SILVA, 2010). O &cido
y-poliglutdmico (y-PGA) é um biopolimero anidnico, solivel em &gua, biodegradavel,
biocompativel e atdxico, obtido a partir de bactérias do género Bacillus, por meio de
processos fermentativos (SILVA, 2010).

No Brasil o sulfato de aluminio destaca-se como o coagulante mais utilizado,
entretanto, como o aluminio ndo € biodegradavel, elevadas concentracdes desse metal
podem ocasionar problemas a saide humana (CLAYTON, 1989), além de gerar um
elevado volume de lodo (NDABIGENGESERE, NARASIAH, 1998). O uso de y-PGA no
tratamento de &guas tem sido descrito por diversos pesquisadores. Nestes estudos, um
incremento da atividade floculante ocorre quando cations multivalentes sdo adicionados ao
sistema (MAHMOUD, 2006; SHIH et al., 2001; YOKOI et al., 1996). A modificagdo na
molécula de y-PGA pode potencializar a atividade do polimero como agente coagulante
(KUNIOKA, 2004; TANIGUCHI et al., 2005%). Segundo Oppermann-Sanio e
Steinbilchel (2002) é possivel sintetizar hidrogéis de y-PGA com maior atividade
floculante. Portanto, o y-PGA torna-se um potencial coagulante biodegradavel.

A sintese quimica de y-PGA é praticamente impossivel, entretanto, este
biopolimero pode ser obtido através do cultivo microbiano (SHIH, VAN, 2001). Bacillus
subtilis ¢ o microrganismo mais utilizado para a producéo de y-PGA, mas outras espécies
como Bacillus licheniformis sdo investigadas na producdo deste biopolimero (BAJAJ,
SINGHAL, 2009; KONGKLOM et al., 2015; MEERAK et al., 2007). As espécies do
género Bacillus s&o promissoras para a producdo de y-PGA por apresentarem altas taxas de
crescimento, curtos ciclos de fermentacdo, secrecdo de proteinas para o meio extracelular e
por possuirem status GRAS (Generally Recognized as Safe) (SCHALLMEY, SINGH,
WARD, 2004).

O estudo da fermentacdo para producdo de y-PGA volta-se, principalmente, para
fermentacdo submersa (FS) (WU et al., 2008; JIANG et al., 2006; SOLIMAN et al., 2005).
Entretanto, neste tipo de cultivo ha aumento da viscosidade do meio levando a diminuicéo

na transferéncia de oxigénio, o que limita o crescimento celular e diminui a producdo de
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v-PGA (CROMWICK et al., 1996; OGAWA et al., 1997). Como alternativa para a
producdo de y-PGA, ha a fermentacdo em estado solido (FES), onde se reduz a viscosidade
dos meios de cultivos submersos e possibilita a pesquisa de substratos de baixo custo
(SILVA, 2010). Contudo, pesquisas utilizando FES para producgéo de y-PGA sdo menos
frequentes, podendo citar os trabalhos de OH et al. (2007), XU et al. (2005) e CHEN et al.
(2005%).

A producéo de y-PGA pode ser verificada no tradicional alimento japonés a base de
soja (natto). O natto consiste da fermentacdo dos grdos de soja, que produz alimento de
consisténcia mucilaginosa, decorrente de sua composicéo (y-PGA e levana) (SHIH, VAN,
2001). A levana é um polissacarideo que representa aproximadamente 20% da mucilagem
do natto (XU et al., 2006). A sintese de y-PGA é um processo associado a membrana
celular que utilizam os mondmeros de acido L-glutdmico que s@o incorporados ao y-PGA,
estes podem ser derivados do meio de cultivo ou serem produzidos a partir de precursores
derivados do ciclo do acido tricarboxilico (YOON, LEE, 2002).

A utilizagdo dos graos de soja como substrato para producdo de y-PGA torna-se de
interesse nacional, uma vez que o Brasil € o maior produtor de soja no mundo (USDA,
2020). O uso de graos de soja no processo fermentativo para produgdo de y-PGA pode
reduzir problemas recorrentes no cultivo em estado sélido, como a compactacdo do
substrato e, consequentemente, dificuldade na aeragdo. Pesquisas onde fez-se uso de
residuo agroindustrial, como residuo fibroso de soja, apresentaram a compactacdo e
aeragdo como um empecilho para a produgdo de y-PGA (SILVA, 2010; BRITO, 2014).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho volta-se para a produgdo de acido y-poliglutamico
(y-PGA), através da fermentacdo de grdos de soja utilizando-se diferentes espécies de

Bacillus.

Como objetivos especificos tém-se:

e Entender o0 crescimento e mecanismos de producdo do acido
y-poliglutdmico, em fermentacdo submersa, das linhagens microbianas.

e Verificar a capacidade das espécies Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis
cultivados isolados € em consorcio, na produgao de y-PGA.

e Verificar a influéncia da concentracdo de proteinas nos cultivares de soja para a
producao de y-PGA.

e Estabelecer o cultivar de soja e linhagem de Bacillus mais eficiente para
produgdo de y-PGA na fermentagdo em estado sélido.

e Maximizar a producdo de y-PGA estabelecendo os fatores ideais para a

fermentacdo em estado solido.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acido gama-poliglutimico (y-PGA)

O acido y-poliglutamico (y-PGA) é uma poliamida que utiliza somente um dnico
tipo de monémero na sua constituicdo, sendo este pertencente a um pequeno grupo
designado de poliaminoacido (XU et al., 2013). As poliamidas diferem das proteinas, pois
0 segundo é composto por uma variedade de aminoacidos que possuem uma sequéncia
especifica (KUNIOKA, 1997).

O y-PGA foi descoberto inicialmente como parte integrante da c&psula de Bacillus
anthracis (IVANOVICS, BRUCKNER, 1937), mas Bovarnick (1942) demonstrou que o
v-PGA € secretado para 0 meio de cultivo durante o crescimento de Bacillus subtilis, e
posteriormente confirmado por outros autores (XU et al., 2005%; CHEN et al., 2005%;
CHEN et al., 2008; WANG et al., 2008; YOA et al., 2012; CESARO et al., 2014; TANG et
al., 2015; ZHANG et al., 2018).

O y-PGA também foi encontrado em outros Bacillus spp., como Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus pumilus. Como
B. subtilis e B. licheniformis podem ser facilmente cultivados e geralmente reconhecidas
como seguras (GRAS), muitas pesquisas sobre a produc@o de y-PGA foram realizadas com
estas espécies (XU et al., 2013).

A fungédo fisiologica de y-PGA nos microrganismos ainda ndo é completamente
compreendida (OGUNLEYE, 2015). Quando o biopolimero esta ligado ao peptidoglicano
pode auxiliar na protecdo contra bacteriéfagos, anticorpos, peptideos antimicrobianos e
fagocitose aumentando assim a viruléncia (KOCIANOVA, 2005; MESNAGE et al., 1998).
O y-PGA quando liberado no ambiente pode sequestrar metais, reduzir a concentracao de
sal, fornecer fonte de carbono, proteger contra condi¢des adversas e auxiliar na formagéo
de biofilmes para absor¢cdo de nutrientes essenciais do meio ambiente (MCLEAN et al.,
1990; HEZAYEN et al., 2001; KOCIANOVA, 2005; YAN et al., 2015).

O y-PGA € hidrossoluvel, biodegradavel, comestivel, ndo toxico para 0s humanos e
meio ambiente, e é produzido por uma variedade de microrganismos. As caracteristicas
deste biopolimero atende as novas demandas da industria por materiais ecoldgicos,
reduzindo o uso de polimeros a base de petroleo (SHIH, VAN, 2001; XU et al., 2013).

As aplicag¢des potenciais de y-PGA e seus derivados na industria inclui 0 uso no

tratamento de agua e esgoto, como quelante de metais e absorventes para remocao de
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metais trago e radionuclideos, além de sua utilizacdo como biofloculantes substituindo a
poliacrilamida (PAC) (SHIH, VAN, 2001).

O acumulo de metais traco e radionuclideos no meio ambiente impulsionou
pesquisas voltadas para remediacdo ambiental (MACASKIE, BASNAKOVA, 1998). O
uso de polimeros de origem microbiana como agente floculante é desejavel pela sua
biodegradabilidade e por seus intermediarios de degradacdo serem inofensivos aos seres
humanos e ao meio ambiente (SHIH, VAN, 2001; XU et al., 2013).

Shin et al. (2001) relataram o uso de y-PGA para floculacdo de suspencdes
organicas (celulose, fermento etc.) e inorganicas (carvdo ativo, argila acida, particulas de
solo, compostos de célcio e magnésio, etc.). Ha estudos que demonstram a afinidade na
ligagdo de y-PGA anibnico com uma variedade de metais, incluindo Ni*?, Cu*?, Mn*?, AI*3
e Cr* (MCLEAN et al.,, 1990; MCLEAN et al., 1992). A interacio de y-PGA com
U* também foi verificada (HE et al., 2000).

Wu e Ye (2007) desenvolverem o biopolimero DYU500 que possui uma boa
atividade de flocula¢do, onde o y-PGA é um dos principais componentes. Este estudo
constatou que o uso de y-PGA e cations multivalentes (Ca?*, Mg?*, Fe* e AIFY), em
suspencodes de caulim, estimulou a acéo floculante do biopolimero.

A eliminacdo de metais traco de sistemas aquéaticos através de biopolimeros
oriundos de microrganismos ¢ uma das aplicabilidades de y-PGA. Estudo de Inbaraj et al.
(2009) verificaram as caracteristicas de ligacdo do mercurio (Il), metal traco altamente
cancerigeno, com o y-PGA quando influenciados por variaveis como o pH, temperatura,
tempo de agitacdo, entre outras. Os autores indicaram que a capacidade méxima de ligacao
ao mercurio (1) foi de 96,79 mg/g. Bodnér et al. (2008) investigaram a preparacdo e
caracterizacdo de novas nanoparticulas biodegradaveis com base na complexacdo de
v-PGA com ions chumbo bivalente, e descreveram alta capacidade de ligacdo das
nanoparticulas de y-PGA para estes ions, sendo um promissor sorvente de metais traco em
aguas poluidas. Segundo Mark et al. (2006) o y-PGA possui grande afinidade por ions de
Cu?*, apresentando alta capacidade de ligacdo ao ion de 77,9 mg/g e podendo ser utilizado
para tratamento de aguas residuarias de industrias.

As propriedades de floculagdo de y-PGA tambem foram investigadas através da
modificacdo do biopolimero por radiacdo gama (KUNIOKA, 2004; TANIGUCHI, 2005%).
A utilizacdo de radiagdo gama sintetiza hidrogel de y-PGA com elevada atividade
floculante (OPPERMANN-SANIO, STEINBUCHEL, 2002). Kunioka (2004) demonstrou
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que a combinagdo de policloreto de aluminio e hidrogel de y-PGA ¢ eficiente na limpeza
de &guas turvas mesmo em baixas concentracdes.

Usos futuros de y-PGA como biofloculantes vdao além do tratamento de &guas
residuarias, mas podem ser também aplicados no tratamento de &gua para consumo e a
jusante de industrias de alimentos (SHIH, VAN, 2001).

A utilizagdo de y-PGA na industria alimenticia é ampla, sendo aplicado como
espessante para melhorar a viscosidade de bebidas, como crioprotetor para alimentos
congelados e como aditivos para a ragdo animal (SHIH, VAN, 2001).

O congelamento e o descongelamento constante causam danos indesejaveis em
células vivas e alimentos biologicamente ativos. A adicdo de anticongelante tem sido
amplamente utilizada para evitar a deterioracdo (SHIH, VAN, 2001). Estudos demostram a
aplicacdo do biopolimero com finalidade anticongelante, podendo ser utilizado na
preservacao de alimentos, microrganismos e enzimas (SHIH, 2003).

O y-PGA com peso molecular abaixo de 20 kDa possui alta atividade
anticongelante e sais de y-PGA tambem apresentam esta caracteristica. Como os sais de
v-PGA possuem pouco sabor préprio, estes podem ser utilizados em maior quantidade
como anticongelante, ao contrario de outros anticongelantes tradicionalmente utilizados
como a glicose (MITSUIKI et al., 1998; SHIH, 2003).

Konno et al. (1989) relataram que adi¢do de y-PGA em alimentos a base de farinha
de trigo os preserva por tempo maior e melhora a textura. A adi¢ao de y-PGA em forma de
sal de calcio em alimentos, pode aumentar a concentracdo deste ion auxiliando na
prevencdo de doencas Osseas (ASHIUCHI et al.,, 2004). Bebidas com pequenas
concentragoes de y-PGA melhoram o sabor do produto (SHIGERU, REIKO, 1991) e sua
adicdo reduz o sabor caracteristico de alimentos amargos (SAKAI et al., 2000). Também
foi demonstrado o uso de y-PGA como espessante para bebidas com suco de frutas ou
adicionado a bebidas esportivas para melhorar o sabor (YAMANAKA, 1991).

Quando o y-PGA e seus produtos de decomposi¢cdo sdo adicionados a produtos
alimentares que contenham vitaminas e alto teor de minerais, ha uma maior e mais rapida
absorcdo destas substancias no intestino delgado (TANIMOTO et al., 1995; KASHIMA et
al., 2006). Ha estudos indicando as vantagens da adi¢do de y-PGA em alimentos para
animais. Ragdo para animais com y-PGA e seus produtos de decomposi¢cdo promove
aumento na absorgdo de nutrientes, resisténcia da casca de ovos e aumenta a assimilacgéo e
retencdo de fosforo pelos animais (KARASAWA et al., 1998; TANIMOTO et al., 2000).
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Ha também relatos da aplicagdao do y-PGA na medicina, como uso de transportador
de drogas, terapia génica, vacinas, adesivo biologico e fio de sutura. Na industria de
cosméticos pode ser utilizado como umectante (SHIH, VAN, 2001; BUESCHER,
MARGARITIS, 2007).

O y-PGA complexado com paclitaxel (PG-TXL), um quimioterapico com potente
atividade antitumoral, aumentou sua solubilidade em agua produzindo efeitos antitumorais
significativos e reduziu a toxicidade. Estudo pré-clinico indicou a capta¢do do complexo
PG-TXL pelas células tumorais 5 vezes maior que somente o paclitaxel (LI et al., 1998).
Outros medicamentos ligados ao y-PGA para tratamento de cancer apresentaram também
reducdo na toxicidade, sugerindo que este biopolimero possa ser aplicado a uma ampla
variedade de agentes anticancer (AVICHEZER et al., 1998; DE VRIES et al., 2000; SHIH,
VAN, 2001).

Ligacdes entre y-PGA e outras substdncias mostraram-se promissoras como
adesivos bioldgicos, pois sdo biodegradaveis e ndo induzem nenhuma resposta inflamatéria
problematica (OTANI et al., 1998; SEKINE et al., 2000).

O y-PGA ¢ utilizado também na fabricagdo de espessantes e cosméticos. Como
hidratante em cosméticos, o y-PGA pode substituir o acido hialurdnico (SUNG et al.,
2005). O uso de y-PGA em cosméticos é favorecido pela caracteristica de solubilidade em
agua e por ser insolivel em vitaminas, tornando-as mais estaveis e melhorando sua
absorcdo (SUNG et al., 2006).

Existem diversas outras aplicacdes tecnologicas de y-PGA descritas na literatura.
Hidrogel a base de y-PGA exibe alta capacidade de absorcdo, possuindo aplicagdes, tais
como em fraldas, reservatérios de agua na agricultura e implantes de hidrogel para
liberacdo de medicamentos (CHOI, KUNIOKA, 1995). A maioria dos hidrogéis contém
mais de 90% de 4gua em volume, e quando a agua excede 95% do peso total o hidrogel €
chamado de superabsorvente (SAP) (SUNG et el., 2005).

Modificagoes de y-PGA produz termoplésticos com boa resisténcia, transparéncia e
elasticidade (SHIH, VAN, 2001). Produtos plasticos a base de y-PGA podem ser utilizados
como filmes para protecdo de sementes e plantas jovens, em reagentes para recuperacao
vegetal de solos em desertos e fertilizantes de liberacdo lenta (XU et al., 2013).

Esta variedade de aplicacbes tem sido sugerida na literatura para ambas as
isoformas do acido poliglutamico, y-PGA ¢ a-PGA. A diferenca estrutural entre ambos é
caracterizada pela distribuicdo de peso molecular, razdo entre os monémeros acidos

L-glutdmico e acido D-glutdmico, e o mais importante, a ligacdo peptidica nos grupos
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carboxila a ou y (XU et al., 2013). Buescher e Margaritis (2007) descrevem a sintese
quimica e a sintese microbiana de a-PGA. Entretanto, a sintese microbiana s6 pode ser
realizada por tecnologia recombinante, uma vez que ¢ dificil a producao de a-PGA por
microrganismos selvagens (HO et al., 2006). No y-PGA as liga¢Ges entre 0s mondmeros
ocorrem entre 0 grupo a-amina e y-carboxila, ja em a-PGA esta ligacdo € entre 0s grupos

a-amina e o-carboxila (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura molecular de duas isoformas de acido poliglutamico.
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A - Estrutura do &cido poli-alfa-glutamico (a-PGA) em que o &cido glutdmico estd conectado atraves de
ligagBes amida entre 0s grupos acido a-amino e a-carboxilico.

B - Estrutura do acido poli-gama-glutamico (y-PGA) em que o &cido glutdmico est4 conectado através de
ligagdes amida entre os grupos acido a-amino e y-carboxilico.

Fonte: XU et al., 2013.

O vy-PGA ¢é produzido, principalmente, por bactérias Gram-positivas do
género Bacillus (YAO et al., 2009) e poucas bactérias produtoras do biopolimero sdo
Gram-negativas como Fusobacterium nucleatum (CANDELA et al., 2009). O y-PGA néo é
sintetizado como as proteinas ribossomais (OPPERMANN-SANIO, STEINBUCHEL,
2002), sendo assim, substancias que inibem a tradugdo de proteinas ndo afetam o y-PGA e
estes biopolimeros sdo resistentes a proteases que clivam ligagoes a-amida (CANDELA,
FOUET, 2006).

A polimerizagdo de y-PGA ocorre através da formagéo de uma ligacdo peptidica
entre 0s mondmeros acidos D- ou L-glutdmico, podendo ser composto por somente um ou
ambos os isomeros (LUO et al., 2016). A composi¢do enantiomérica ndo é constante no
v-PGA e pode ser manipulada. As condicbes de cultivo afetam a composicao

enantiomérica de y-PGA e, portanto, suas propriedades e adequacéo a diferentes aplicagdes
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(OGUNLEYE et al., 2015). Biopolimero contendo apenas um dos enantidbmeros € sollvel
em etanol, enquanto em quantidades equimolares de é&cidos D- e L-glutdmico ha
precipitacao de y-PGA em etanol (CANDELA, FOUET, 2006).

A producdo do biopolimero pode ocorrer através da sintese quimica, sintese de
peptideos, biotransformacédo e fermentacdo microbiana (SANDA et a., 2001). Dentre estes
métodos, a fermentacdo microbiana é a mais vantajosa economicamente (LUO et al.,
2016).

O peso molecular esta tipicamente entre 10 e 1000 kDa, embora as vezes possa
exceder 2000 kDa (ASHIUCHI et al., 2001; ZHAO et al., 2013). Entretanto, a massa molar
de y-PGA produzida por Bacillus methylotrophicus excedeu 10000 kDa (PENG et al.,
2015). O vy-PGA de origem microbiana geralmente possui um peso molecular
relativamente alto (100 kDa a 1000 kDa), podendo limitar as aplica¢@es industriais devido
a alta viscosidade, o dificil controle de parametros reolégicos e a dificil modificacdo. Ha
diversas técnicas que podem ser empregadas para alterar a peso molecular de y-PGA, tais
como hidrélise alcalina, degradacao ultrassdnica, microbiana ou enzimatica com objetivo
de adequar o peso molecular a sua finalidade (SHIH, VAN, 2001). Birrer et al. (1994)
descreveram que a massa molar de y-PGA produzida por B. licheniformis poderia ser
aumentada de 1600 a 2200 kDa, aumentando a concentracdo de cloreto de sédio no meio
de cultura de 0 a 4% (g/100 mL).

Os polimeros produzidos por bactérias podem existir em vérias conformacdes,
dependendo das condi¢gdes ambientais como temperatura, pH, concentragcdo de polimero e
forca ibnica. A estrutura do y-PGA em solugédo tem sido extensivamente investigada e 0s
trabalhos revelam diferengas consideraveis dependendo do grau de ionizagdo do polimero.
E relatado que o polimero ndo ionizado tem uma conformacéo helicoidal, enquanto o
polimero ionizado se comporta como novelo randémico (SHIH, VAN, 2001).

As conformagdes descritas para y-PGA sdao como a-hélice, B-pregueada, transicao
de hélice para novelo randémico, novelo randémico e envelope agregado (HO et al., 2006).
Em pH neutro o biopolimero, em sua maioria, possui conformagdo a-hélice e em pH
elevado a conformagéo ¢, predominantemente, B-pregueada (BHAT et al., 2013).

A mudanca conformacional de um biopolimero afeta suas propriedades fisicas. Em
v-PGA quando ocorre esta alteracdo pode afetar suas propriedades de ligagdo ao metal e,
consequentemente, a mobilidade ambiental e a toxicidade dos metais (HE et al., 2000).
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3.2 Biossintese de y-PGA

A sintese microbiana de y-PGA ocorre no inicio da fase estacionaria de crescimento
(LAZAZZERA et al., 1999; KIMURA et al., 2004). Os monémeros de acido glutdmico
incorporados em y-PGA podem ser derivados do meio de cultivo ou oriundos do ciclo do
acido tricarboxilico (YOON, LEE, 2002).

De acordo com os requisitos nutricionais as bactérias produtoras de y-PGA sdo
divididas em dois grupos. O grupo denominado dependente de acido L-glutdmico, que
inclui as bactérias que necessitam da adi¢do de &cido L-glutdmico ao meio de cultivo, para
estimular a produga@o de y-PGA, enquanto o outro grupo que ndo requer adi¢ao extracelular
de acido L-glutdmico e é designado de independentes de acido L-glutdmico (XU et al.,
2013).

As bactérias dependentes do &cido L-glutdmico incluem B. subtilis RKY3, B.
subtilis MJ80, B. subtilis D7, B. licheniformis P-104 e B. licheniformis WX-02 (JUNG et
al., 2005; JEONG et al., 2010; WEI et al., 2010; ZHAO et al. 2013; JU et al., 2014). As
bactérias independentes do &acido L-glutdmico incluem B. licheniformis TISTR 1010,
B. methylotrophicus SK19.001, B. licheniformis TISTR 1010, B. subtilis C10 e
B. velezensis NRRL B - 23189 (MORAES et al., 2012; ZHANG et al., 2012;
KONGKLOM et al., 2015; PENG et al., 2015; KONGKLOM et al., 2017).

Os microrganismos utilizam duas vias para obtencdo de acido L-glutamico
(Figura2). Nas linhagens dependentes do é&cido L-glutimico a obtencdo do
amino&cido utilizado para producdo de y-PGA € exoOgena. Entretanto, nestes
microrganismos quando na presenca de L-glutamina, este aminoacido pode ser convertido
em acido L-glutdmico, através da reacdo catalisada pela glutamina 2-oxoglutarato
aminotransferase (BAJAJ, SINGHAL, 2009). O &acido L-glutdmico exdgeno também pode
ser convertido em L-glutamina com a ajuda da enzima glutamina sintetase (OGUNLEYE,
2015). As bactérias independentes do acido L-glutamico utilizam também uma outra via,
onde o acido glutdmico necessario para a producdo de y-PGA pode ser gerado a partir de
fonte de carbono através do ciclo do acido tricarboxilico (SHIH, VAN, 2001). Esta fonte
de carbono é transformada em a-cetoglutarato que juntamente com o sulfato de aménio sdo
convertidos em &cido L-glutdmico, catalisada pela glutamato desidrogenase na auséncia de
glutamina (BAJAJ, SINGHAL, 2009).
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Figura 2 - Via de sintese do acido y-poliglutamico em Bacillus.
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Outros aminoacidos exogenos pertencentes a familia do acido glutamico, como
L-arginina e L-prolina, sdo importados e catabolizados em &cido L-glutdmico. A enzima
L-aspartico aminotransferase pode converter o acido L-aspartico e o acido a-cetoglutérico
em 4cido oxaloacético e 4cido L-glutdmico, respectivamente (BELITSKY,
SONENSHEIN, 1998; SHIH, VAN, 2001).

Ambas as vias podem aumentar a quantidade de acido glutamico na célula e causar
um aumento na producédo do biopolimero. Portanto, a adi¢do de precursores de y-PGA (e.g.
L-glutamina e acido a-cetoglutérico) ao meio de cultura e o suprimento adequado de
oxigénio dissolvido aumentam a concentracdo final e a produtividade do biopolimero
(CESARO et al., 2014).

Uma vez incorporado a célula, o acido L-glutdmico € parcialmente convertido em
acido D-glutdmico. A racemizacdo de &cido L-glutdmico em &cido D-glutdmico €
catalisada pela enzima glutamato racemase. A conversdo do &cido L-glutdmico
em L-alanina também ocorre e ¢é catalisada pelo acido L-glutdmico pirGvico
aminotransferase. Este aminoacido também pode ser racemizado em D-alanina via alanina
racemase. Por fim, o aminoacido D-alanina é convertido em &cido D-glutamico através da

enzima acido D-glutdmico pirtvico aminotransferase (SHIH et al., 2005).
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O é&cido L-glutdmico e o &cido D-glutdmico sdo entdo incorporados na sintese de
v-PGA (HSUEH et al., 2017). Bactérias do género Bacillus geralmente produzem y-PGA
como um copolimero aleatorio contendo de acido L- e D-glutdmico. O homopolimero
v-PGA que consiste apenas de &cido L- ou D-glutdmico também pode ser produzido, mas a
ocorréncia de D-y-PGA é incomum (ASHIUCHI, 2013). A proporcdo dos isdmeros do
4cido glutdmico no y-PGA é influenciada pela concentracdo de Mn?* no meio de cultura de
algumas espécies de Bacillus, pois este ion aumenta a atividade da enzima glutamato
racemase (CROMWICK, GROSS, 1995; WU et al., 2006).

Dois modos distintos de polimerizagdo de aminoacidos ndo-ribossémicos foram
propostos, 0 mecanismo thiotemplate (KLEINKAUF, VON DOEHREN, 1996) e a acgéo de
ligacdo amida (ASHIUCHI, MISONO, 2002). O mecanismo thiotemplate € catalisado por
peptideos sintetases ndo-ribossdmicos (NRPSs) e o mecanismo de ligacdo amida é
catalisado por amidas ligases tipicas (EVELAND et al., 1997). As duas teorias diferentes
sobre a biossintese de y-PGA foram postuladas, mas ainda precisam ser comprovadas
(TANIMOQOTO, 2010).

Os genes envolvidos na produgdo de y-PGA podem estar no plasmideo ou no
cromossomo (SHIH, VAN, 2001; ASHIUCHI et al., 2001). Quando o y-PGA esta
associado a superficie da célula, os genes "cap" (capsula) sdo necessarios para sua
produgdo. Mas, quando o y-PGA ¢ liberado para o0 meio, sdo os genes “pgs” (poliglutamato
sintetase) que atuam no processo de polimerizacdo (CANDELA, FOUET, 2006).

Tanto "cap" e “pgs” possuem quatro genes: capB, capC, capA, capE e pgsB, pgsC,
pgsA, pgsE. Os genes pgsBCA sdo homologos aos genes capBCA (SHIH, VAN, 2001;
MAKINO et al., 1989), e 0 pgsBCA foi identificado como o Unico mecanismo responsavel
pela sintese de y-PGA em espécies de Bacillus. O complexo pgsBCA ligado a membrana é
altamente instavel e hidrofdbico, tornando dificil seu isolamento (OGUNLEYE, 2015). O
papel da pgsE na producdo de y-PGA é dispensével, pois na sua auséncia o complexo
pgsBCA ¢ capaz de produzir y-PGA (CANDELA et al., 2005). Entretanto ha relato na
literatura que pgsE é essencial na produgdo de y-PGA, quando Zn?* é adicionado ao meio
(YAMASHIRO et al.,, 2011). Candela et al. (2005) afirmaram que CapE também é
essencial para a produgao de y-PGA, pois parece interagir com CapA.

Em resumo, pgsBCAE e capBCAE codificam componentes do complexo sintetase
na membrana. PgsB e PgsC (CapB e CapC) sdo responsaveis pela polimerizacdo de
v-PGA, enquanto PgsA e PgsE (CapA e CapE) mediam o transporte de y-PGA
(ASHIUCHI et al., 1999; CANDELA et al., 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsueh%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215550
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O processo de sintese de y-PGA pode ser visto como tendo quatro estagios
distintos: racemizag@o, polimerizacdo, regulagdo e degradagdo de y-PGA (OGUNLEYE,
2015).

Como o y-PGA pode ser composto por ambos os isdmeros de acido glutamico, para
incorporar o acido D-glutdmico na cadeia do biopolimero, este aminoacido é obtido através
da reacdo de racemizacdo do acido L-glutdmico. Dois homodlogos de racemase de
glutamato, racE/glr e yrpC, sdo responsaveis por este processo (ASHIUCHI et al., 1998;
ASHIUCHI et al., 1999). RacE é uma enzima citosélica com alta seletividade para o acido
glutdmico e tem preferéncia pelo acido L-glutdmico (BUESCHER, MARGARITIS, 2007;
THORNE et al., 1955). De acordo com Kimura et al. (2004), o rackE foi importante apenas
para o crescimento em meio complexo, enquanto o yrpC mostrou-se ativo quando as
células cresceram em meio minimo. Kada et al. (2004) consideraram glr essencial para a
conversao de L-glutamato em D-glutamato para a sintese de y-PGA e peptidoglicano, bem
como para o crescimento de B. subtilis. Ashiuchi et al. (2004) mostraram que 0 Mn#
afetou a composicdo enantiomérica por alterar a expressao do gene glr.

O mecanismo de polimerizagédo é dependente de adenosina trifosfato (ATP) e duas
etapas podem ser descritas. Primeira, um grupo carboxila terminal da cadeia y-PGA aceita
o grupo fosforil do ATP, e segunda, o grupo amino do &cido glutdmico atua como um
doador nucleofilico e interage com o grupo carboxil fosforilado, resultando na formacéo de
uma ligacdo amida e no alongamento da cadeia y-PGA por um &acido glutamico
(ASHIUCHI et al., 2001). Essa reagdo continua de polimerizagao de y-PGA ocorre no sitio
ativo do complexo sintetase (pgsBCA). PgsB e PgsC juntas formam a maior parte do sitio
catalitico do complexo, enquanto PgsA remove do sitio ativo a cadeia em construcdo do
biopolimero para que o proximo mondmero possa ser adicionado (ASHIUCHI et al., 2001;
URUSHIBATA et al., 2002).

A sintese de y-PGA € regulada por dois sistemas de transducgéo de sinal: o regulador
ComP-ComA e o sistema DegS-DegU, DegQ e SwrA (TRAN et al., 2000) O papel do
DegQ foi minuciosamente investigado, e a alteracdo do degQ impede a sintese de y-PGA e
efetivamente desregula a producdo de enzimas de degradacdo (DO et al.,, 2011). No
entanto, a relacdo entre SwrA e DegU permanece pouco compreendida (LUO et al., 2016).
No geral, DegSU, DegQ e ComPA parecem estar envolvidos na regulacdo da transcrigéo
em resposta a0 mecanismo de quorum sensing, osmolaridade e variagdo de fase, enquanto
0 SwrA parece atuar no nivel pés-transcricional (STANLEY, LAZAZZERA, 2005).
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Existem duas enzimas capazes de degradar y-PGA em Bacilli: endo-y-glutamil
peptidase e exo-y-glutamil peptidase (OBST, STEINBUCHEL, 2004). A endo-y-glutamil
peptidase pode ser secretada no meio por B. subtilis e B. licheniformis, onde é capaz de
clivar y-PGA de alto peso molecular (KING et al., 2000; KIMURA et al., 2004; YAO et
al., 2009). O gene que codifica a endo-y-glutamil peptidase (ywtD, dep ou pgdS) esta
localizado diretamente a jusante e na mesma direcdo do operon pgsBCA (BUESCHER,
MARGARITIS, 2007).

A exo-y-glutamil peptidase € uma enzima essencial no metabolismo da glutationa e
catalisa a formagao de dipeptideos e tripeptideos do acido y-glutamico in vitro, mas néo
parece estar envolvido na sintese de y-PGA in vivo (XU, STRAUCH, 1996; ASHIUCHI et
al., 2003). O gene que codifica a exo-y-glutamil peptidase (ggt ou capD) esta localizado no
cromossomo distante do conjunto pgsBCA na maioria das bactérias formadoras de y-PGA e
em um plasmideo em B. anthracis (UCHIDA et al., 1993). Em B. anthracis, essa enzima é
necessaria para a ancoragem de y-PGA na parede celular, mas ndo para a sintese de y-PGA
(CANDELA, FOUET, 2005).

Como mencionado, o y-PGA pode ser ancorado na superficie bacteriana ou liberado
no meio, e 0 CapD catalisa a ancoragem do y-PGA no peptidoglicano, enquanto o PgsS
catalisa sua liberacdo (CANDELA, FOUET, 2006).

3.3 Processos fermentativos para producio de y-PGA

No processo de fermentacdo industrial os substratos sélidos ou liquidos sdo
convertidos em produtos de valor agregado, através da producdo de metabdlitos
secundarios ou enzimas de microrganismos (CHISTI, 1999; DURAND, 2003;
VANDENBERGHE et al., 2000).

O processo de fermentagdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa (FS)
sdo amplamente utilizados nas industrias, incluindo biotecnologia, quimica, fertilizantes,
alimentos e produtos farmacéuticos (ASHOK et al., 2017). FES e FS sdo as duas técnicas
que estdo sendo usadas em varios paises ao longo do tempo para obter varios bioprodutos
importantes (BALLARDO et al., 2016; MITCHELL et al., 2000; VANDENBERGHE et
al., 2000). A maioria dos bioprodutos é produzida usando FS, mas pesquisas recentes
mostram que a FES fornece melhor rendimento e viabilidade econdmica (BATOOL et al.,
2015; BEHERA, RAY, 2016; YAZID et al., 2016).


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/07388550601166458
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/07388550601166458
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301177#bib12
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301177#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301177#bib67
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chemical-fertilizer
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301177#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301177#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301177#bib67
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O crescimento dos microrganismos na fermentagdo submersa ocorre em meio
liquido contendo os nutrientes necessarios para seu crescimento e producdo. Este processo
envolve o cultivo dos microrganismos em reator fechado, contendo o meio de cultivo e
uma alta concentragdo de oxigénio. A FS apresenta algumas desvantagens como alto custo
e geracdo de grandes quantidades de efluentes (DORIYA et al., 2016). Na producéo de
v-PGA em FS um dos empecilhos é o aumento da viscosidade, que diminui a transferéncia
de oxigénio e reflete no crescimento celular e producdo do biopolimero (OGAWA et al.,
1997).

O FES é amplamente utilizado em vérios processos, como biorremediacao,
biodetoxificagdo de varios compostos perigosos, produgdo de varias enzimas terapéuticas,
metabdlitos secundarios e como uma alternativa eficaz a FS (DORIYA et al., 2016).

A FES ¢é um processo de fermentacdo no qual é usado um material sélido ndo
solivel que atua como suporte fisico e como fonte de nutrientes para o crescimento de
microrganismos (PATNALA et al., 2016). Algumas desvantagens da FES s&o as taxas de
transferéncia de calor e massa. Os substratos comuns usados para FES sdo farelo de trigo,
farelo de arroz, farelo de soja e bagaco de cana de agucar. Parametros fisicos e quimicos
desempenham um papel importante em qualquer processo de fermentacdo como aeracéo,
teor de umidade e pH (MIENDA, IDI, UMAR, 2011; RAIMBAULT, 1998). As
otimizagdes dos meios e parametros fisico-quimicos sdo feitas usando varias técnicas
estatisticas (PASSARINI et al., 2013). Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais

vantagens da FES em comparagdo com a FS.

Tabela 1 - Vantagens gerais da fermentacdo em estado sélido (FES) sobre a fermentacéo

submersa (FS) (continua)

Fator FES FS
Substrato ReS|duos.agr0|ndustr|a|s Componen_tes para 0 meio
mais baratos mais caros
Condic0es assépticas Moderada Alta
Umidade Faixa (30-70% (p/v)) Meio liquido (alta)

Agitacao? Desafiador Facil
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Tabela 1 - Vantagens gerais da fermentacdo em estado sélido (FES) sobre a fermentacéo

submersa (FS) (conclusédo)

Fator

FES

FS

Controle de temperatura e pH?

Contaminacao

Rendimento

Processamento (Recuperacéo e

purificacao)
Residuos liquidos

Scale-up?

Volume e custo do
equipamento

Desafiador
Baixa probabilidade

Alto

Féacil, barato, consome
menos tempo, facil
separacao do bioproduto

Nenhum

Desafiador

Pequenos reatores e
baixo custo
Utilizagdo maxima (e.g.
racdo animal,

Féacil
Alta probabilidade

Moderado

Dificil, dispendioso, mais
demorado, separacédo do
bioproduto mais dificil

Grande quantidade
Facil e disponivel

Reatores grandes e alto
custo

Utilizacdo minima ou sem

Biomassa . P
biocombustiveis e

fertilizantes etc.)

utilizagéo

Transferéncia de massa? Dificil de controlar Mais facil de controlar

30s desafios acima na FES podem ser superados utilizando um novo modelo de design de biorreator de FES.
Fonte: Ashok et al. (2017).

O principal problema encontrado durante a produgdo fermentativa de y-PGA em FS
€ um aumento significativo na viscosidade do meio de cultivo, resultando em espuma
incontrolavel. Existem também limitacbes da transferéncia de massa de oxigénio
(CROMWICK et al., 1996). Além disso, os custos relativamente altos dos componentes do
meio em FS a torna um processo caro. A FES oferece uma alternativa para resolver muitos
problemas e também reduz os requisitos de energia. Na Tabela 2 sdo apresentados estudos

para produgao de y-PGA em FES.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0110
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Tabela 2 - Produg¢do de y-PGA em fermentacdo em estado sélido (FES)

Linhagem Nutrientes R; ndig]ér’lbt\o Referéncias
’ i bibliogréficas
(g/kg)

Farelo de soja, acido
citrico, acido glutamico

B. licheniformis NCIM 2324  (NH4)2SOs, glicerol, L- 98,64 Ba(J;égé)a"
glutamina, acido y-
cetoglutarico
Glutamato de sodio, Wu et al
B. subtilis ME714 citrato de ureia 75,30 (2007)
trissddico, amido
Torta de soja em po, XU et al
B. subtilis CCTCC202048 _1arelo detrigo, acido 83,61 (20057,
glutdmico, &cido citrico, XU et al
Estrume suino, torta de
- soja, farelo de trigo, Chen et al.
B. subtilis CCTCC202048 4cido glutamico, acido 60,00 (2005?)
citrico
Estrume bovino, farelo
- . . Chen et al.
B. subtilis CCTCC202048 de trigo, torta de soja, 47,00 (2005)

acido glutamico

Fonte: Bajaj, Singhal, (2011).

Um substrato recorrente na fermentagdo em estado solido é a soja. Zeng et al.
(2013) usaram residuo de soja e melaco de cana para produzir 103,5 g/kg de y-PGA em
24 h sob condicdes ndo esterilizadas. B. subtilis CCTCC202048 foi investigado por
Jianetal. (2005) para a produgdo de y-PGA em fermentacdes em estado sélido (FES)
utilizando torta de soja em pd e farelo de trigo como substratos. Yong et al. (2011)
utilizaram torta de soja, farinha de milho, residuos de producédo de glutamato monossédico,
farelo de trigo, torta de colza, acido citrico e outros sais para produgdo de y-PGA obtendo

3,38% (p/p), razao entre o peso de y-PGA e 0 meio solido total.
3.4 Soja
A soja é uma planta herbéacea originaria do leste da Asia, na China, onde é utilizada

para alimentagdo hd mais de 2000 anos (FUKUSHIMA, HASHIMOTO, 1980;
HYMOWITZ, 1970). Segundo Sediyama (2009) a soja pertence ao filo Magnoliophyta,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0025
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0025
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0025
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0375
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0375
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0375
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0385
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0385
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0385
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0390
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0390
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0100
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X?via%3Dihub#b0100

34

classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia
Faboideae (Papilionoideae), género Glycine, espécie Glycine max.

A soja cultivada atualmente, Glycine max (L.) Merrill, é o resultado do processo
evolutivo que ocorreu através do cruzamento natural de duas espécies selvagens de soja,
que foram sendo modificadas e domesticadas pelo homem (EMBRAPA, 2008). Os
primeiros estudos cientificos feitos com soja sdo datados de 1879, no Rutgers Agricultural
College, em New Jersey (FEDERIZZI, 2005).

No Brasil o primeiro registro da introducdo da soja é de 1882 na Bahia, quando o
professor Gustavo Dutra da Escola de Agronomia da Bahia realizou estudos com cultivares
oriundos dos Estados Unidos (VERNETTI, 1983; EMBRAPA, 2005), posteriormente, a
soja foi cultivada na regido sudeste, no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) em 1892,
onde apresentou melhor adaptacdo em decorréncia das condi¢des climaticas mais
semelhantes as regides tradicionais de cultivo (VERNETTI, 1983; LEAL, 1967).

Ha registros do cultivo de soja no Rio Grande do Sul em 1914, mas somente na
década de 40 a soja comecou a ter importdncia econdmica, entretanto, o aumento
significativo na produtividade ocorreu na década de 70 com a introducdo de novas
tecnologias (TANAKA et al., 1993; BARROS, 1999; EMBRAPA, 2005). A partir da
década de 80, as politicas publicas, o baixo valor das terras e o desenvolvimento de
cultivares adaptados as condic¢Ges edafoclimaticas especificas permitiram a expansdo das
areas de cultivo de soja para o centro-oeste (EMBRAPA, 2005).

A producdo de soja no Brasil, que tem a maior producdo mundial, na safra de
2019/2020 foi de 126,00 milhdes de toneladas a frente do Estados Unidos com
96,68 milhdes de toneladas. Estima-se que a safra 2020/2021 no Brasil seja de 131 milhdes
de toneladas (USDA, 2020).

A soja apresenta capacidade de produzir uma grande variedade de produtos para
alimentacdo humana e animal (GRAU et al., 2005), possui alto valor nutritivo e é fonte de
proteinas de alta qualidade (FUKUSHIMA, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

O andamento experimental foi conduzido em trés etapas (Figura 3). Inicialemnte foi
realizado o estudo do crescimentinto microanbiano, seguido pela produgédo de y-PGA em

fermentacdo submersa e fermentacéo em estado solido.

Figura 3 - Fluxograma do andamento experimental. Crescimento microbiano (A),

fermentacdo submesra (B) e fermentacdo em estado sodilo (C).

A Preparagéo das culturas
puras

Crescimento microbiano microrganismos em caldo
nutriente

Crescimento dos I

a partir do pré-inéculo em
caldo nutriente

Crescimento dos
microrganismos em caldo E

a partir do pré-inéculo em

caldo E
B . ;s
a partir do pré-indculo em caldo
nutriente
Produgéo de y-PGA com
cultivo isolado (Caldo E)
a partir do pré-indculo em caldo E I
Fermentacdo -
Producdo de y-PGA com ; Ay
submersa cultivo em conséreio a partir do pré-indculo em caldo
(Caldo E) nutriente
Prgﬂggﬁgigedz-gc?(ﬁ) ha com glicose, sacarose, lactose e
L-alutamico glicerol como fontes de carbono
C
Andlise centesimal dos
cultivares
Fermentacdo Levantamento dos
em estado dados pluviométricos e
s6lido de temperatura

Produgdo de y-PGA Cominuicdo do cultivar Otimizacgdo dos
com todos os cultivares que apresentou maior fatores para producéo
em ambas as safras producdo de y-PGA de y-PGA
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4.1 Estudo do crescimento microbiano

Foram utilizadas duas linhagens de Bacillus para a produ¢do de y-PGA. As
linhagens foram cedidas pelo Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e pertenciam a
Colecdo de Culturas do Género Bacillus e Géneros Correlatados (CCGB). As espécies
selecionadas foram Bacillus subtilis CCGB 0404 (NCTC 3610) e Bacillus licheniformis
CCGB 0407 (NCTC 10341). Todas as linhagens possuem crescimento ideal em caldo
nutriente com temperatura de 33 °C e pH entre 6,8 e 7,2. O tempo de incubacdo
recomendado é de 24 h em aerobiose. As caracteristicas bioquimicas das duas linhagens do
género Bacillus sdo apresentadas no Anexo 1.

O meio utilizado para crescimento dos microrganismos foi o caldo nutriente
acrescido de 0,3% de extrato de levedura. As fitas contendo esporos das duas linhagens de
Bacillus foram transferidas para 50 mL dos meios estéreis e incubadas a 33 °C por 48 h em
agitacdo orbital de 150 rpm. Aliquotas dos meios foram coletadas e pipetadas em
microtubos de 1,5 mL. Os microtubos foram centrifugados a velocidade de 7900 rpm em
temperatura de 4 °C por 5 min. O sobrenadante foi descartado, substituido por solucéo
salina 0,85% estéril e com auxilio de agitador mecéanico do tipo Vortex, as células
bacterianas foram ressuspensas. O procedimento de centrifugacdo e lavagem das células
bacterianas com solucdo salina foi realizado duas vezes. Apds a segunda lavagem os
microtubos foram centrifugados, a solucéo salina 0,85% descartada, substituida por caldo
nutriente estéril e suplementados com glicerol estéril (20% v/v). Os microtubos foram
estocados a -25 °C (Figura 4A).

Para determinar o crescimento bacteriano em diferentes meios utilizou-se a técnica
de espectrofotometria de absorcdo no UV-visivel (UV-vis). A turbidez foi quantificada ao
longo do crescimento em comprimento de onda de 600 nm (CESARO et al., 2014).

O pré-indculo constitui-se da ativacdo das culturas apds estocagem. Estes foram
preparados em dois meios de cultura, caldo nutriente e caldo E. O caldo nutriente é
composto por 5,0 g L? de digestdo peptidica de tecido animal, 5 g L™ cloreto de sddio,
1,5 g Lt extrato de carne e 1,5 g L™ extrato de levedura, ajustado o pH em 7,0. O caldo E é
composto por 20 g L™ de 4cido L-glutdmico, 12 g L™ acido citrico, 80 g L glicerol, 7 g L™
cloreto de amonio, 0,5 g L* fosfato dipotassico, 0,5 g L sulfato de magnésio, 0,04 g L™
cloreto férrico, 0,15 g L™ cloreto de calcio e 0,42 g L sulfato de manganés (LEONARD et

al., 1958). Para ajustar o pH em 7,0 foi utilizado NaOH em soluc¢éo saturada.
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Foram distribuidos 10 mL destes meios, em frasco Erlenmeyer de 100 mL com
tampdo de algoddo hidrofébico e gaze, e esterilizados a 121 °C por 15 min. A partir da
cultura estoque foram pipetados 100 pL das diferentes linhagens de Bacillus e incubados
em agitacdo orbital a 33 °C e 150 rpm até a turvacgdo do caldo (Figura 4B).

Apo6s incubacdo do pré-indculo procedeu a preparacao do indculo. O in6culo foi
padronizado para absorbancia igual a 1,0 £ 0,1, medida em espectrofotbmetro a 600 nm
(CESARO et al., 2014). Para a padronizacdo do inoculo foi lida a absorbancia do
pré-indculo em caldo nutriente e caldo E, para cada linhagem de Bacillus e realizadas as
dilui¢cBes em seus respectivos meios para atingir a absorbancia desejada (Figura 4C).

Para definir o meio de cultura mais adequado para a preparagdo do pré-inoculo e
inoculo, em duplicata, o crescimento das linhagens foi realizado em caldo nutriente e
caldo E (Figura 4D). A inoculacdo foi realizada na concentracao de 1% (v/v) e as culturas
incubadas a 33°C e 150 rpm, sendo inicialmente retiradas amostras em intervalos de
60 min nas primeiras oito horas e posteriormente a cada 24 h para determinagdo da curva

de crescimento.
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Figura 4 - Representagdo experimental em caldo nutriente e caldo E.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Fermentacao submersa (FS)

A avaliagdo da capacidade na producdo de y-PGA das duas linhagens de Bacillus
foi conduzida em triplicata em caldo E e os valores foram expressos como média + desvio
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padrdo. Teste t foi realizado para determinar a significancia. Um nivel de probabilidade de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O caldo E é o meio de cultivo
utilizado para a produc¢ao do acido y-poliglutdmico. Os indculos de caldo nutriente e
caldo E foram inoculados, isoladamente, em 100 mL de caldo E na concentragdo de
1% (v/v) para cada linhagem (Figura 4D). Os cultivos foram incubados a 33 °C e 150 rpm,
sendo que foram retirados 10 mL de amostras em intervalos de 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h,
120 h e 144 h para determinagdo da concentragao de y-PGA (SILVA, 2010).

Apos estabelecer o meio de cultivo do in6culo que apresentou maior producdo do
biopolimero, Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis foram cultivados em consércio para
obten¢do de y-PGA. Aliquotas de 500 pL do in6culo, de cada linhagem de microrganismo,
foram coletadas e adicionadas em 100 mL de caldo E, e as mesmas condicdes utilizadas no
cultivo isolado foram aplicadas.

As bactérias capazes de produzir y-PGA podem ser divididas em dependentes ou
independentes, de acordo com a presenca ou auséncia de acido L-glutdmico no meio de
cultivo, respectivamente (ITO et al., 1996).

Verificou-se a produgdo de y-PGA na auséncia de acido L-glutamico e os efeitos
das fontes de carbono através do cultivo em meio M. O meio M é composto por 7,5% (p/v)
de fonte de carbono, 1,8% (p/v) de cloreto de amodnio (NH4CI), 0,15% (p/v) fosfato
dipotéssico (K2HPO.), 0,035% (p/v) sulfato de magnésio (MgSQa), 0,005% (p/v) sulfato
de manganés (MnSQgy) e 3,0% (p/v) carbonato de célcio (CaCOs) em pH 7,0 (ITO et al.,
1996). Utilizou-se como fontes de carbono a glicose, sacarose, lactose e glicerol. As
condigdes de cultivo foram as mesmas da produgdo de y-PGA em cultivo isolado e em

consorcio, entretanto, limitando-se a 96 h de cultivo.

4.3 Fermentacao em estado solido (FES)

4.3.1 Estudo da soja

Para a produgdo y-PGA trés cultivares de soja desenvolvidos pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) foram utilizados, sendo dois cultivares
transgénicos de diferentes geracdes e um cultivar convencional. O cultivar convencional
foi 0 BRS 232, o cultivar transgénico de primeira geracéo, tolerante ao herbicida glifosato,

foi o BRS 360 RR e o cultivar de segunda geracdo que apresenta resisténcia a insetos e
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tolerancia ao herbicida glifosato foi BRS 1001 IPRO. Os grdos de soja ndo receberam
quaisquer tipos de tratamentos quimicos ou bioldgicos apos a colheita.

Para os resultados apresentarem reprodutibilidade utilizaram-se cultivares de duas
safras distintas (2015 e 2016), obtidas no estado de S&o Paulo entre novembro e abril. O
cultivar de soja BRS 232 foi cultivado no municipio de Altair, S8 Paulo, entre
dezembro/2014 e abril/ 2015 (safra 2015) e no municipio de Migueldpolis, Sdo Paulo,
entre novembro/2015 e mar¢o/2016 (safra 2016). A safra 2015 do cultivar de soja
BRS 360 RR foi cultivada no municipio de Nova Europa, Sdo Paulo, entre janeiro/2015 e
abril/2015 e a safra 2016 foi cultivada no municipio de Araraquara, S&o Paulo, entre
dezembro/2015 e abril/2016. O cultivar de soja BRS 1001 IPRO foi cultivado nos
municipios de Matdo e Araraquara, no periodo de dezembro/2014 a abril/2015 (safra 2015)
e de dezembro/2015 a abril/2016 (safra 2016), respectivamente.

Como os fatores climaticos interferem na composicdo centesimal da soja, os dados
de precipitagéo total (mm) e temperatura média compensada (°C) foram obtidos no periodo
de cultivo da soja estudada. Os dados de precipitacdo total foram obtidos no Portal do
Departamento de Aguas e Energia Elétrica (DAAE), estado de Sdo Paulo, através do
Banco de Dados Hidrologicos (DAAE, 2019). Ja os dados da temperatura média
compensada foram obtidos no Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), através
do Banco de Dados Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP) (INMET, 2019).

Em parceria com o Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), foi realizada a
analise centesimal dos cultivares de soja. Os ensaios para analise da composi¢ao
centesimal foram realizados em duplicata, para verificar a quantidade de umidade e
volateis, proteinas, lipidios totais, carboidratos totais e cinzas.

Para quantificacdo de umidade e volateis utilizou-se da diferenca gravimétrica,
onde aproximadamente 5 g de amostra foram submetidas a temperatura de 130 °C por 2 h
(FIRESTONE, 2014). As cinzas foram determinadas mediante a pesagem de 5 g de
amostra, levadas a mufla para calcinacdo a temperatura de 550 °C + 10 °C até apresentar
coloracdo branca ou acinzentada (LATIMER, 2012).

Para lipidios totais fez-se uso de 5 g de amostra, envolta em duas camadas de papel
filtro que seguiu para extracdo com o solvente n-hexano utilizando extrator tipo Butt
(FIRESTONE, 2014). O método mais utilizado para dosagem de proteinas é o método
Kjeldahl (CECCHI, 2003). O teor de proteina com 0,3 g de amostra foi direcionado na
determinacdo total de nitrogénio e a conversao para contetdo de proteina efetuada através
de um fator pelo fator de converséo igual a 6,25 (ZENEBON, PASCUET, 2005).
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O teor de carboidratos foi determinado através da soma dos ndmeros
correspondentes as percentagens de umidade, cinzas, proteina e lipidios. Dessa forma foi
diminuido o numero obtido de cem, sendo esta diferenca correspondente ao valor de
carboidrato em 100 gramas do produto (CECCHI, 2003).

4.3.2 Produgao de y-PGA utilizando soja como substrato

A avalia¢do da capacidade na producdo de y-PGA das duas linhagens de Bacillus
nos trés cultivares foi conduzida em triplicata e os valores foram expressos como
média £ desvio padrdo. Os ensaios foram conduzidos em frasco Erlenmeyer de 250 mL
com tampdo de algodao hidrofébico e gaze. Foram selecionados, aproximadamente, 10 g
de gréos de soja inteiros (peso seco), imersos em determinado volume de agua destilada
com pH 7,0 necessério para obter umidade inicial do substrato de 60% e deixado sob
refrigeracédo a 10 °C por 18 h. (UEDA, 1989; KIUCHI, WATANABE, 2004, modificado).
Os graos foram autoclavados por 60 min a 130 °C e resfriados até a 50 °C para serem
inoculados (SHA, YANG, CHEN, 2004).

O inoculo padronizado, na concentracdo de 10%, foi distribuido sob condicdes
assépticas sobre toda superficie do substrato e, posteriormente, incubado a temperatura de
33 °C por 48 h em modo estatico (CHEN et al., 2005, modificado). Para interromper o
processo de fermentacdo, a mistura foi refrigerada por 8 h, em temperatura entre 3 °C e
10 °C, com baixa umidade (UEDA, 1989; KIUCHI, WATANABE, 2004).

Apbs os ensaios fermentativos iniciais com todos os cultivares, procedeu a
cominuicdo e fermentacdo do cultivar que apresentou maior producéo de y-PGA. Os gréos
de soja foram cominuidos em Moinho de Facas tipo Willey e peneirados com peneiras
granulométricas Tyler em malha 16 (fracdo fina), malha 9 (fracdo média) e malha 4 (fracéo

grossa).

4.4 Maximizacao da produgio de y-PGA

Para maximizar o processo de producdo de y-PGA em FES os fatores como teor
inicial de umidade, volume do in6culo, quantidade de substrato e temperatura foram
avaliados. Realizou-se ensaios de acordo com o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) para os quatro fatores, totalizando 31 ensaios com 7 repeticdes no

ponto central. Para obtencéo dos valores foi utilizado o software Minitab. Na Tabela 3 sdo
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mostrados os valores codificados e originais dos fatores. O pH dos substratos foi ajustado a

7,0 e todos foram incubados por 48 horas em modo estatico.

Tabela 3 - Valores codificados e originais que foram utilizados no DCCR para avaliar
efeito do teor inicial de umidade, volume do in6culo, quantidade de substrato e

temperatura para a producdo de y-PGA em FES

Variavel -2 -1 0 +1 +2
Teor inicial de
umidade (%) 40 45 50 55 60
Volume do
inoculo (%) 10 15 20 25 30
Quantidade de 5 10 15 20 o5
substrato (g)
Temperatura (°C) 31 33 35 37 39

4.5 Extracio e quantificaciao de y-PGA

Para a determinacédo de y-PGA na fermentacdo em estado sélido, foram adicionados
no substrato fermentado trés volumes de agua destilada (p/v) (baseado no peso seco inicial
do substrato) com pH 7,0 e mantido sob temperatura de 28 £ 1 °C em agitador orbital a
200 rpm por 60 min. Todo conteudo foi filtrado utilizando oito camadas de gaze para
obtenc¢éo do caldo com y-PGA (BAJAJ et al., 2008, modificado).

Para extracdo de y-PGA em FS e FES, aliquota de 1,0 mL do caldo fermentado foi
transferida para microtubo de 1,5 mL e centrifugado a 14.800 rpm, por 20 min a
temperatura de 4 °C para remocdo das células bacterianas. Foram coletados 300 pL do
sobrenadante e adicionados em 1,2 mL de metanol resfriado (1:4 v/v). O microtubo foi
agitado manualmente e deixado em repouso por 10 min sob temperatura de 4 °C. Para
precipitagdo de y-PGA bruto, o microtubo foi centrifugado novamente a 14.800 rpm, por
20 min a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o microtubo foi deixado
invertido em estufa BOD a 30 °C por 20 min para evaporacdo do metanol. Para remover
substancias insollveis foi adicionado 300 pL de &4gua destilada e procedeu a centrifugacao
a 14.800 rpm, por 20 min a temperatura de 25 °C e o0 sobrenadante, solucdo aquosa de
v-PGA bruto, foi coletado (Figura 5) (GOTO, KUNIOKA, 1992; ZENG et al., 2012).
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Figura 5 - Esquema de extragao e quantificagdo do acido y-poliglutdmico.
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A quantificacdo de y-PGA foi realizada através do método espectrofotométrico
UV-vis de complexacdo com brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (KANNO,
TAKAMATSU, 1955). A solucdo CTAB necessaria para a quantificacdo de y-PGA deve
apresentar concentragdo de 0,1 M. Esta solugdo foi homogeneizada com solucéo de cloreto
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de sodio (NaCl) na concentra¢do de 1M em mesmo volume. Em microtubo de 2 mL foram
adicionados 300 pL de solugdo aquosa de y-PGA bruto, 1,2 mL de solucéo tampéo fosfato
pH 7,0 e 300 pL de CTAB 0,1M/NaCl 1M (1:4:1 v/v). O contetdo foi mantido em banho
ultrassdnico com temperatura de 30 °C por 25 min. O complexo formado provoca uma
turvacdo do meio, que é proporcional a concentragdo de y-PGA presente, sendo possivel a
quantificacdo desse composto via espectrofotometria a 400 nm, mediante utilizagdo de um
padrdo analitico (KANNO, TAKAMATSU, 1955; BRITO, 2014). Para construcdo da
curva padrdo foi utilizado o acido y-poliglutdmico na forma de sal de sodio, segundo o
método adaptado de Kanno e Takamatsu (1995) e Brito (2014).

4.6 Avaliacao estatistica

Os experimentos em FS e FES foram realizados em triplicata e os valores foram
expressos com a média = desvio padrdo. O teste t foi realizado para determinar a
significancia dos resultados. Nivel de probabilidade p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

A analise dos resultados do DCCR, para maximizac¢do da producdo de y-PGA, foi
realizada através da significancia (p<0,05) dos fatores e suas interagfes. A analise de
variancia (ANOVA) dos fatores significativos foi realizada para obtencdo de um modelo
para predigdo da producdo de y-PGA, a partir da analise de regressdo dos dados

experimentais (Equacéo 1).

k k
y=PBo+ Z Bix; +Z Biix? +Z Bij xix;
P p=

>j

Equacdo 1

Para interpretacdo da equacao considera-se y a resposta de predicdo da producdo de
v-PGA, po, fi, pi e Bij sdo os coeficientes de regressao, k € o nimero de fatores e X1 e X2 S0

os fatores independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudo do crescimento microbiano

O crescimento microbiano do pré-indculo em caldo nutriente e caldo E foi avaliado.
O caldo nutriente foi utilizado para preparacdo do pré-indculo, in6culo, meio de cultivo e
nestas condicdes as bactérias atingiram a absorbancia superior a um em até 24 h de
crescimento na preparagdo do pré-inéculo.

O estudo do crescimento dos microrganismos em caldo nutriente permitiu entender
a dindmica de crescimento em condicOes ideais. Na Figura 6 estdo apresentados os valores

de crescimento em periodo de 8 h de cultivo em caldo nutriente.

Figura 6 - Curva de crescimento microbiano em caldo nutriente no periodo de 8 h.
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A partir dos dados de crescimento durante 8 h em caldo nutriente, foi estabelecida a
velocidade especifica de crescimento (u) de cada microrganismo e apresentada na

Tabela 4.
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Tabela 4 - Velocidade especifica de crescimento das duas linhagens de Bacillus cultivadas

em caldo nutriente

Microraanismo Velocidade especifica de Coeficiente de
g crescimento p (h) determinacéo (R?)
B. subtilis 0,6353 0,8272
B. licheniformis 0,7061 0,8952

E possivel estabelecer que, em condices favoraveis, nas primeiras oito horas de
crescimento B. licheniformis apresenta velocidade especifica de crescimento superior a
B. subtilis. Entretanto como a velocidade especifica de crescimento foi mensurada somente
para o periodo de 8 h, e verificou-se que a fase de crescimento se apresenta até 24 h de
cultivo, é possivel que haja uma variacdo nos valores de velocidade especifica de
crescimento dos dois microrganismos ao longo deste periodo.

O crescimento maximo das linhagens de Bacillus ocorreu em 24 h, quando
B. licheniformis apresentou maior absorbancia de 4,3 seguido por B. subtilis com 4,0. Ap6s
24 h de crescimento 0s microrganismos iniciaram a fase estacionaria seguida pela fase de
declinio. Bacillus subtilis e B. licheniformis exibiram em 24 h crescimentos muito
proximos, estatisticamente iguais, e apos este periodo B. licheniformis demonstrou um
declinio no nimero de células mais acentuado.

Verificou-se o crescimento dos microrganismos neste meio para compreender a
relagdo de crescimento microbiano e produgdo de y-PGA, além de examinar a importancia
do pré-indculo no crescimento das linhagens de Bacillus e na producéo do biopolimero.

O crescimento das bactérias no pré-inéculo em caldo E necessitou de tempo maior
para atingir absorbancia superior a um, quando comparado com o pré-in6culo em caldo
nutriente. Bacillus subtilis atingiu absorbancia superior a um ap6s 48 h de cultivo e
B. licheniformis atingiu esta absorbancia apds 72 h.

Na Figura 7 sdo apresentadas as curvas de crescimento durante 8 h de cultivo em
caldo E, a partir dos diferentes pré-indculos estudados. E possivel perceber que os
microrganismos tiveram crescimento superior quando ativados anteriormente em
pré-indculo em caldo E. Isto se justifica, pois, a velocidade especifica de crescimento dos
microrganismos ativados em pré-indculo E foi superior a dos mesmos microrganismos
ativados em pré-inoculo em caldo nutriente.

Isto ocorre, pois, 0 uso do mesmo meio para o pré-indculo, indculo e cultivo auxilia

na adaptacdo das células nas primeiras horas do crescimento (SILVA, 2010). Por isso,
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quando as bactérias foram ativadas em pré-indculo em caldo E e depois inoculadas no
mesmo meio, 0S microrganismos responderam mais rapidamente ao crescimento, uma vez
que ndo foi necessaria adaptacdo a este meio.

Zhu et al. (2019) estudaram a produgcdo de y-PGA em meio contendo
principalmente glicose e &cido glutdmico, e encontraram a velocidade especifica maxima
de crescimento de B. subtilis LX de 0,383 h! no tempo de 4 h apds inoculagdo. A partir
deste tempo a velocidade especifica de crescimento foi reduzindo até atingir zero apos,
aproximadamente, 28 h de cultivo. Kongklom et al. (2015) utilizando Bacillus
licheniformis TISTR 1010 para produgdo de y-PGA em meio composto por glicose, acido
citrico, fonte de nitrogénio e alguns sais observaram velocidade especifica de crescimento
de 0,054 h'l. Entretanto, estes autores aplicaram diversas estratégias de fermentagdo, sendo

que a velocidade especifica de crescimento variou entre 0,05 h™ e 0,08 ht.

Figura 7 - Curva de crescimento microbiano de B. subtilis (A) e B. licheniformis (B) em

caldo E com pré-in6culo em caldo nutriente e caldo E no periodo de 8 h.
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Tabela 5 - Velocidade especifica de crescimento das trés linhagens de Bacillus cultivadas

em caldo E e ativadas em pré-indculo em caldo nutriente e caldo E

Velocidade ..
. ) .., . Coeficiente de
Microrganismo Pré-inoculo especifica de determinacio (R?)
crescimento p (h?) ¢
B. subtilis . 0,2299 0,6524
B. licheniformis Caldo Nutriente 0.1646 0.9523
B. subtilis Caldo E 0,4290 0,9611
B. licheniformis 0,2083 0,9600

Comparando o crescimento dos microrganismos em caldo nutriente e caldo E,
independente do pré-in6culo em caldo E, o caldo nutriente apresentou velocidade
especifica de crescimento superior em ambos microrganismos, corroborando com as
orientacdes do Laboratorio de Fisiologia Bacteriana (LFB) do Instituto Oswaldo Cruz.
Todavia, a producdo do biopolimero s6 é possivel em meio que ofereca nutrientes que
favorecem a producdo de y-PGA e a composi¢cdo do caldo E apresenta estes componentes,
mas impde-se como um meio limitante para o crescimento dos microrganismos.

Avaliou-se também o crescimento microbiano em caldo E em até 144 h de cultivo
(Figura 8). Bacillus subtilis e B. licheniformis apresentaram crescimento préximo nos dois
tipos de pré-inoculo, sendo que B. subtilis teve crescimento superior em pré-inoculo em
caldo E até 48 h de cultivo e igual estatisticamente ao pré-in6culo em caldo nutriente apds
este periodo. Bacillus licheniformis no tempo 24 h de cultivo apresentou crescimento
superior no pré-indculo em caldo nutriente, apds este periodo os meios apresentaram
valores de crescimento estatisticamente iguais. No entanto, em B. subtilis e
B. licheniformis nos tempos onde ha diferenca entre os dois pré-inoculos esta ndo se

apresentou expressiva.
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Figura 8 - Curva de crescimento microbiano de B. subtilis (A) e B. licheniformis (B) em

caldo E com pré-in6culo em caldo nutriente e caldo E no periodo de 144 h.
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As bactérias, comparativamente ao longo do tempo, apresentaram crescimento
estatisticamente iguais, exceto nos tempos 48 h e 72 h para o pré-inéculo em caldo
nutriente e 48 h, 72 h, 96 h e 120 h para o pré-incoculo em caldo E, onde B. licheniformis
apresentou crescimento superior a B. subtilis. Este Gltimo apresentou crescimento superior
somente no tempo de 24 h no pré-inéculo em caldo E.

A utilizacdo do mesmo meio para o ativagéo e cultivo de microrganismos influencia
a velocidade especifica de crescimento principalmente nas primeiras horas de cultivo,
sendo que esta influéncia descresse posteriormente. Como a razdo entre a velocidade

especifica de crescimento do caldo E e caldo nutriente para B. subtilis foi maior, quando
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comparada com B. licheniformis, as vantagens de se utilizar o mesmo meio se estendeu até
48 h, mas esta influéncia se dissipou antes de 24 h de cultivo para B. licheniformis. A
ativacdo das bactérias nos pré-inoculos apresentados ndo demonstrou expressiva diferenca
no crescimento em longos periodos que sdo comuns em processos fermentativos.

O uso de mesmo meio para o pré-inoculo, indculo e cultivo ndo é comumente
utilizado nos estudos especificos para produgdo de y-PGA. Xu et al. (2005) e Ashiuchi et
al. (2001) utilizaram o caldo LB (Luria Bertani) para preparacao do inéculo na producéo

de y-PGA, ja Shih et al. (2005) utilizaram caldo nutriente para a mesma finalidade.

5.2 Fermentacao submerso (FS)

A produgdo de y-PGA em caldo E foi avaliada, isoladamente, em cada

microrganismo com pré-indculo em caldo nutriente (Figura 9) e pré-indculo em caldo E.

Figura 9 - Fermentacdo submersa de B. subtilis (A) e B. licheniformis (B) em caldo E,

com pré-indculo em caldo nutriente. Tubos Falcon com meio fermentado durante O h, 24 h,
48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h (sequéncia da esquerda para direita).

Bacillus subtilis apresentou sua maior produgio de y-PGA (290,5 mg L) em 144 h
de fermentacdo com ativacdo do pré-inoculo em caldo nutriente, quando comparado com
os outros periodos do mesmo pré-indculo e do pré-indculo em caldo E. A producdo de
v-PGA por B. subtilis com pré-indculo em caldo nutriente foi superior ao pré-indculo em
caldo E nos tempos 24 h, 72 h, 120 h e 144 h e estatisticamente igual nos tempos 0 h, 48 h
e 96 h. Richard e Margaritis (2003) obtiveram 23 g L™* de y-PGA utilizando meio similar
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ao caldo E com 20 g L™ de glicerol no cultivo com B. subtilis IFO 3336. Segundo Wu et al.
(2008) B. subtilis CGMCC 0833, isolado de solo, atingiu producdo de 34,4 g L do
biopolimero.

A producdo méaxima do biopolimero por B. licheniformis foi de 398,1 mg L™ em
144 h de fermentacdo no pré-indculo em caldo nutriente e apresentou producdo superior
em todos o0s tempos quando comparado com o pré-indculo em caldo E.

Soliman et al. (2005) realizou a fermentacdo com B. licheniformis em meio similar
a caldo E, sem acido L-glutdmico e com caseina, (NH4)2SO4 e NH4Cl e obteve producgédo
méxima de 33,5 g L de y-PGA. B. licheniformis CCRC 12826 atingiu producdo de
19,8 g L%, na fermentagdo em caldo E modificado (SHIH et al., 2002).

Bacillus licheniformis, quando ativado previamente em pré-indculo em caldo
nutriente, apresentou diferenca estatisticamente significativa nas médias (p<0,05) de
producédo de y-PGA nos tempos 24 h, 48 h e 144 h, quando comparado com B. subtilis
(Figura 10).

Bacillus subtilis, em pré-in6culo em caldo E, apresentou producdo superior em
todos os tempos ao B. licheniformis com diferenca estatisticamente significativa nas
médias (p<0,05) no tempo de 48 h. Bacillus subtilis e B. licheniformis tiveram produgéo
méaxima do biopolimero em pré-inculo em caldo E, apds 144 h de fermentacdo com
64,0 mg L'te 18,4 mg L, respectivamente (Figura 11).

Figura 10 - Produgao de y-PGA em caldo E, a partir de pré-in6culo em caldo nutriente.
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Figura 11 - Produgao de y-PGA em caldo E, a partir de pré-in6culo em caldo E.
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“diferenca estatisticamente significativa entre as médias (p<0,05).

E possivel constatar que a produgdo de y-PGA foi inferior aos valores de producéo
encontrados na literatura. Mesmo em B. licheniformis, que neste estudo se mostrou o
microrganismo com maior capacidade na producdo do biopolimero, quando comparado
com linhagens da mesma espécie a producdo foi comparativamente menor. Assim, é
possivel inferir que as duas linhagens de microrganismos utilizadas neste estudo, nao
apresentam potencial de alta produgdo de y-PGA nos parametros deste estudo na FS.

A tendéncia de produgdo de y-PGA foi superior em ambos 0s microrganismos
ativados em pré-indculo em caldo nutriente, sendo que B. licheniformis teve a maior
tendéncia de producdo. Os pré-indculos ndo apresentaram diferenca significativa no
crescimento dos microrganismos em longo prazo, conforme apresentado na Figura 7.
Entretanto, os pré-inéculos influenciaram intensivamente na produgdo de y-PGA, pois
quando os microrganismos foram ativados em pré-indculo em caldo nutriente a produgéo
foi superior aos mesmos microrganismos ativados em caldo E.

Segundo Cesaro et al. (2014) a produgdo maxima de y-PGA ocorre no final da fase
exponencial e durante a fase estacionaria a producdo do biopolimero é interrompida.
Diferentemente neste estudo, a produgdo de y-PGA se manteve durante a fase estacionaria
de crescimento e o biopolimero ndo foi degradado ao longo do tempo. Isto € importante
economicamente na producdo do biopolimero, pois a producdo nao ocorre exclusivamente

na fase exponencial de crescimento (Figura 12).
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Figura 12 - Curva de crescimento microbiano ¢ produgdo de y-PGA por B. subtilis (A) e

B. licheniformis (B) em caldo E com pré-inoculo em caldo nutriente.
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Foi realizada a produgdo de y-PGA através do consércio dos microrganismos, a fim
de verificar se quando cultivadas em conjunto haveria um aumento na producdo do
biopolimero. O consércio entre 0s microrganismos apresentou uma producdo crescente até
atingir a producdo média maxima de 185,2 mg Lt ap6s 120 h de fermentagéo (Figura 13).

Mesmo na maior producdo do biopolimero em consércio ndo superou a maior
producdo de y-PGA com a fermentagdo isolada de B. licheniformis em pré-in6culo em
caldo nutriente. O cultivo em consércio foi limitante para a produgédo de y-PGA. Muitos

estudos para producdo de y-PGA utilizam o cultivo em consércio de microrganismos
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produtores de acido glutdmico e y-PGA, pois um dos microrganismos terd a funcdo de
fornecer os mondmeros e o outro serd responsavel pela polimerizacdo do biopolimero
(YANG, et al. 2013). Tavernier (2014) estudando o consércio entre Brevibacterium
divericatum e B. licheniformis para eliminar a adi¢do de acido L-glutdmico na produgdo de
v-PGA, constatou que as concentragdes obtidas de y-PGA sdo mais baixas no cultivo em
consocio em comparagio com a produgdo de y-PGA na cultura pura de B. licheniformis. O
autor justifica a menor producdo devido a falta de acido glutdmico quando Bacillus
licheniformis entra na fase estacionéria.

Bacillus subtilis ZJU-7 é uma bactéria dependente de acido glutdmico e para evitar
a adicdo exdgena deste aminoacido, uma fonte de carbono mista (glicose e sacarose) foi
introduzida no sistema de consorcio com Corynebacterium glutamicum, bactéria usada
para a producdo de aminodacidos, para estimular a producdo de acido glutdmico. Os
bioprocessos integrados apresentaram vantagens que incluem a reducdo do tempo de
fermentacdo e a redugdo do custo de producao de y-PGA (XU, SHI, CEN, 2005).

Figura 13 - Produc¢do de y-PGA em consércio microbiano em caldo E.
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O acido L-glutamico, monémero necessario para polimerizacdo de y-PGA, pode ser
obtido através do meio de cultivo ou a partir de moléculas simples via ciclo do &cido
tricarboxilico. Para a aplicagdo comercial de y-PGA, é necessario reduzir o custo durante o
processo de fermentacdo. Atualmente, a producdo de y-PGA foi mais extensivamente

estudada nas bactérias dependentes do acido L-glutdmico, que requerem o acido
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L-glutamico como um precursor da biossintese de y-PGA (SUNG et al., 2005). Para evitar
a adicdo exogena de acido L-glutdmico, com a finalidade de reduzir o custo de producdo
algumas estratégias podem ser aplicadas, como utilizar fontes de carbono com
microrganismos independentes de &cido L-glutdmico ou realizar consércio com
Corynebacterium glutamicum, microrganismo capaz de produzir grande quantidade de
acido L-glutamico (XU et al., 2013).

Buscou-se entender a possibilidade de producdo de y-PGA na auséncia de
acido L-glutamico. Utilizou-se o meio M com diferentes fontes de carbono: glicose,
sacarose, lactose e glicerol. Bacillus subtilis ndo foi capaz de produzir y-PGA na auséncia
de &cido L-glutdmico, exceto na composicdo do meio M com glicose, onde a produgéo do
biopolimero foi de 19,9 mg L + 12,3 (72 h) e 120,5mg L + 31,2 (96 h).

Bacillus licheniformis ndo foi capaz de produzir o biopolimero na presenca de
lactose, mas produziu com glicose, sacarose e glicerol no meio de cultivo (Figura 14). A
producéo de y-PGA iniciou-se somente a partir de 48 h de fermentagdo na presenca de
sacarose e glicerol, e partir de 72 h com a glicose como fonte de carbono. A producdo de
v-PGA com sacarose foi de 0,4 mg L™ (48 h), 27,2mg L (72 h) e 71,1 mg L™ (96 h) e
com o glicerol 0,4 mg L™ (48 h), 19,0 mg L (72 h) e 75,7 mg L (96 h). Ja a glicose
como fonte de carbono a producéo do biopolimero foi de 22,2 mg L™ (72 h) e 46,2 mg L*
(96 h).

Figura 14 - Producgéo de y-PGA por Bacillus licheniformis, na auséncia de acido

L-glutamico, a partir de quatro fontes de carbono.
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E possivel afirmar que B.subtilis é independente de &cido L-glutdmico para
producdo do biopolimero, entretanto restrito a moléculas simples. Como nao foi verificado
0 crescimento dos microrganismos € possivel que o meio M ndo tenha favorecido seu
crescimento, inviabilizando a produgéo de y-PGA nas demais fontes de carbono. Ito et al.
(1996) estudou o efeito de fontes de carbono na produgido de y-PGA em B. subtilis TAM-4
e verificou producdo expressiva do biopolimero com frutose, sacarose, maltose e glicose,
respectivamente, 22,1 mg mL?, 16,9 mg mL?, 16,1 mg mL™* e 13,4 mg mL™. Entretanto,
estes mesmos autores constataram que glicerol ndo foi favoravel para o crescimento do
microrganismo, produzindo somente 0,6 mg mL™ de y-PGA. A vantagem desta linhagem é
que B. subtilis TAM-4 dificilmente produz polissacarideos, um subproduto de alguns
produtores de y-PGA, tal como B. subtilis IFO3335. Estes resultados demonstram que a
producdo de y-PGA alem de variar em funcdo da presenca do aminoécido e de fontes de
carbono, também varia em funcédo da linhagem utilizada.

E possivel afirmar que B. licheniformis é uma bactéria independente de acido
L-glutdmico, sendo que esta caracteristica ¢ favoravel no processo de producdo do
biopolimero, pois 0 microrganismo pode utilizar diferentes vias para a producéo de y-PGA,
intensificando sua producéo. O uso de diferentes fontes de carbono, de menor custo, para a
produgdo de y-PGA pode reduzir o custo na produgdo do biopolimero, pois o acido
L-glutdmico é um substrato caro comparado as fontes de nitrogénio inorganico
(KONGKLOM et al., 2017). Diferentemente dos microrganismos dependentes do acido
L-glutamico, B. licheniformis ndo necessita de grandes quantidades de acido L-glutamico
no meio. Portanto ha reducdo do custo de producdo, pois este aminoécido corresponde a
50% do custo da matéria prima, ndo sendo viavel para producdo de y-PGA em larga escala
(XU et al., 2014).

O uso de glicerol para a produgdo de y-PGA em B. licheniformis foi relatado
(CROMWICK, et al., 1996; SHIH et al., 2002; ZHAN et al., 2017). A linhagem
B. licheniformis WX-02 foi comprovada como um eficiente produtor de y-PGA
(WANG et al., 2016). Os autores atingiram producdo do biopolimero de 36,26 g L™ em
biorreator com meio de fermentacdo composto por glicose, citrato de sédio, alguns sais e
incubados a 37 °C, taxa de aeracdo de 1 (vvm) e velocidade de agitacdo de 500 rpm por
42 h,

Xu et al. (2005) estudaram B. subtilis NX-2 na producdo de y-PGA a partir de
diferentes fontes de carbono. O microrganismo foi inoculado em meio basal adicionado de

30 g L! de fonte de carbono e &cido L-glutdmico e incubado a 37 °C por 24 h em agitador
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orbital a 200 rpm. Foi necessério acido glutamico exogeno e fonte adicional de carbono
para a producdo de y-PGA. Quando a glicose e sacarose foram utilizadas como fonte de
carbono, houve alto rendimento na produgdo de y-PGA, cerca de 30 g L. O glicerol
também influenciou positivamente na producdo do biopolimero, com rendimento de
24,3 g L* de y-PGA. A lactose favoreceu o crescimento celular de B. subtilis NX-2, mas
teve pouco efeito na produgdo de y-PGA. Pode-se presumir que a linhagem NX-2 carece
de algumas enzimas da via da gliconeogénese, portanto nao pode utilizar o acido organico
contido no ciclo do &cido tricarboxilico como fonte de carbono para o crescimento celular
e na sintese de y-PGA.

Bajaj e Singhal (2009) estudaram o efeito da adi¢cdo de diferentes aminoacidos e
intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico como precursores metabolicos na producéo
v-PGA por Bacillus licheniformis NCIM 2324. Obtiveram rendimento de 35,75 g L%,
quando o meio foi suplementado com 0,5 mM de L-glutamina e 10 mM de &cido
cetoglutarico e a adicdo de precursores também aumentou a utilizagdo do acido
L-glutdmico durante a fermentacdo. Em comparacdo com 0 meio na auséncia de
precursores metabolicos a produgio y-PGA foi 26,12 g L.

No que diz respeito a biossintese de y-PGA, as fontes de carbono adequadas
dependem das linhagens. Geralmente, glicose, glicerol, maltose, acido citrico, frutose e
sacarose sdo as fontes de carbono comuns para a produ¢do de y-PGA como componentes
simples ou combinados no meio de producéo. Por exemplo, 80 g L de glicerol e 12 g L™
de acido citrico foram utilizados como fontes de carbono no amplamente utilizado caldo E
ou suas variagdes (LEONARD et al., 1958). Também foi observado que a glicose ¢ a fonte
de carbono ideal para produzir y-PGA com B. licheniformis A35 (CHENG et al., 1989); e
sacarose € a fonte de carbono preferencial para B. subtilis ZJU-7 (CHEN et al., 2008).
Quanto a B. subtilis IFO 3335 (GOTO, KUNIOKA, 1992), o &cido citrico é a fonte de
carbono ideal para produzir o y-PGA.

Vérias bactérias independentes do &acido L-glutdmico foram reportadas como
capazes de produzir uma grande quantidade de y-PGA sem a adi¢do de acido L-glutdmico
ao meio de producdo. Foi descrito que B. licheniformis A35 (CHENG et al., 1989)
produziu y-PGA numa concentracio de 8 g L™ num meio contendo glicose e cloreto de

amonio, sob condigdes desnitrificantes.
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5.3 Fermentacao em estado solido (FES)
5.3.1 Estudo do substrato

Embora a genética seja geralmente considerada o fator determinante na composicao
centesimal de gréos, a variagdo ambiental também influencia na concentracéo de proteinas
e lipidios (BRUMM, HURBURGH, 1990). Como os cultivares de soja foram semeados em
diferentes regiBes, realizou-se o levantamento das condic¢Bes climaticas nos municipios
onde os gréos de soja foram cultivados.

Os dados de precipitacdo total e de temperatura média compensada foram obtidos,
respectivamente, de doze postos pluviométricos e quatro estagdes do estado de S&o Paulo
no periodo de cultivo de cada cultivar (Apéndice 1).

A precipitacdo total durante o periodo de cultivo variou amplamente entre as safras
2015 e 2016. Os cultivares BRS 232, BRS 1001 IPRO e BRS 360 RR, respectivamente,
foram submetidos a precipitacdo total de 762,5 mm, 749,1 mm e 461,3 mm na safra de
2015 e 1452,0 mm, 1023,1 mm e 1023,1 mm na safra 2016 (Figura 15).

Figura 15 - Precipitacdo total e temperatura média compensada no periodo de cultivo dos
cultivares de soja.
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Esta variacdo expressiva na precipitacdo total da safra de 2015 para a safra 2016
correspondeu a um aumento na precipitacdo de 121,8% para o cultivar BRS 360 RR,
90,4% para BRS 232 e 36,6% para BRS 1001 IPRO. A intensa variacdo na precipitacdo
entre as safras € decorrente da pior seca ja registrada no sudeste do Brasil e atingiu a safra
de 2015, afetando sua composi¢édo centesimal (EMPINOTTI, BUDDS, AVERSA, 2019).
O aumento da precipitacdo de uma safra para outra influenciou na quantidade de proteinas
de todos os cultivares, fonte principal de compostos quimicos para producdo de y-PGA.
Durante o estresse hidrico por escassez a sintese de todos os principais componentes dos
grdos é inibida, podendo resultar na reducdo de 16% na concentracdo de proteinas e de
25% na concentracdo de lipidios na soja (ROTUNDO, WESTGATE, 2009).

A temperatura média compensada no periodo de cultivo dos trés cultivares de soja e
nas duas safras ndo apresentou variacdo significativa, variando entre 23 °C e 24 °C. A
excecdo ficou para o cultivar BRS 232 da safra 2015, que durante o periodo de cultivo a
temperatura média compensada foi de 25,61 °C. Muitos estudos demonstram variabilidade
no teor de proteina em grdos de soja expostos a temperaturas elevadas (THOMAS et al.,
2003). Gibson e Mullen (1996) relataram que o teor de proteinas é levemente afetado com
0 aumento da temperatura, mas segundo os autores o teor de lipideos aumenta com
temperatura entre 25 °C e 28 °C, sendo que em temperatura superior a concentracao
comeca a declinar. Para Rotundo e Westgate (2009) em temperaturas acima de 26 °C,
durante o cultivo, pode influenciar na concentracdo de proteinas e lipidios reduzindo o teor
em 9% e 15%, respectivamente.

A temperatura do ambiente manteve-se praticamente estavel entre as safras e ndo
foi o fator que influenciou, primordialmente, na composicéo centesimal dos grdos de soja.
Somente o cultivar BRS 232 da safra 2015 pode ter sofrido influéncia maior da
temperatura na quantidade de proteinas.

Os cultivares de soja apresentaram diferengas em alguns parametros quando
comparadas as safras 2015 e 2016 (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6 - Composicao centesimal de trés diferentes cultivares de gréos de soja (g 100g™)

da safra 2015
Cultivar Umidade e Proteina Lipidios Carboidratos Cinzas
volateis (Nx6,5)* totais totais

BRS232 12,82(0,15)® 33,66 (0,04)® 20,64 (0,19)? 28,16 4,72 (0,01) ®
BRS360 13,42 (0,26)® 30,60 (0,03)° 21,31 (0,08) 2 29,33 5,34 (0,04) @

BRS 1001 13,34 (0,28)® 34,07 (0,09)® 21,73 (0,18) ? 26,39 4,47 (0,03) ®

10 teor de proteina da amostra é calculado pela multiplicacdo do teor de nitrogénio total por um fator
especifico para conversdo do nitrogénio em proteina.
aMedia e estimativa de desvio padrao.

Tabela 7 - Composicao centesimal de trés diferentes cultivares de gréos de soja (g 100g™?)

da safra 2016
Cultivar Umidade e Proteina Lipidios Carboidratos Cinzas
volateis (Nx6,5)* totais totais
BRS232 9,05(0,15)® 36,90 (0,13)® 21,33 (0,08) 2 28,14 4,58 (0,04) 2
BRS 360 8,95(0,03)* 38,49 (0,06)* 20,86 (0,18)* 26,92 4,78 (0,04) ?
BRS 1001 9,92 (0,18)® 35,98 (0,43)2 21,32 (0,10) 2 28,24 4,54 (0,02) 2

10 teor de proteina da amostra é calculado pela multiplicacio do teor de nitrogénio total por um fator
especifico para conversao do nitrogénio em proteina.
8Média e estimativa de desvio padrao.

Os cultivares de soja da safra 2016 apresentaram quantidade de proteinas superior a
safra de 2015. O cultivar BRS 360 RR da safra 2016 apresentou maior quantidade de
proteinas na sua composicdo centesimal com 38,49 g 100 g?, seguida dos cultivares
BRS 232 e BRS 1001 IPRO, respectivamente, com 36,90 g 100g* e 35,98 g 100 g*. A
quantidade maxima de proteinas nos cultivares da safra de 2015 foi de 34,07 g 100 g*
referente a soja BRS 1001 IPRO, inferior a quantidade minima da safra de 2016. O
aumento na quantidade de proteinas da safra de 2015 para 2016 foi de 25,8% para o
cultivar BRS 360 RR (Figura 16), 9,6% para o cultivar BRS 232 (Figura 17) e de 5,6%
para o cultivar BRS 1001 IPRO (Figura 18). A porcentagem de proteinas em graos de soja
sob condi¢bes normais de irrigacdo é 37% a 39% de massa seca (WIJEWARDANA et al.,

2019). Embora o teor de proteina na soja seja geneticamente definido, fatores ambientais
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podem levar a mudancas na disponibilidade de nitrogénio, durante a formacdo de graos
(HAYATI et al., 1995). Segundo Benzain e Lane (1986) a alteracdo na concentracdo de
proteinas é quatro vezes mais dependente dos fatores ambientais que dos fatores genéticos.
Specht et al. (2001) relataram que a irrigagao do solo tem efeito positivo na concentracéo
de proteinas nos grdos de soja, e secas severas podem levar a uma diminuicdo nas
concentracOes de proteinas. O estresse hidrico do solo causa uma redugdo nas proteinas das
sementes de soja durante o estagio de crescimento reprodutivo (WIJEWARDANA et al.,
2019).

Pipolo (2004%) relatou que a precipitacdo durante o estagio de desenvolvimento
dos grdos explica a diferenca no conteldo de proteina mais do que as mudancas de
temperatura, portanto, a alteracdo deste parametro pode estar ligada ao estresse hidrico da
espécie vegetal. Angra et al. (2010) propuseram um mecanismo para explicar a diminuicédo
do teor de proteinas em condi¢des ambientais desfavoraveis. Para 0s autores 0 menor teor
de proteinas em condicOes de estresse hidrico poderia ser devido a hidrdlise e a degradacéo
de chaperonas sintetizadas como protec¢ao contra a seca.

A correlacdo entre a composicdo centesimal da soja e o estresse hidrico ainda é
debatida. Entretanto, muitos pesquisadores determinaram que a quantidade de proteina
diminui com o déficit hidrico do solo (SPECHT et al.,, 2001; BOYDAK et al., 2002;
CARRERA et al., 2009).

Neste estudo foi possivel verificar que com a maior diferenca na porcentagem de
precipitacdo entre as safras de cada cultivar, maior também foi a diferenca percentual na
quantidade de proteinas. Os cultivares da safra 2016 apresentaram maior potencial como
substrato para a fermentacdo em estado solido (FES), pois possuem maior teor de
proteinas, o que é desejavel na producdo de y-PGA.

A andlise dos lipidios totais ndo apresentou diferenca expressiva entre as safras para
todos os cultivares. Altas temperaturas durante o desenvolvimento de sementes estdo
associadas ao baixo contetdo lipidico, no entanto, esse efeito varia dependendo de outros
fatores ambientais, como o estresse hidrico que influencia a producédo de lipidios por seus
efeitos no crescimento e desenvolvimento de grdos (HARRIS et al., 1978). Alguns
pesquisadores relatam aumento do teor de lipidios com déficit hidrico, enquanto outros
indicam que diminui o teor de lipidios com o déficit hidrico do solo (SPECHT et al., 2001;
ROTUNDO; WESTGATE, 2010; BELLALOUI et al., 2012; WIJEWARDANA et al.,
2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814618319745#b0010
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzymatic-hydrolysis
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Os cultivares da safra de 2015 tiveram valores superiores de umidade e volateis
guando comparados com os mesmos cultivares da safra de 2016. O cultivar BRS 360 RR
apresentou diferenca de 33,3% nos valores de umidade e volateis, ja BRS 232 e
BRS 1001 IPRO apresentaram diferenca de 29,4% e 25,6%, respectivamente. Estas
diferencas no teor de umidade podem ser devido as condi¢Bes de secagem do grao apos a
colheita, periodo de armazenamento, capacidade dos grdos de perder a umidade, entre
outros fatores (BHARDWAJ et al.,, 1999). Os valores de carboidratos totais sO
apresentaram diferenca expressiva entre as safras dos cultivares BRS 360 RR e
BRS 1001 IPRO, onde o primeiro apresentou reducdo de 8,2% e o segundo mostrou um
aumento de 7,0% da safra de 2015 para 2016. A diferenca na quantidade de cinzas entre as
safras foi mais expressiva no cultivar BRS 360 RR, onde houve uma reducéo de 10,5% da

safra de 2015 em relacéo a 2016.

Figura 16 - Composicgdo centesimal (%) do cultivar BRS 360 RR das safras 2015 e 2016.
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Figura 17 - Composigéo centesimal (%) do cultivar BRS 232 das safras 2015 e 2016.
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Figura 18 - Composigéo centesimal (%) do cultivar BRS 1001 IPRO das safras 2015 e
2016.
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A pluviosidade foi o fator determinante no aumento da concentragdo de proteinas
nos grdos. Na escolha de substratos para processos fermentativos o fator genético, ou seja,
cultivar especifico, ndo deve ser a principal variavel para a sele¢do de cultivares de soja,
mas sim as condi¢des ambientais de plantio que estes cultivares foram submetidos. A
composi¢cdo centesimal depende basicamente das caracteristicas genéticas (tipo de
cultivar), das condic@es climaticas e regionais, variando de acordo com a colheita (KARR-
LILIENTHAL et al., 2004; AVILA et al., 2007; MERTZ et al., 2009; BARION et al.,
2010; FERREIRA, RAO, 2011; STOLF-MOREIRA et al., 2010).

5.3.2 Produgao de y-PGA utilizando soja como substrato

A fermentacdo em estado solido (FES) foi realizada utilizando os trés cultivares
(BRS 232, BRS 360 RR e BRS 1001 IPRO) das duas safras (2015 e 2016) como substrato.
Nesta etapa do estudo somente B. licheniformis foi utilizado, pois se mostrou o
microrganismo com maior potencial para producéo de y-PGA.

A producdo do biopolimero em FES foi superior a FS, conforme apresentado na

Figura 19.

Figura 19 - Producao de y-PGA por Bacillus licheniformis em diferente cultivares de soja.
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Todos os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. As letras minasculas indicam relacéo entre as
médias do cultivar em ambas as safras, e os numeros diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05). As diferentes letras mailsculas indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre as médias dos diferentes cultivares na mesma safra.
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Os cultivares BRS 360 RR, BRS 232 e BRS 1001 IPRO da safra 2015 produziram,
respectivamente, 643,0 mg L, 731,2 mg L™ e 898,7 mg L* de y-PGA. Na safra 2016 o
BRS 360 RR produziu 1111,8 mgL™ do biopolimero e os cultivares BRS 232 e
BRS 1001 IPRO produziram 1120,2 mg L™ 1177,2 mg L%, respectivamente.

A maior producdo de y-PGA nos cultivares da safra de 2016 corrobora com a ideia
de que o maior teor de proteinas, nos grdos de soja, influencia positivamente na produgédo
do biopolimero. Apesar dos microrganismos utilizarem o &cido glutdmico como
mondmeros para polimerizacdo de y-PGA, a maior quantidade de proteinas totais
verificada no estudo é um indicativo também da maior presenca deste e de outros
aminodacidos que indiretamente influenciam na producdo de y-PGA, como o aminoacido
alanina (SIRISANSANEEYAKUL et al., 2017).

Os cultivares BRS 232 e BRS 360 RR apresentaram diferenca estatisticamente
significativa nas médias (p<0,05) entre as safras e entre eles na safra 2015. O cultivar
BRS 1001 IPRO néo apresentou diferenca significativa na producdo do biopolimero entre
as safras, pois apresentou menor diferenca percentual no teor de proteinas entre elas, o que
influenciou na menor variagdo na produgdo de y-PGA. As médias de produ¢ao de y-PGA
entre os cultivares da safra 2016 ndo diferiram estatisticamente, sendo que o0s trés
cultivares desta safra apresentaram potencial para producdo de y-PGA.

Como B. licheniformis é um microrganismo independente de &cido L-glutamico,
além de utilizar o acido glutdmico exogeno hd também a sintese enddgena deste
aminoacido, a partir de fonte de carbono de carboidratos e lipidios via ciclo dos acidos
tricarboxilicos. Ambos aminoécidos sdo utilizados na producdo de y-PGA (BAJAJ,
SINGHAL, 2009).

Existem poucos relatos na literatura sobre a produ¢do de y-PGA em FES utilizando
soja (BAJAJ, SINGHAL, 2011). Chen et al. (2005%) inocularam B. subtilis CCTCC202048
em residuo de suinos suplementado com torta de soja, farelo de trigo, acido glutdmico e
acido citrico obtendo rendimento médio de 60 g/kg de y-PGA em condig¢des otimizadas.
Outro estudo com a mesma linhagem de B. subtilisem condicdes otimizadas utilizou
estrume bovino adicionado ao farelo de trigo, torta de soja, acido glutamico como substrato
e atingiu producéo de 47 g/kg do biopolimero (Chen et al., 2005).

Ha estudos com B. licheniformis NCIM 2324, utilizando farelo de soja como
substrato solido, que obteve produgao de 27,81 g/kg de y-PGA, e quando adicionado ao
substrato &cido citrico, &cido glutamico, sulfato de aménio, glicerol, L-glutamina e &cido
a-cetoglutarico a producdo atingiu 98,64 g/kg (BAJAJ et al., 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085241100232X#!
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Estudos para producdo de y-PGA em FES tem focado nos subprodutos de soja
como substrato (ZHANG et al., 2019; MOHANRAJ et al., 2019; FANG et al., 2020).
Nestes estudos onde o subproduto de soja € o tnico componente do substrato ou parte dele,
majoritariamente, ha suplementacdo de componentes quimicos, como &cido glutamico,
para aumentar a producdo de y-PGA. Entretanto esta adicdo aumenta também o custo de
producédo do biopolimero devido ao elevado valor destes materiais (XU et al., 2014).

Estudo onde utilizou-se somente residuo fibroso de soja para fermentacao,
utilizando espécies do género Bacillus, apresentou baixa producdo de y-PGA por possuir
reduzida quantidade de fontes de carbono assimildveis. Entretanto quando o residuo
fibroso de soja foi suplementado com &cido glutdmico a producdo do biopolimero
aumentou mais de 20 vezes (SILVA, 2010).

Utilizar gréos de soja ao invés de subprodutos de soja evitaria a necessidade de
adicdo de componentes quimicos, por estes possuirem uma composicdo complexa de
nutrientes. Entre os grdos de leguminosas, os grdos de soja contém o teor maximo de
proteina bruta e a melhor composicédo de aminoacidos (BANASZKIEWICZ, 2011).

Apesar dos grdos de soja serem utilizados também na alimentacdo humana,
somente 10% da producédo desta leguminosa é destinada para este fim, sendo que 90% dos
grdos de soja sdo usados como alimento para animais (BANASZKIEWICZ, 2011).
Jiang et al. (2019) compararam residuos de soja ndo fermentados e fermentados, utilizando
linhagem produtora de acido y-PGA, na nutricdo de ratos. Os autores constataram aumento
no peso médio destes animais e concluiram que o residuo de soja fermentado é uma
estratégia vidvel como aditivo na alimentagdo para animais. Logo o uso de grdos de soja
para a produgdo de y-PGA pode integrar uma cadeia de produc¢édo, onde seu residuo podera
ser destinado para alimentacdo animal (ZHANG et al., 2019).

A variacao genética entre os cultivares ndo influenciou intensamente na producao
do biopolimero, ao contrério da pluviosidade que induziu 0 aumento de proteinas nos graos
de soja e refletiu na maior produgdo de y-PGA, como observado nos trés cultivares da safra
2016. Entretanto, como este estudo visa selecionar somente um cultivar, o BRS 1001 IPRO
da safra 2016 apresentou média maior de producdo de y-PGA e foi utilizado nas etapas
seguintes.

Para verificar se a estrutura fisica dos grdos de soja influencia na producdo do
biopolimero, o cultivar BRS 1001 IPRO foi cominuido para alteracdo da estrutura integral
dos gréos de soja (Figura 20). A dimensdo dos granulos na fracdo fina foi de até 1,00 mm,

na fracdo média de 1,00 mm a 2,00 mm e na fracéo grossa de 2,00 a 4,75 mm.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095965262030295X#bib40

Figura 20 - Cominuigéo dos gréos de soja do cultivar BRS 1001 IPRO, safra 2016.

Fracdo fina (A), fracdo média (B) e fracdo grossa (C).
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Os grdos cominuidos produziram 1938,8 mg L1, 2253,2 mg L™ e 2721,5 mg L do
biopolimero, respectivamente, fracdo fina, média e grossa (Figura 21). Estes valores de
producdo do biopolimero possuem diferenca estatisticamente significativa nas medias

(p<0,05) quando comparados com os graos de estrutura integral da mesma soja e safra.

Figura 21 - Producao de y-PGA por Bacillus licheniformis em substrato (BRS 1001 IPRO,

safra 2016) com diferentes fracdes.
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Todos os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e as diferentes letras indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).

A cominuicdo dos grdos de soja aumentou a producdo de y-PGA em todas as
fragbes, quando comparado com o grdo de estrutura integral. Um tamanho menor de
particulas sélidas de substrato fornece uma maior area de superficie. Esta area ampliada é
atil para transferéncia de massa, aumentando a afinidade do substrato com as células
microbianas (NIE et al., 2015).

Grdos de soja possuem o tegumento que € uma barreia a entrada dos
microrganismos. O revestimento de grdos de soja apresenta caracteristicas que Ihe confere
resisténcia mecanica e impermeabilidade a dgua, com objetivo de regular o metabolismo,
crescimento e desenvolvimento dos tecidos internos da semente (MURRAY, 1979).

Durante a imersdo dos grdos de soja em agua a camada protetora foi rompida
parcialmente. Quando o grdo de soja sofre cominuicdo esta camada protetora é rompida
totalmente e o conteldo interno exposto completamente. Internamente o0s grdos séo

compostos pelo tecido de reserva, que é constituido de carboidratos, lipidios e proteinas.
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Com o0s nutrientes disponibilizados em abundancia aos microrganismos, estes
intensificaram a producédo do biopolimero.

Contudo, a granulometria das particulas também interferiu na fermentacdo. Na
fracdo fina foi observada a menor producdo de y-PGA, seguida da fragdo média e grossa. O
menor tamanho das particulas, apesar de possuir maior area de superficie, compactou o
material em fermentagdo, reduzindo a aeragdo de todo o conteldo e a producdo do
biopolimero. O aumento de suprimento de oxigénio para ceélulas microbianas,
principalmente durante a fase exponencial, melhora o rendimento da produgdo de y-PGA,
sendo este um fator importante na producdo do biopolimero (SILVA et al., 2014;
SONG et al., 2019).

Com o aumento no tamanho das particulas houve também aumento na aeracdo
durante a fermentacdo, como se observou nas fracbes meédia e grossa. A fracdo fina e
média possuem diferenca estatisticamente significativa nas médias (p<0,05) quando
comparados com a fragdo grossa.

Nie et al. (2015) estudaram a influéncia do tamanho das particulas do substrato de
soja (soja integral, "4 da soja integral e farelo de soja) na producdo de y-PGA, e
constataram que um tamanho menor das particulas propiciou elevacdo da producdo do
biopolimero. Entretanto, o autor descreve que o menor tamanho das particulas poderia
inibir a sintese de metabdlitos pelo blogueio do fluxo de ar. Para reduzir estes efeitos
cascas de arroz foram adicionadas ao farelo de soja, melhorando a permeabilidade ao ar, o
calor dissipado e acelerando a transferéncia de massa do substrato e produto.

A selecdo de um substrato adequado é um fator critico para FES, pois o substrato
ndo é apenas nutriente, mas também suporte para crescimento que permite a transferéncia
de oxigénio e dispersdo de calor. Além disto o substrato deve possuir alto teor de proteinas,
fonte de carbono e baixo custo (Xu et al., 2005).

Na FES, Xu et al. (2005°) utilizaram farelo de trigo para aumentar a aeracio e
intensificar a taxa de consumo da torta de soja em pd que continha alto teor de proteinas.
Os autores utilizaram B. subtilis CCTCC202048 na FES e atingiram producédo a de y-PGA
de 17,89 g/kg e 19,30 g/kg na proporcdo de torta de soja em po e farelo de trigo de
1:1 (p/p) e 11:9 (p/p), respectivamente. A baixa aeracdo em FES tem efeito prejudicial ao
metabolismo microbiano, e € importante o equilibrio entre tamanho das particulas e fluxo
de ar (NIE et al., 2015).

Song et al. (2019) afirmam que a utilizacdo de substitutos economicamente mais

baratos que 0s componentes quimicos para 0s meios, reduzem consideravelmente 0s custos
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de producdo de y-PGA. O autor exemplifica descrevendo que a substituicdo da sacarose

pelo farelo de arroz pode reduzir os custos de producdo em média a fator de 10.

5.4 Maximizacao da producio de y-PGA

A avaliacdo dos fatores (teor inicial de umidade, volume do in6culo, quantidade de
substrato e temperatura) foi realizada utilizando Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), consistindo em 31 ensaios incluindo 7 repeticdes no ponto central e 8
pontos axiais com alfa 2,0. O DCCR compreende o planejamento fatorial com dois niveis
adicionado de pontos centrais e axiais necessarios para estimar a curvatura e a interacéo
entre os efeitos. (KENNEDY, KROUSE, 1999). A Tabela 8 apresenta os valores originais
para os 4 fatores avaliados e a produgdo de y-PGA (mg L) obtida para cada ensaio apds
48 h de cultivo. A maximizagdo da producdo de y-PGA foi realizada com o cultivar
BRS 1001 IPRO, safra 2016, cominuido na fragdo grossa.

Tabela 8 - Matriz do DCCR para 4 fatores e valores obtidos na producéo de y-PGA em
48 h de fermentacdo em modo estatico (continua)

Ensaio X1 X2 X3 Xa v-PGA (mg L?)
1 45 15 10 33 3094,9
2 55 15 10 33 727,8
3 45 25 10 33 3620,2
4 55 25 10 33 1867,1
5 45 15 20 33 27025
6 55 15 20 33 2791,1
7 45 25 20 33 3746,8
8 55 25 20 33 2867,1
9 45 15 10 37 14747

10 55 15 10 37 2981,0
11 45 25 10 37 3835,4
12 55 25 10 37 3284.8
13 45 15 20 37 1538,0
14 55 15 20 37 2588,6
15 45 25 20 37 4189,9
16 55 25 20 37 2310,1
17 40 20 15 35 4202,5



Tabela 8 - Matriz do DCCR para 4 fatores e valores obtidos na produgio de y-PGA em

48 h de fermentacdo em modo estatico (concluséo)

Ensaio X1 X2 X3 Xa v-PGA (mg L?)
18 60 20 15 35 1886,1
19 50 10 15 35 943,0
20 50 30 15 35 2924.0
21 50 20 5 35 2025,3
22 50 20 25 35 2670,9
23 50 20 15 31 1303,8
24 50 20 15 39 3113,9
25 50 20 15 35 3354,4
26 50 20 15 35 911,4
27 50 20 15 35 4139,2
28 50 20 15 35 3107,6
29 50 20 15 35 3898,7
30 50 20 15 35 3360,7
31 50 20 15 35 3348,1

x1: Teor inicial de umidade (%); x2: Volume do in6culo (%); x3: Quantidade de substrato (g);

X4: Temperatura (°C).
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A avaliagdo dos fatores e suas interacGes foi realizada através do valor de

significancia (p<0,05) (Tabela 9) e os resultados estatisticamente significativos obtidos no

DCCR foram submetidos a anélise de variancia (Tabela 10).

Tabela 9 - Estimativas dos coeficientes das variaveis, estatistica de teste T e valor de p

(continua)

Fator Coeficiente  Valor-T  Valor-p
X1 -785 -2,22 0,041*
X2 982 2,78 0,013*
X3 262 0,74 0,470
X4 367 1,04 0,314

X1X1 113 0,17 0,864

X2X2 -998 -1,54 0,143

X3X3 -584 -0,90 0,381

X4X4 -723 -1,12 0,281

X1X2 -1335 -1,54 0,142
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Tabela 9 - Estimativas dos coeficientes das variaveis, estatistica de teste T e valor de p

(concluséo)

Fator Coeficiente Valor-T  Valor-p

X1X3 386 0,45 0,662
X1X4 1259 1,45 0,165
X2X3 -209 -0,24 0,812
X2Xa4 563 0,65 0,524
X3X4 -937 -1,08 0,295

x1: Teor inicial de umidade (%); x2: Volume do indculo (%); Xs: Quantidade de substrato (g);
X4: Temperatura (°C). *Fator significativo (p<0,05).

O ensaio 17 apresentou a maior producio do biopolimero de 4202,5 mg L com os
valores de umidade em 40%, volume do in6culo de 20%, 15 g de substrato e 35 °C de
temperatura da fermentacdo. A andlise de significancia estatistica mostra que os fatores
teor de umidade (p= 0,041) e volume do in6culo (p = 0,013) sdo significativos na
produgdo de y-PGA. Para determinar os valores 6timos dos fatores uma equacdo de
regressdo em unidades ndo codificadas foi obtida (Equacdo 2) a partir dos dados
significativos do DCCR.

y-PGA (mg L) = 4696 — (78,5*Umidade + 98,2*Indculo)
Equacéo 2

Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressdo para a producdo de

v-PGA em 48 h
Fonte de variacao GL SQ QM F Valor-p
Modelo 2 9482301 4741151 6,34 0,005
Linear 2 9482301 4741151 6,34 0,005
Umidade (%) 1 3695562 3695562 4,94 0,034
Inéculo (%) 1 5786740 5786740 7,74 0,010
Erro 28 20934536 747662
Falta de ajuste 22 14257424 648065 0,58 0,836
Erro Puro 6 6677112 1112852
Total 30 30416838

GL.: grau de liberdade; SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio; F: estatistica F (Fisher-Snedecor).
R? =31,14%
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Para ado¢do do modelo a significancia da regressdo e o ajuste de dados
experimentais foram utilizados como critérios. A analise de variancia mostrou que o
modelo € significativo (p = 0,005), além de apresentar falta de ajuste dos dados
experimentais ndo significativo (p = 0,836). Estes resultados sugerem que o modelo
proposto se apresenta satisfatorio.

O diagrama de contorno gerado pelo modelo é apresentado na Figura 22. Por meio
do diagrama de contorno € possivel observar o comportamento das variaveis independentes
e avaliar o impacto destas na producdo do biopolimero. A otimizacdo dos fatores
significativos prevista pelo modelo indiciou produgdo maxima de y-PGA de 4502,7 mg L%,
quando o teor inicial de umidade e volume do inoculo fossem 40% e 30%,
respectivamente. Foi realizada a validacao experimental do modelo utilizando as condi¢Ges
Otimas previstas, além de 20 g de substrato e 37 °C de temperatura, valores que
apresentaram maior producéo do biopolimero na matriz do DCCR, resultando em producgéo

de 4400,8 mg L* de y-PGA, ou seja, valor proximo ao previsto pelo modelo.

Figura 22 - Gréafico de contorno para a resposta (produgdo de y-PGA) em funcdo dos

fatores (indculo e umidade).
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Bacillus licheniformis na FES teve rendimento na producdo de vy-PGA,
aproximadamente, 125 vezes superior a FS no periodo de 48 h, quando otimizado. Isto
resultou na melhora da produtividade de y-PGA, elevando de 0,73 mg L™ h'* (FS) para
91,70 mg Lt h' (FES).

Xu et al. (2005°) também otimizaram a producdo de y-PGA em FES utilizando
B. subtilis CCTCC202048. Os fatores otimizados foram a composi¢do do substrato, teor
inicial de umidade, temperatura de incubacdo, periodo de fermentacdo e nutrientes
adicionais. A produ¢do maxima de y-PGA obtida foi de 83,61 g/kg, quando se utilizou
como substrato torta de soja em pé e farelo de trigo, com teor de umidade inicial de 65%, e
suplementado com glutamato (40,14 g/kg), éacido citrico (18,50 g/kg), nitrato de
amonio (20,05 g/kg) e outros sais, e incubados a 40 °C por 42 h. O rendimento foi quatro
vezes superior ao antes da otimizacéo.

A partir de experimentos de fator unico Fang et al. (2020) utilizando farinha de
soja, talo de milho e glutamato monossddico industrial como substrato, aumentaram a
producao de y-PGA otimizando o teor de umidade inicial do substrato, concentracdo do
inoculo e temperatura, e encontraram maior producdo de y-PGA com, respectivamente,
65%, 7% e 35 °C.
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6 CONCLUSOES

A velocidade especifica de crescimento de B. subtilis e B. licheniformis foi maior
em caldo nutriente, quando comparado ao caldo E.

A ativacdo dos microrganismos em diferentes pré-indculos alterou a producdo de
v-PGA em caldo E, sendo o pré-inéculo em caldo nutriente mais vantajoso.

Os microrganismos apresentaram baixa producdo de y-PGA em fermentacdo
submersa. O maior potencial de produ¢do de y-PGA foi demonstrado pela bactéria

B. licheniformis com 398,1 mg L. O cultivo em consdrcio microbiano ndo interferiu

positivamente na produ¢do de y-PGA, uma vez que as bactérias apresentaram resultados
superiores em culturas separadas. Bacillus licheniformis pode ser considerada uma bactéria
independente do acido L-glutimico, uma vez que é capaz de produzir y-PGA na auséncia
de &cido L-glutamico, a base de glicose, sacarose e glicerol.

A variagdo genética dos cultivares de soja ndo influenciou significativamente na
concentracdo de proteinas. Entretanto, 0 aumento da pluviosidade no periodo de cultivo
determinou o maior teor de proteinas nos graos de soja.

Neste estudo os cultivares BRS 232, BRS 360 RR e BRS 1001 IPRO da safra 2016
apresentaram maior potencial como substrato na FES por possuirem elevada concentracéo
de proteinas totais, o que induziu o aumento da producdo de y-PGA.

A estrutura fisica do grdo de soja influenciou na producdo do biopolimero. A
cominui¢do da soja aumentou a produgdo de y-PGA, sendo que na fracdo grossa a
producéo foi maior com 2721,5 mg L. A cominuicdo permitiu a disponibilizacdo maior
de nutriente aos microrganismos, e a fracdo grossa reduziu o impacto da compactagao,
permitindo a aeracdo do substrato.

O teor inicial de umidade e volume do inoculo foram considerados fatores
significativos para a produgdo de y-PGA em FES. A otimizacédo dos fatores significativos
ampliou a producdo de y-PGA para 4400,8 mg L* na fermentagao em estado slido.

Este trabalho demostrou que a pluviosidade, no periodo de cultivo da soja, tem
maior influéncia na produgdo de y-PGA em FES, que as caracteristicas genéticas, e a
escolha de um cultivar de soja especifico para a produgao de y-PGA é irrelevante.
Conclui-se que para uma maior producdo de y-PGA, B. licheniformis deve ser ativado em
pré-indculo em caldo nutriente, os grdos de soja cominuidos em fracdo grossa e teor inicial

de umidade e volume do indculo ajustados para a FES.
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APENDICE 1

Postos pluviométricos utilizados no levantamento dos dados de precipitagéo total.

Municipio Posto Pluviométrico
. B6-025
Altair (SP) B6-057
B5-040
Migueldpolis (SP) B5-052
B4-034
Matéo (SP) C5-074
Nova Europa (SP) C5-048
C5-012
C5-017
Araraquara (SP) C5-050
C5-124
C5-125

Estacdes utilizadas no levantamento dos dados de temperatura média compensada.

Municipio Estacédo

. 83623

Altair (SP) 83676

Migueldpolis (SP) 83630
Matéo (SP)

Nova Europa (SP) 83726

Araraquara (SP)
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ANEXO 1

Exemplo de algumas caracteristicas diferenciais entre espécies do género Bacillus.

B. subtilis B. licheniformis
Crescimento anaerébio - +
Crescimento em:
50°C v +
65 °C - -
Reacdo da gema do ovo - -
Hidrolise da caseina + +
Hidrdlise de amido + +
Arginina diidrolase - +
Producéo de indol - -
Hidrolise da gelatina + +
Reducdo de nitrato + +
Gés de carboidratos - -
Formacao de acido por:
D-arabinose - -
Glicerol + +
Glicogénio + +
Inuilina (+) %
Mantiol + +
Salicina + +
D-trealose + +
Glicose + nd
Degradagéo da tirosina - +

Fonte: Rabinovitch e Oliveira (2015), modificado.

Simbolos. +: >85% positivo; (+): 75% ou 84% positivo; v, variavel (26% a 74% positivo); -: 0 a 15%
positivo. Arginina diidrolase, producdo de indol, hidrélise da gelatina, reducdo do nitrato, sdo reacoes
determinadas com o emprego de tiras do API20 E (bioMérieux). Reacbes de carboidratos sdo determinadas
com o emprego de APl 50(bioMérieux).



