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RESUMO

O acido y-poliglutamico (y-PGA) € uma homopoliamida composta por unidades de D- e L- de
acido glutdmico. Trata-se de biopolimero anidnico que possui propriedades como solubilidade
em agua, atoxicidade, além de ser comestivel e biodegradavel. Devido a estas propriedades,
possui muitas aplicacbes ambientais, dentre elas, o uso como incremento ao processo de
floculacéo, no tratamento de agua. O acido y-poliglutdmico pode ser produzido, através da
fermentacgdo da soja utilizando-se da bactéria Bacillus subtilis encontrada em alimentos como
0 natto, consumido como iguaria no Japdo. Grande parte das aplicacGes de biopolimeros esta
diretamente envolvida com seu potencial de resposta as alteracbes do meio em gue se encontram
dissolvidos. Uma abordagem voltada ao entendimento das alterac@es estruturais, conformacdes
e associacgdes de cadeias poliméricas apresenta alto interesse cientifico, assim como aplicaces
praticas. O objetivo deste trabalho volta-se pela extragdo e quantificagdo do acido y-
poliglutdmico de produtos comerciais, natto e PGa21Ca, para estudos como agente floculante.
Observou-se diferenga expressiva, na producdo de acido y-poliglutdmico, em marcas distintas
de natto. A metodologia de extracdo y-PGA que representou maior eficiéncia foi atraves do uso
de metanol refrigerado como agente de precipitacdo, onde em apenas uma extracdo obteve-se
o0 biopolimero com atividade floculante, quando comparado a extracdo com o alcool etilico e
acetona. Quanto ao método de extracdo de y-PGA do PGo21Ca, a extracdo por alcool etilico
apresentou-se eficiente na separacdo do acido y-poliglutdmico, sendo observado apenas

pequeno residual de célcio.

Palavras-chave: acido y-poliglutdmico, natto, extragdo com solventes, biopolimero
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ABSTRACT

The y-polyglutamic acid (y-PGA) is a homopolyamide composed of D- and L- units of glutamic
acid. It is anionic biopolymer that has properties such as water solubility, no toxicity, in addition
to being edible and biodegradable. Due to these properties, it has many environmental
applications, among them, the use as an increment to the flocculation process, in the treatment
of water. y-polyglutamic acid can be produced by fermenting soybeans using Bacillus subtilis
bacteria found in foods such as natto, consumed as a delicacy in Japan. Most applications of
biopolymers are directly involved with their potential to respond to changes from the
environment in which they are dissolved. An approach aimed at understanding the structural
changes, conformations and associations of polymer chains presents a high scientific interest,
as well as practical applications. The objective of this work is the extraction and quantification
of y-polyglutamic acid from commercial products, natto and PGa21Ca, for studies as a
flocculating agent. There was an expressive difference in the production of y-polyglutamic acid
in different natto brands. The methodology of y-PGA extraction that represented greater
efficiency was through the use of cooled methanol as a precipitation agent, where in only one
extraction was obtained the biopolymer with flocculating activity, when compared to the
extraction with ethyl alcohol and acetone. As for the y-PGA extraction method of PGa21Ca,
the ethyl alcohol extraction was efficient in the separation of the y-polyglutamic acid, with only

small residual of calcium being observed.

Keywords: y-polyglutamic acid, natto, solvent extraction, biopolymer
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1 INTRODUCAO

A qualidade da &gua relaciona-se com a presenca de substancias e microrganismos
responsaveis por alterar os parametros representados pelas caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas, em que esses padrdes de qualidade séo diretamente dependentes da finalidade a qual
se destina a &gua (VON SPERLING, 2005). Para abastecimento publico, se faz necessario que
0s constituintes das aguas naturais que sao prejudiciais a saude, sejam removidos ou tenham
sua concentracao reduzida.

Polimeros sintéticos sdo utilizados no tratamento de dgua para abastecimento publico
como auxiliares de floculacéo e sdo empregados, essencialmente, para aumentar a velocidade
de sedimentacdo e reduzir a acdo de forcas cisalhantes nos flocos, diminuir a dosagem de
coagulante primario e como auxiliares de filtracdo (DANTAS; DI BERNARDO, 2005).

Polimeros sdo macromoléculas formadas por dezenas de milhares de unidades de
repeticdo (mondmeros), ligados por uma ligacdo covalente, resultando em material de alta
massa molar (CANEVAROLO JUNIOR, 2006). Em tratamento de agua, polimeros organicos,
sintéticos ou naturais, sdo responsaveis pela formacdo de pontes de ligacdo entre particulas
coloidais neutralizadas, sendo utilizados como agentes estabilizantes (CAPELETTE, 2011).

Nesse contexto, surge a busca pelo desenvolvimento de novos materiais biodegradaveis,
biocompativeis e que se mostrem tdo eficientes quanto os convencionais no tratamento de agua,
como biopolimeros, que aparecem como alternativa de substituicio aos produtos
tradicionalmente utilizados pelo mercado.

De acordo com a ABNT NBR 15448-1, biopolimeros sdo materiais que possuem sua
origem em processos que utilizam como matéria-prima produtos oriundos de fontes renovaveis,
como milho, quitina, celulose, soja, entre outros. Pela norma ASTM D6400-04, esses produtos
sdo considerados biodegradaveis quando sua decomposicao ocorre por processo bacterioldgico,
por fungos ou pela acdo de algas. A biodegradacéo é, portanto, o resultado da acdo enzimatica
resultante de atividade biologica em material organico onde a decomposi¢do do material resulta
em didxido de carbono, agua, metano e compostos inorganicos simples ou biomassa.

O éacido y-poliglutimico (y-PGA) é um biopolimero anidnico, soluvel em &gua,
biodegradavel, biocompativel e atdxico, obtido a partir de bactérias do género Bacillus, através
de processos fermentativos (BRITO, 2014). Outro fator importante, € a necessidade de ser

obtido de fonte renovavel, como a soja, 0 que o torna promissor para aplicacdo industrial.
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No tratamento de agua, o y-PGA pode ser usado como biofloculante ou como quelante
de metais, removendo metais tracos e radionucleotideos (SHIH, VAN, 2001). Devido a sua
solubilidade em agua, o y-PGA pode substituir floculantes comerciais, como poliacrilamida e
acidos poliacrilicos, que geram carga poluente (ARPAL, 2004). Devido a essa caracteristica, 0
uso do y-PGA tem sido descrito por diversos pesquisadores no tratamento de agua para
abastecimento publico. Nesses estudos, o incremento da atividade floculante ocorre quando
cations multivalentes sdo adicionados ao sistema (YOKOI et al., 1996). A modificacdo na
molécula de y-PGA também pode aumentar a atividade do polimero como agente floculante
(KUNIOKA, 2004; TANIGUCHI et al., 2005). A partir do uso de reagentes indutores de
ligagdes cruzadas ou uso de radiagao gama ¢é possivel sintetizar hidrogéis de y-PGA com maior
atividade floculante (OPPERMAN-SANIO; STEINBUCHEL, 2002).

Algumas companhias produzem comercialmente o acido y-poliglutdmico como a
Ajinomoto Co., a Nippon Poly-Glu Co., a Natto Biosciences e a Shandong Freda
Biotechnology. A Nippon Poly-Glu Co. comercializa produtos, para tratamento de &guas e
suplementos funcionais a base de y-PGA (NIPPON POLY-GLU, 2015; BRITO, 2014).

O objetivo deste trabalho volta-se para a extra¢ao de acido y-poliglutdmico utilizando-
se de soja fermentada, o natto. Como objetivos especificos espera-se estabelecer parametros
ideais para extracdo de y-PGA através da determinacdo de solvente mais eficiente no processo
de precipitacdo do biopolimero, assim como, entender sua propriedade floculante, bem como

efetuar caracterizagdo fisico-quimica do produto PGa21Ca, da Nippon Poly-Glu Co.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Acido y-poliglutamico

O é&cido y-poliglutdmico € um produto exclusivo do metabolismo microbiano, obtido
por sintese enzimética principalmente pelo Bacillus subtilis, sendo que uma metodologia para
sintese quimica do y-PGA ¢ inexistente at¢é o momento (SHIH; VAN, 2001; NAGAI,
TAMANG, 2010). Em 1905, o pesquisador Sawamura isolou a bactéria gram positiva Bacillus
natto e, posteriormente, constatou a presenga de acido y-poliglutdmico no natto (KUNIOKA,
1997). Em 1937, Ivanovics e Bruckner encontraram como componente da capsula de Bacillus
anthracis o y-PGA. No ano de 1942, Bovarnick identificou que o y-PGA poderia ser produzido
em caldo de cultura por outro microrganismo, Bacillus subtilis, em fermentacdo submersa e em
estado sdlido.

Biopolimeros constituidos de aminoacidos sdo muito semelhantes as proteinas.
Entretanto, nas moléculas de proteinas, a sintese € realizada a partir das informacdes contidas
no DNA onde diferentes aminoacidos que as compdem sdo orientados em sequéncia especifica,
enquanto nos poliaminoacidos biossintetizados, a polimerizacao é efetuada a partir de um Unico
aminoécido (KUNIOKA, 1997).

As proteinas sdo constituidas de varios tipos de aminoacidos e possuem ligacdo amida
somente, entre os grupos o-amino e a-carboxilico, ja as homopoliamidas sdo constituidas de
apenas um tipo de aminoacido e a ligacdo amida, pode ocorrer entre os grupos B- e y-
carboxilicos e e-aminicos (BAJAJ; SINGHAL, 2011; CANDELA; FOUET, 2006). Em
biopolimeros, como o éacido y-poliglutdmico, o glutamato é sintetizado, independentemente,
dos ribossomos e polimerizado através de ligacbes amida, o que além de diferenciar
estruturalmente o y-PGA das proteinas, ainda o distingue quanto sua funcionalidade (SHI,
VAN, 2001).

Como representado pela estrutura quimica molecular (Figura 1), o acido y-poliglutamico
ocorre, naturalmente, na forma de homopoliamida composta por unidades de D- e L- 4cido
glutdmico, as unidades monoméricas estdo conectadas por ligacdes amidas entre o grupo a-
amino e grupo y-carboxilico (GOTO; KUNIOKA, 1992; DE CESARO, 2013). Por possuir essa
ligacdo amida entre os grupos a e v, o acido y-poliglutamico apresenta resisténcia as proteases,
que é o processo de quebra das ligagdes peptidicas, vistos que estas sdo capazes de agir apenas

sobre ligagdes entre grupos o, como no caso das proteinas (CANDELA; FOUET, 2006).
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Figura 1 - Estrutura quimica molecular do acido y-poliglutdmico
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Fonte: Candela; Fouet (2006)

A conformacdo estrutural de um polimero define-se pelo arranjo geométrico de
atomos que formam a molécula (CANEVAROLO, 2006). A variagdo da concentracdo do y-
PGA puro em solucdo, temperatura e pH sdo fatores responsaveis por sua variacdo da
conformacdo estrutural, influenciada pela ionizacdo de suas cadeias laterais. Em pH &cido e
temperatura de 25 °C, o y-PGA encontra-se em conformagdo de a-hélice, estabilizada por
ligagbes de hidrogénio intramoleculares (KREJTSCHI; HAUSER, 2011). Essas ligacdes
intramoleculares de hidrogénio correspondem as interacdes de um grupo doador e outro
receptor de proton, na mesma molécula (KOLLMAN; ALLEN, 1972).

Em cadeias poliméricas, tém-se as ligagcBes primarias ou intramoleculares, que
correspondem as ligacdes dentro da mesma molécula, e caracterizadas como ligagdes fortes. As
ligacGes intermoleculares, ou secundarias, que podem ser forca de Van der Waals e pontes de
hidrogénio sé&o forgas moleculares mais fracas, estabelecida entre diferentes cadeias poliméricas

ou segmentos da mesma cadeia (CANEVAROLO, 2006). As ligacBes de hidrogénio sdo de
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suma importancia, para a estabilizacdo e a conformacéo estrutural de macromoléculas
(REICHARDT, 2004).

Em pH superior a 6,5, as moléculas de y-PGA encontram-se na conformacao
randomica, sendo que a variacdo da temperatura ndo provoca mudangas significativas na
conformacéo estrutural (KREJTSCHI; HAUSER, 2011).

Uma vez que o acido y-poliglutamico apresenta diferentes propriedades bioquimicas,
este polimero pode desempenhar diferentes fungdes, dependendo do organismo e do ambiente
(BUESCHER; MARGARITIS, 2007; CANDELA; FOUET, 2006).

A limitacdo da producdo do y-PGA, em decorréncia do aumento da viscosidade de
meios de cultivo liquidos e, também, a busca de substratos de baixo custo, tem levado ao
desenvolvimento de processos de cultivo em estado solido (CES). No entanto, relatos sobre a
produgdo de y-PGA em CES sdo menos frequentes, citados nos trabalhos de Oh et al. (2007),
Xu et al. (2005), Chen et al. (20054, b).

O acido y-poliglutdmico é biomaterial de representativa aplicabilidade devido a sua
elevada solubilidade e biodegradabilidade. A producdo em escala comercial do y-PGA ja vem
sendo realizada através da fermentacdo extracelular de bactérias, em fontes renovaveis, como
substrato de soja (SHIH; VAN, 2001). Assim, alguns estudos ja direcionam sua aplicacdo como
floculante (BHUNIA et al., 2012; YOKOI et al., 1996 SHIH et al., 2001). Um nUmero
expressivo sobre a producéo e aplicacdo de y-PGA tem sido realizado, como exemplificado
pelo Quadro 1 (BAJAJ; SINGHAL, 2011).
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Quadro 1 - Principais aplicagdes de acido y-poliglutdmico

Aplicacédo Vantagens
Biofloculante Alta capacidade de flocular diversas particulas coloidais em
agua.
Em razdo de grupos carboxilicos, o y-PGA oferece pontos de
Veicular de fa&rmaco fixacdo para fa&rmaco. Seu produto de degradagdo é o acido

glutdmico, que faz parte do metabolismo das células e ndo
precisa ser excretado pelos rins.

Adesivos bioldgicos O y-PGA apresenta grande adeséo e pode substituir a cola de
fibrina, na adeséo de tecido em cirurgia.

Construcdo de tecido e | Associado a quitosana, o y-PGA aumenta eficiéncia na

proliferacdo de célula construcdo de base, para novos tecidos e células.

Cosmético Pode aumentar a capacidade hidratante, esfoliante e de
antienvelhecimento.

Industria alimenticia Aumenta a absorcao de célcio e minerais, como o fosforo, pelo

intestino. Pode ser empregado em estabilizante de sorvete,
além de melhorar a textura de macarrao e pao.

Adsorcao de metal O y-PGA tem se mostrado altamente eficiente na adsorcéo e
complexacdo de metais como Ni*?, Cu*?, Mn*? e AI*® em
aguas contaminadas.

Agricultura Fertilizantes com y-PGA em sua formulagdo resultam em
liberacdo lenta de nitrogénio reativo para o substrato.
Pléstico biodegradavel Através da modificacdo estrutural do y-PGA, utilizando de

radiacdes que induzem ligacdes cruzadas, € possivel utilizar o
biopolimero como principal componente na producdo de
plasticos biodegradaveis.

Crioprotetor Devido a seu elevado teor de aminoacidos acidificados, o y-
PGA apresenta alto potencial anticongelamento.
Agente de contraste Aumento na eficiéncia da identificagdo de carcinomas, atraves

de ressonancia magnética.
Fonte: Adaptado de Bajaj; Singhal (2011)

A produgio do y-PGA é realizada através de bioprocesso, extracelularmente, tendo como
principais produtores bactérias do género Bacillus, especialmente as espécies B. licheniformis,
B. subtilis, B. megaterium, B. pumilus, B. mojavensis e B. amyloliquefaciens (HEZAYEN et al.,
2001). O y-PGA e produzido por microrganismos para finalidades diversas. Em alguns casos,
0 biopolimero atua como reserva nutritiva, em razdo da alta quantidade de carbono e nitrogénio
presente na macromolécula. Nos meios onde ocorre baixa disponibilidade de nutriente, o
microrganismo produz e excreta enzimas com a finalidade de clivar a molécula do biopolimero,
disponibilizando-o como fonte energética (DE CESARO, 2013; KIMURA et al., 2004).

O biopolimero também € responsavel por atuar como quelante de metais do meio,
aumentando a resisténcia da bactéria excretora. Em algumas bactérias, o y-PGA atua em suas

superficies, permitindo a elas escapar do processo de fagocitose, agindo assim, na protecdo de
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agentes patogénicos, como B. anthracis, contra o sistema imune do hospedeiro (BAJAJ;
SINGHAL, 2011). Em meios com alta concentragao salina, o y-PGA atua na neutralizacdo do
pH do meio, evitando a desidratacdo de Bacillus (ASHIUCHI; MISONO, 2002).

A biossintese do y-PGA efetuada por bactéria é realizada em dois momentos distintos: no
primeiro, 0 mondmero L- e D- &cido glutdmico é sintetizado para, no segundo momento, ser
unido formando o bipolimero (BAJAJ; SINGHAL, 2011). A nomenclatura para 0s genes
envolvidos na sintese de y-PGA volta-se para sua retencdo ou a liberacdo para 0 meio
extracelular. Se estiver associado com a superficie da bactéria e constituir-se na capsula, 0s
genes sdo nomeados “cap”, como ocorre em B. anthracis. Ja para B. subitlis encontrado no
natto, o y-PGA é excretado para 0 meio extracelular e os genes correspondentes a producdo e
transporte do acido y-poliglutdmico sao “pgs”, descritos de acordo com a Figura 2 (CANDELA,;
FOUET, 2006).

Figura 2 - Genes associados a sintese do y-PGA em B. subitlis

— Liberacio de y-
> pgsB >> pgsC >> pgsAA>> PgsE >> pgssS > ;éﬁfiﬁomeeig

extracelular

Fonte: Adaptado de Candela; Fouet 2006

A producdo celular do y-PGA inicia-se pela geracdo de energia para o processo de
polimerizacdo, através da acdo da molécula ATP, responsavel pela ativacdo do glutamato que,
em seguida, é transferido para proteina e, posteriormente, para o filamento de y-PGA. No caso
de B. subitllis, o biopolimero torna-se completamente liberado para 0 meio extracelular e a
subunidade PgsS é a facilitadora do transporte (CANDELA; FOUET, 2006).

2.2 Precipitagdo pela acdo de solventes

As forcas intermoleculares permitem a interacdo de particulas entre diferentes
substancias. No caso de dissolucGes, tém-se que caso as forgas de atuagdo entre ions de um

soluto e as moléculas de um solvente forem superiores a forca responsavel pela unido dos ions
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desse soluto, ocorre a solubilizacéo da substancia, e seré tanto mais facil a solubilizacdo quanto
maior for a diferenca entre as duas forcas (FELTRE, 2004).

A precipitacdo de determinadas substancias em solucdo esta diretamente ligada a
interacdo entre o solvente e as interacdes intramoleculares (KARP, 2005).

A precipitacdo de substancias como proteinas em solucdo se da de diversas formas,
como por exemplo, através do efeito da forga i6nica ou pela acdo de solventes organicos
(KARP, 2005).

Solventes misciveis em agua, como metanol, acetona e etanol, sdo bons agentes
precipitantes (LIMA, 2008). O método de precipitacdo utilizando solventes organicos
refrigerados foi fundamentado por Edwin Joseph Cohn, na década de 40. Essa metodologia
baseou-se na precipitacdo proteica do plasma humano pelo etanol, induzida pela mudanca da
solubilidade das proteinas e é dependente das seguintes variaveis: forca idnica, pH, temperatura

e concentracdo em solvente (Tabela 2) (COHN et al., 1946).

Tabela 2 - Propriedades dos solventes utilizados na extragdo de y-PGA

Solvente Foérmula Massa Log-Kow €
Quimica Molecular
Acetona C3HeO 58,08 -0,24 20,7
Etanol C2HeO 46,07 -0,32 24,5
Metanol CH4O 32,04 -0,82 32,7

Legenda: coeficiente de particdo octanol-agua (log-Kow), constante dielétrica (¢) (Reichardt, 2004; Lange, 1979, National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), International Chemical Safety Cards (ICSC).

A constante dielétrica expressa a capacidade de um solvente em isolar cargas opostas
umas das outras de um determinado soluto (LEFFLER; GRUNWALD, 1963). Num processo
de solubilizacdo, os valores elevados de constante dielétrica representam a existéncia de pouca
forca de atracdo entre determinada substadncia no seio do solvente, sendo a dissolugéo
favorecida (REICHARDT, 2004). Para precipitacdo de biopolimeros, os solventes organicos
geram reducdo da constante dielétrica do meio aumentando as interacGes eletrostaticas
intramoleculares do soluto.

A forca ionica é fundamentada na determinacdo da prevaléncia de interacbes em
determinada solucdo. Ao adicionar sais, por exemplo, ocorre 0 processo de ionizacdo na
solucdo, que altera a forca ibnica. Para forca ibnica fraca, a interagcdo entre uma macromolécula
e o solvente prevalece, sendo a solubilizagdo favorecida. Com o aumento da forga ibnica, a
interacdo entre solvente e macromoléculas, como proteinas e biopolimeros, se torna fraca,

acarretando na precipitacao dessas substancias (KARP, 2005).
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O coeficiente de particdo representa a diferenca de solubilidade de determinada
substancia, ao ser submetida a um sistema bifasico imiscivel (BEDIENT et al., 1994). O
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) € definido como a razdo da concentracdo de
determinada substancia em n-octanol e agua, em equilibrio e a temperatura especifica
(HOWARD, 1990). Assume-se que a especiagdo molecular do soluto é a mesma em ambos 0s
solventes e que as solucBes sdo suficientemente diluidas (SANGSTER, 1997). A abordagem
mais pratica para estimar a solubilidade para estruturas diversas e complexas envolve o
logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua (log-Kow), que fornece o pardmetro de
interpretacéo referente ao caréater hidrofilico de determinada substancia. (MEYLAN, 1996).

Solventes que contém atomos de hidrogénio ligados a elementos eletronegativos séo
doadores de protons e designados como proticos. Nesse grupo se encontra, por exemplo, a agua,
etanol e o metanol. Solventes que sdo incapazes de doar prétons sdo denominados aproticos,
onde se enquadra a acetona (PARKER, 1963). Alguns solventes, como agua e etanol, podem
se comportar tanto como doadores de prétons quanto como receptores de proton, sendo
conhecidos como anféteros, e suas ligacdes de hidrogénio sdo fortemente influenciadas pela
temperatura da reacdo (REICHARDT, 2004).

Solventes apréticos dipolares, como a acetona, ndo sdo doadores de ligacBes de
hidrogénio, mas possuem alta permissividade relativa, que é a capacidade de determinada
substancia de se polarizar em um dado campo elétrico, maiores momentos de dipolo e valores
de escala empirica de polaridade de solventes intermediarios de 0,3 a 0,5. Apesar de ndo serem
doadores de ligacéo de hidrogénio, pois suas ligacdes C-H néo sdo suficientemente polarizadas,
eles sdo geralmente doadores de pares de elétrons e por isso eficientes no processo de
solvatagdo, devido a presenca de pares solitarios de elétrons (REICHARDT, 2004).

Na precipitacdo de proteinas utiliza-se de solventes organicos que apresentam
solubilidade em agua, como acetona, etanol e o metanol, e que, por possuirem constantes
dielétricas inferiores a da agua, reduzem o poder de solvatacdo, induzindo o processo de
precipitacao.

As cargas das particulas dispersas em solugdes originam-se através da formacgéo de
dupla camada de ions em sua superficie, devido a adsorcao seletiva de um dos ions do eletrolito
ou devido a ionizagdo de suas moléculas superficiais (LIMA, 2008).

Para processos que envolvam mecanismos de solubilizacdo, tém-se a o potencial de
interacdo w(r) entre duas moléculas dos soluto. A nivel molecular, aqui retratado como
interacbes presentes em solugdo, encontra-se a forca entre duas moléculas ou particulas,

representado pela Equacéo 1:
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F o a;‘;(r)
Equacéo 1
Onde:
F = Forca entre duas moléculas
w = Potencial de interacdo (KJ/mol)

r = Distancia entre as particulas (cm)

Como a derivada do potencial de interacdo sobre a derivada da distancia é relacionado
a forca entre duas moléculas ou particulas, e como forca pode realizar trabalho, w € designado
como energia disponivel. Em solugdo, considerando as forcas entre duas moléculas, diversas
interacdes que ndo existem em um sistema nado solubilizado, passam a existir (REICHARDT,
2004).

Portanto, enquanto duas moléculas podem atrair-se, elas também podem repelir-se em
determinado meio, caso o trabalho necessario ao deslocamento do solvente exceder o ganho
pela aproximacdo das moléculas do soluto (REICHARDT, 2004).

A precipitacdo de polimeros € facilitada pela reducdo da temperatura da solucéo,
ocasionada pela reducdo do raio de interacdo. Uma reducdo inicial para que o volume
hidrodindmico da solugdo polimérica atinja seu valor minimo, seguida de nova reducdo da
temperatura, ocasiona a precipitacdo de mais moléculas desse polimero presentes na solugédo
(CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

Surfactantes sdo moléculas compostas por uma extremidade polar ou hidrofilica e outra
apolar ou hidrofébica (NITSCHKE; PASTORE, 2002). O brometo de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) é um surfactante catidnico, que em solucbes aquosas, ao se ligar ao acido y-
poliglutamico, forma complexo de micelas do tipo insolGvel em &gua, altamente disperso,
resultando em aumento na turbidez (REICHARDT, 2004; ASHIUCHI, 2011). Micelas sdo
compostos anfifilicos, ou seja, com uma extremidade polar e outra apolar, que se agregam em
solugbes aquosas (REICHARDT, 2004). O comportamento hidrofobico de surfactantes,
permite a formacdo espontéanea de agregados, quando as concentra¢cdes do mesmo se encontram
acima da concentracdo micelar critica (CMC) (UEDA, 2006).
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2.3 Viscosidade de biopolimero

A viscosidade do fluido é a medida resultante do atrito interno, causada pelas forcas
coesivas entre as moléculas em diferentes camadas desse fluido, quando for¢adas a moverem-
se uma em relagdo a outra (CENGEL; CIMBALA; 2015). Ao submeter um fluido em
determinado escoamento, as moléculas presentes se expdem em diferentes velocidades,
colidindo entre si e gerando friccdo, que apresenta resisténcia ao escoamento. A viscosidade,
portanto, estd relacionada com a resisténcia interna oferecida ao movimento relativo das
diferentes partes desse fluido (RAO, 1999; LUCAS et al., 2001).

A 4gua apresenta baixos valores de viscosidade quando comparada, por exemplo, ao
Oleo utilizado em motores automotivos, ou seja, caso seja submetida a mesma forca de
escoamento, as forcas de coesdo presentes na agua apresentam menor resisténcia a forca
cisalhante e tensdo gerada pelo escoamento do que no éleo de motor (BAUER, 2010). No
Quadro 3 tem-se valores de viscosidade para diferentes substancias.
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Quadro 3 - Diferentes valores de viscosidade em fluidos

Material Viscosidade Fontes
Acetona 0,316 mPa.s
Etanol 1,2 mPa.s GEPEQ/USP (2007)
Metanol 0,55 mPa.s
Mercurio 1,5 mPa.s Bauer et al. (2013)
Ar 0,018 mPa.s
Glicerol 939,0 mPa.s Brito junior et al. (2013)
Fluido de perfuracao “drill-in” 33,0 mPa.s Neto et al. (2007)
Oleo de soja 59,0 mPa.s
Oleo de canola 73,1 mPa.s Brock et al. (2008)
Oleo de oliva 79,7 mPa.s
Gasolina 0,29 mPa.s
_ Cengel; Cimbala (2015)
Oleo de motor SAE 50 860,0 mPa.s
y-PGA (20 g L™1) 48h de cultivoem CES | 35,8 mPa.s De Cesaro (2013)

Polimeros sdo macromoléculas de alta massa molecular, constituidos pela repeti¢do de
unidades estruturais simples (AKCELRUD, 2007). Devido ao tamanho de cadeias e
enovelamento entre elas, a dificuldade de escoamento apresentada torna-se maior, resultando
em maior viscosidade. Algumas caracteristicas poliméricas sdo responsaveis por alterar o0s
valores de viscosidade em solugdes, como a natureza do solvente o tipo de estrutura molecular
do polimero, concentracdo, tensao e velocidade de cisalhamento e temperatura (LUCAS et al.,
2001).

A viscosidade de determinada solucdo aquosa contendo polimeros de origem bacteriana,
relaciona-se intrinsicamente com a rigidez das moléculas que compde a solugdo, que séo
diretamente ligadas a estrutura do polimero, que depende da bactéria responsavel pela sintese
e as condi¢Oes de cultivo que sdo adotadas (BRADSHAW et al., 1983).

Em contato com solventes poliméricos, a solubilizacdo é reversivel, acontecendo em
dois estagios. Inicialmente forma-se um gel, devido a difusdo das moléculas do solvente para
dentro da massa polimérica e, em seguida, com a adicdo de mais solvente, ocorre a

desintegracdo do gel formado e, consequente, geracao da solucdo verdadeira (CANEVAROLO



29

JUNIOR, 2006). A resisténcia a determinado escoamento em solugdo é muito maior devido ao
tamanho das cadeias poliméricas. Quando a tensdo é aplicada em fluido constituido por
macromoléculas, as cadeias esticam-se de forma a orientar no sentido do fluxo (LUCAS et al.,
2001).

Solugbes de biopolimeros bacterianos, geralmente, exibem propriedades
pseudoplésticas, viscoelésticas e com tensdo residual elevada (SUTHERLAND, 2001). No
inicio do cultivo, quando a concentragdo do y-PGA é baixa, 0 meio de cultivo comporta-se
como fluido newtoniano, onde a deformacéo é diretamente proporcional a tensdo aplicada, e
cresce de forma linear. Avancando o tempo e, consequentemente, a concentracdo do
biopolimero, o meio de cultivo assume caracteristicas de fluido pseudoplastico, onde a
viscosidade varia de acordo com o grau de deformacéo aplicado (BAJAJ; SINGHAL, 2011). O
acréscimo de polimero em determinada solucéo, responde por aumento direto nas condicdes de
viscosidade, de forma que quanto maior a concentracdo polimérica, maior sera a viscosidade
da solucdo. Uma presenca mais representativa de polimero realga a interacdo intermolecular e
entrelacamentos moleculares (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

De Cesaro (2013) constatou que a elevacdo da concentracdo de y-PGA em solucéo
aquosa resulta no aumento linear da viscosidade e observou que em cultivos de 48 h e 96 h, o
maior tempo de cultivo resulta em maior viscosidade. Esse resultado foi atribuido ao fato de
que ha maior distribuicdo da massa molar, em torno da massa molar média encontrada no
espalhamento de luz para o y-PGA obtido em cultivos de 96 h. Provavelmente, fragdes de massa
molares mais elevadas causem esse efeito na viscosidade.

O 4acido y-poliglutdmico liberado ao meio durante o processo fermentativo apresenta
elevada massa molar e sua presenca extracelular torna o meio viscoso. O aumento da
viscosidade dificulta a transferéncia de oxigénio, limitando a utilizacdo do gas pelo
microrganismo. Sendo as bactérias do género Bacillus aerdbias, essa viscosidade ira interferir
na producdo do biopolimero (YOON et al., 2000).

O caldo de fermentagdo durante a producdo de acido vy-poliglutamico exibe
comportamento pseudoplastico. A viscosidade inicial do caldo é newtoniana, mas o caldo
rapidamente torna-se ndo newtoniano, com fortes propriedades ao cisalhamento, conforme a
producéo bacteriana do y-PGA aumenta. Este comportamento pseudoplastico, durante a fase de
acumulacao do exopolissacarideo € comum na producéo de outros polimeros microbianos. A
massa molecular ¢ um parametro que se liga diretamente a viscosidade apresentantada por
determinado polimero em solug&o. A correlagéo entre a massa molar viscosimétrica média (vM)

e a viscosidade intrinseca de solugdes polimericas é descrito pela equagdo de Mark-Houwink:
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[n] = k- vM*“
Equacéo 2

Onde:
k e o sdo constantes, para determinado sistema de polimero/solvente/temperatura;
n é a viscosidade intrisica e

vM massa molar viscosimétrica média.

Em estudo desenvolvido por IRURZUN et al. (2001) por espalhamento de luz
combinado com cromatografia de permeacdo em gel foi estabelecida a relacdo Mark-Houwink
para o y-PGA, resultando nos valores de a = 1,84 10°dl/g e K = 1,16. Através da equacéo de
Mark-Houwink, é possivel determinar que os parametros de viscosidade intrisica e massa molar
estdo inteiramente correlacionados e apresentando interagdo diretamente proporcional.

O peso molecular do biopolimero fica em torno de 10° - 10° Da e é dependente da
espécie de Bacillus produtora (SHIH; VAN, 2001), meio fermentativo (WU et al., 2008;
KUNIOKA; GOTO, 1992) e condi¢es de cultivo (CROMWICK et al., 1996). Neste caso, por
tratar-se de bioprocesso torna-se complexo a obtencdo de biomoléculas homogéneas e com peso

molecular constante.

2.4 Biofloculante

A maioria das impurezas presentes na agua apresenta carga negativa, que resulta em
processo de repulsdo entre as mesmas. Devido ao tamanho reduzido dessas particulas torna-se
necessario longo periodo de tempo para que ocorra sedimentacdo natural e, consequente,
separacdo das particulas da &gua (PAVANELLI, 2001).

A agua captada em corpos hidricos para abastecimento humano, deve ser submetida a
processos que permitam sua potabilidade, visando atender os padrbes estabelecidos pela
legislacdo. Com o propdsito de permitir esse enquadramento, a &gua passa por processos fisico-
quimicos. Nesse campo, tem-se o processo de clarificacdo, para remo¢do de parametros que
inferem na qualidade da &gua, como cor e turbidez, composto por fases de mistura, coagulacao,
floculacéo e decantagdo (SOUSA, 2007).
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A coagulacéo é responsavel pela desestabilizacdo de coloides ou particulas presentes na
agua, que sdo responsaveis por alterar sua qualidade. A floculagdo, por sua vez é o0 processo
conseguinte a neutralizacdo, onde ocorre a agregacdo dessas particulas ja neutralizadas
(FERREIRA, 2003).

Os coagulantes comumente utilizados desempenham papel importante, nas areas de
tratamento. No entanto, alguns tipos de coagulantes inorganicos, que sdo amplamente
utilizados, apresentam desvantagens como uso de dosagem elevada e efeito nocivo para o corpo
humano (LU, 2002).

Floculagdo é um processo quimico onde os coloides presentes em suspensdo sao
separados através da formacdo de flocos. Esse processo € incrementado, em tratamentos de
agua pela acdo de floculante que pode ser organico sintético, inorganico ou biofloculante
(BHUNIA etal., 2012). No entanto, floculante de origem sintética apresenta como desvantagem
a baixa biodegradabilidade, além de gerar como mondmeros, resultantes de degradacéo,
substancias quimicas neurotoxicas e agentes cancerigenos, citando como exemplo a acrilamida,
(SALEHIZADEH et al., 2000).

Na floculacdo, através de agitacdo lenta e do contato entre as particulas coloidais,
verifica-se 0 aumento do tamanho fisico das particulas, resultando em flocos mais densos, que
tornam-se mais eficientes na remocao por sedimentacao e filtragdo (FURLAN, 2008).

A aglutinacdo de particulas presentes na agua pode ocorrer através do uso de
polimeros de elevado peso molecular e cadeia longa. A adsorcdo de particulas suspensas na
agua torna-se diretamente dependente da carga e do grupo funcional presente nos monémeros
que constituem o polimero (FILHO, 1973).

Considerando que floculantes sintéticos, como a poliacrilamida e &cidos poliacrilicos,
embora eficazes e de baixo custo, podem gerar carga poluente sendo prejudiciais para 0s
organismos e ambiente, a aplicacdo dos mesmos pode ser reavaliada no tratamento de agua se
for considerado o aspecto ambiental. Uma alternativa ¢ a adogdo de biopolimeros com
propriedades floculantes que s&o, em geral, atoxicos e biodegradaveis (ARPAL, 2004; YE et
al., 2007).

Biofloculantes sdo biopolimeros de alto peso molecular, biodegradaveis, que em
tratamentos de agua ou efluentes, apresentam a geracao de lodo de facil tratamento (TAKEDA
et al., 1992; HOUGHTON; QUARMBY, 1999). Devido a alta capacidade de flocular ampla
variedade de compostos organicos e inorganicos, o y-PGA é considerado biofloculante superior
(BAJAJ; SINGHAL, 2011).
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Segundo Bhunia et al. (2012) a atividade floculante do y-PGA é potencializada pela
adicdo de cations bivalentes e trivalentes, sendo considerado potencial e efetivo substituto para
os floculantes sintéticos em tratamento de agua e efluentes. O processo de floculagdo €
dependente da valéncia e concentracdo desses cations, assim como do pH da solugdo no
momento de reacdo (SUZUKI et al., 1999). O acréscimo de ions responde pela neutralizacéo e
estabilizacdo das cargas negativas dos coloides, e 0s grupos carboxilicos residuais no y-PGA
sdo responsaveis pela formacéo de pontes entre particulas em suspenséo (Figura 3) (YOKOI et
al., 1996).

Figura 3 - Floculacdo de coloides potencializada pela agdo do &cido y-poliglutdmico
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Fonte: Adaptado de Wu; We (2007)

Existe a condigdo denominada “pH 6timo” de floculagdo que corresponde a situacdo em
que as particulas coloidais apresentam menor quantidade de carga eletrostatica superficial
(KATO, 1983)

Céations monovalentes representam baixo poder floculante quando associado a
biofloculantes, os flocos formados apresentam baixa densidade e estrutura solta com alta taxa
de cisalhamento. A transicdo de cargas dos flocos formados por cations bi e trivalentes e o
biofloculante € maior, resultando em flocos de maior densidade e menor taxa de cisalhamento,

representando efeito sinergético maior para flocula¢do (WU, WE; 2007).
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O excesso na adicdo de coagulantes trivalentes, como sulfato de aluminio e cloreto
férrico, resulta na inativacdo do biofloculante devido absorcdo excessiva de Al*® e Fe*
(KOIZUMI et al.,1992).

De acordo com a lei de Hardy Schulze, a floculagéo é resultado de mudancas na densidade
de carga relacionadas ao potencial zeta (NEIS, 1976). O papel dos cations é aumentar a adsor¢ao
de biofloculantes na superficie de particulas suspensas através da diminuicdo da carga negativa
em ambos, ou seja, 0 papel desempenhado pelos cations resulta na neutralizacdo do potencial
zeta das particulas coloidais (FRIESEN, 1987).

2.5 Natto

De acordo com os dados disponibilizados no site do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), a soja € responsavel por 49% de toda a area cultivavel voltada para a
agricultura no Brasil, tendo como previsao da taxa de crescimento anual de producéo de 2,43%
até 2019, proxima da taxa mundial, estimada em 2,56%. Atualmente, sua principal destinacdo
é a fabricacdo de racdes animais e com uso crescente na alimentacdo humana. Sendo alvo de
crescente avango tecnologico e pesquisas efetuadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), o cultivo de soja no Brasil é baseado no sistema integracéo-
lavoura-pecuéria e plantio direto. Essas técnicas permitem uso intensivo da terra, com menor
impacto ambiental, reduzindo a pressdo pela abertura de novas areas e contribuindo para a
preservacdo ambiental. Com isso, seu cultivo foi ampliado na regido do cerrado brasileiro
(MAPA, 2016)

Os numeros do 4° levantamento da safra 2015/2016 de gréos realizado pela Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB) apontam para producdo de 210,5 milhGes de toneladas
de soja, com maior crescimento do cultivo da soja de 6,1%, passando de 96,2 para 102,1
milhdes de toneladas. O aumento foi impulsionado pelos precos no mercado mundial. No
Brasil, o maior produtor da oleaginosa é o estado do Mato Grosso, com 28,3 milhdes de
toneladas e representa cerca de 30% da safra nacional, seguido do Parana, com 18,5 milhdes de
toneladas.

Commodities sdo produtos de escala primaria ainda ndo manufaturadas, ou parcialmente
manufaturadas, normalmente agricolas ou minerais, que apresentam ampla relevancia
econdmica internacional, negociado entre importadores e exportadores (MACHADO, 2010).

Segundo o Instituto Mato-grossense de Economia Agropecuéria (IMEA), a soja é relatada como
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commodity agricola pela sua relevancia no mercado internacional e faz parte do conjunto de
atividades agricolas, com maior destaque no mercado mundial.

O &cido y-poliglutimico (y-PGA) pode ser extraido a partir do natto, que é um alimento
de soja fermentada, produzido e consumido principalmente no Japdo (NAGAI; TAMANG,
2010). O natto tem como caracteristica odor de acidos graxos de cadeia curta amoniacal além
de ser constituido de polimero altamente viscoso, o acido y-poliglutdmico. (IKEDA et al., 1984;
KANNO; TAKAMATSU, 19874, b).

Bacillus natto foi isolado pela primeira vez em 1906 a partir da fermentacdo do natto
(SAWAMURA, 1906). Esta espécie foi reportada como "sindbnimo provavel" de B. subtilis no
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (GIBSON; GORDON, 1974). A analise
filogenética efetuada para B. natto e B. subtilis, por sequenciamento do gene 16S rRNA,
mostrou que B. subtilis (natto) e B. subtilis sdo da mesma espécie (NAGAI; TAMANG, 2010).

O uso da soja na extragdo do acido y-poliglutamico, torna-se promissor e pode agregar
valor econdmico e tecnoldgico a um soft commodity, uma vez que no mercado internacional, o
volume negociado de derivativos agropecuarios representa cerca de 5% do volume total, de
derivativos financeiros. No Brasil, os derivativos agropecuarios tém importancia bem mais
reduzida representando apenas 0,5% do volume de derivativos negociados na Bolsa de Valores
de S&o Paulo (BOVESPA) (LUCAS, 2009).

2.6 Produtos a base de acido y-poliglutdmico

Devido ao grande nimero de grupos carboxilicos ao longo da cadeia da molécula do acido
v-poliglutdmico, a formagdo de ligacOes de hidrogénio na propria molécula ou entre moléculas
diferentes é facilitada. Dessa forma, ele tem alta capacidade de absorcdo de agua e retencdo de
umidade. Por conseguinte, a possibilidade de aplicagdo do &cido y-poliglutamico é promissora.

A Shandong Freda Biotechonology Co. Ltd. € uma empresa voltada para biotecnologia,
fundada mediante juncdo das empresas Shandong Freda Pharmaceutical Group Corporation,
Shandong Business Group e Shandong High-tech Investment Co. Ltd.. Tem suas atividades
direcionadas para a fermentacéo bioldgica, extracdo bioquimica, purificacdo, refino, engenharia
genética e venda de produtos como polissacarideos bioldgicos, conservantes e biopolimeros,
aplicados em diversos fins comerciais. Possui como principais produtos a natamicina, nisina,

acido y-poliglutdmico e goma xantana.
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Apresenta a comercializacdo de produtos compostos de y-PGA voltados para a industria
de alimentos, cosméticos, cuidados de salde, tratamento de &gua, produtos de higiene, fins
médicos entre outros.

A formulacdo é desenvolvida de acordo com a aplicacdo final. Podutos para fins
agricolas, por exemplo, contém porcentagem > 30% de y-PGA e quantidade de matéria
orgénica > 65%, enquanto os produtos voltados para cosméticos apresentam presenca de y-
PGAZ= 90%, com pureza comprovada por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

Ainda segundo a Shandong Freda Biotechonology Co. Ltd., a comercializacao do y-PGA
para cosméticos, na sua forma sddica, se da devido a capacidade da macromolécula de absorver
e reter umidade de forma eficiente, formando pelicula sobre a superficie da pele. A medida que
a rede formada pelas moléculas de alto peso molecular se torna maior, uma pelicula elastica de
acido y-poliglutdmico se forma na superficie da pele. O y-PGA é hidratante ideal, com elevada
compatibilidade com outros materiais presentes em cosmético, com capacidade de aumentar o
contetdo de &cido hialurdnico (C14H21:NO11)n na pele, impedido sua hidrolise. A alta eficiéncia
do y-PGA na industria cosmética, segundo a empresa, se deve a presenga de grupos ionizados
a-COOR, -CO e -NH em cada mondmero do &cido y-poliglutamico. Essas estruturas permitem
a absorcdo de nutrientes eletropositivos, enquanto a estrutura de rede da macromolécula
responde pela retengéo e incorporacéo desses nutrientes.

Essa estrutura molecular do acido y-poliglutdmico, que garante sua potencial aplicacéo
na industria cosmética e de salde, também resulta na versatilidade do produto que o permite
ser comercializado em outros setores, como em tratamento de &gua.

A Nippon Poly-Glu Co, Ltd. é uma empresa voltada para tratamento e melhoria da
qualidade de agua, fundada no ano de 2002 em Osaka, Japao. Atua na producao de produtos
voltados para a remocao de impurezas presentes na dgua. O magnetized flocullant PG-M reporta
em sua constituicdo acido y-poliglutdmico e substancias magnéticas, os flocos formados pela
acdo do floculante podem ser coletados e removidos da agua através da gravitacdo do pé
magnético que constitui o produto.

O outro produto voltado para tratamento de agua da Nippon Poly-Glu Co. Ltd. é o
PGa21Ca, floculante que reporta compostos organicos e inorganicos em sua COmposicao
(Quadro 4). Este pode ser utilizado em qualquer &gua contaminada, atuando na implementacéo
de pardmetros como cor e turbidez. Quando pela a¢do do produto, particulas contaminantes
formam flocos, que sedimentam, separando-as da agua, resultando em sua purificagdo. Os
flocos séo formados pela acdo de duas diferentes vertentes, implementadas pela agdo de

composto inorganico e organicos.
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Os compostos inorganicos presentes no produto sdo responsaveis pela neutralizacdo das
cargas negativas das particulas e, consequentemente, inativam a repulsdo dessas cargas,
condensando-as. Em seguida, com a fungdo ativa dos grupos carboxilicos, o acido vy-
poliglutamico age na formacdo de pontes entre as particulas condensadas, gerando rapida
sedimentagdo. Ainda segundo a empresa, o produto funciona em ampla faixa de pH sem gerar

alteragdo no pH da agua ao final do processo.

Quadro 4 - formulagao aproximada do PGa21Ca de acordo com o Material Safety Data Sheet

(MSDS)

Composto Concentracao (%)
CaS0O4 70a80
Ca2COs3 10a 20
CazNas <10
Al>SO3 <10
Acido y-poliglutdmico <10
Outros Componentes <10

A Nippon Poly-Glu co, Ltd. apresenta em sua producdo de &cido y-poliglutdmico trés
formas distintas do produto, sendo: de baixo peso molecular, alto peso molecular e y-PGA em
ligacdo cruzada (cross-linked). As capacidades desta substancia sdo quase ilimitadas, e por isso
atrai grande interesse em diversos setores.

O 4cido y-poliglutdmico, tanto de baixo quanto de alto peso molecular, é formado pela
ligagdo de grupos carboxilicos por ligagdes amida. O &cido y-poliglutamico cross-linked trata-
se de uma estrutura em malha que apresenta peso molecular na ordem de dezenas de milhdes

Daltons (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura de rede formada pela inducdo de ligacdo cruzada, na molécula de y-PGA

Acido y-poliglutimico Acido y-poliglutamico cross-linked
-~ GA-CA R GA- » ~@®@*®
RS Rac7 7. @«@M@%@

Fonte: Nippon Poly-Glu Co, Ltd.
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A estrutura de ligacdo cruzada permite absorver e reter &gua, aumentando
aproximadamente 5000 vezes seu proprio peso. O maior peso molecular responde pela
capacidade de retencdo de agua mais expressiva, sendo que quanto maior esse peso molecular
das estruturas de acido y-poliglutdmico cross-linked, maior serd viscosidade, ja que essa
conformacdo resulta em maior resisténcia na taxa de cisalhamento e escoamento da

macromolécula em solucao.
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3 MATERIAL E METODOS

A extracdo de acido y-poliglutamico foi efetuada a partir de trés produtos comerciais,
sendo dois de nacionalidade brasileira, aqui denominados como o Ni e Nz, e um de
nacionalidade japonesa, denominado Ns. O natto japonés com 40 g apresenta em sua
constituicdo, soja e Bacillus subtillis. Para os produtos nacionais tem-se embalagem com 100 g
e descricdo como soja ndo transgénica, soja fermentada.

O floculante comercial PGa21Ca da Nippon Poly-Glu Co. Ltd. foi utilizado, também,
para extracdo e quantificagdo do acido y-poliglutamico.

Como padrao, foi utilizado y-PGA na sua forma sddica, produto da Shandong Freda
Biotechnology, com pureza de 91,61% de y-PGA.

Em todos os experimentos, reagentes de grau analitico e agua ultrapura foram
empregados para preparo de solugdes. A 4gua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ cm™ a 25
°C) foi obtida a partir do sistema de purificacdo de agua Gehaka, modelo Master System
MS2000.

O banho termostatico com agitacdo e movimento reciproco Dubnoff, modelo 304
(Ethiktechnology) foi utilizado no processo de extracdo do y-PGA.

No processo de extracdo de &cido y-poliglutdmico fez-se uso de centrifuga de bancada
Digital Excelsa® Il modelo 206-BL FANEN, com velocidade méaxima de 3600 rpm e a
quantificacdo do y-PGA foi realizada em espectrofotdmetro da marca Hach, modelo DR3900.
A viscosidade foi medida utilizando-se de viscosimetro Brookfield, modelo DV-II. Enquanto a
viscosidade para os produtos Shandong Freda Biotechnology, y-PGA para fins agricolas e para
cosmeéticos, foram realizados em Vibro-viscosimetro SV-10 A&D Company. A determinagéo
de pureza do &cido y-poliglutdmico no produto adquirido da Shandong Freda Biotechnology foi
realizada em ICP Optima 7300 DV Perkin Elmer.

A caracterizacdo do PGa21Ca foi efetuada para verificar a presenga de y-PGA no
produto comercial da Nippon Poly-Glu Co. Para isso, foram utilizados métodos como anélise
elementar e espectroscopia de infravermelho. A analise elementar foi utilizada para
identificacdo de elementos comumente encontrados em compostos organicos como carbono,
hidrogénio e nitrogénio. A analise elementar foi realizada em analisador elementar Perkin
Elmer - modelo 2400. A fluorescéncia de raios X por dispersdo em energia (ED-XRF) do
PGa21Ca foi efetuada utilizando-se de equipamento Panalytical, modelo Epsilon 3.

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para investigar a presencga de grupos

funcionais do acido y-poliglutamico, extraido do natto N1, e do natto N1, previamente a extracdo
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do y-PGA. Os espectros de infravermelho foram obtidos dos compostos pastilhados em brometo
de potassio — grau espectroscopico, na faixa de 4000 — 400 cm™ em espectrofotémetro FT
Perkin Elmer, modelo 16 PC.

Os experimentos de viscosidade variando pH, espectroscopia de infravermelho para o
v-PGA antes e ap6s a extracdo e de atividade floculante foram realizados para o acido y-
poliglutdmico presente no natto N1 utilizando metanol como agente de precipitacdo, devido a

resultados preliminares no processo de extracao.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - NATTO

4.1 Precipitacdo de céelulas bacterianas

A metodologia adaptada de Goto; Kunioka (1992) para extracdo do acido v-
poliglutamico a partir dos nattos N1, N2 e N3 foi conduzida conforme fluxograma apresentado
na Figura 5. Verifica-se, inicialmente, a precipitacdo de células bacterianas em escala
laboratorial, finalizando o processo com o caldo para extracdo do acido y-poliglutdmico em
acao de solventes.

Figura 5 - Representacdo esquematica da precipitacdo e extracao de células bacterianas

natto

Agitacao orbital com
agua ultrapura 1:10

(m/v)

Ajuste de pH 3,0 e
aquecimento sob
agitacio

Filtracdo simples em
filtro de papel 40 pm

Centrifugacao

Descarte do precipitado
(célula bacteriana)

Ajuste de pH do
solubilizado, com NaOH,
a7,0

Caldo para a extracao do
v-PGA com solvente

Fonte: Modificado de Goto; Kunioka (1992)
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Inicialmente foi realizada a extragdo do y-PGA com agua ultrapura, na proporcao de
1:10 de massa por volume (m/v) em agitador orbital a 150 rpm pelo periodo de uma hora. Em
seguida, para realizar a precipitacdo das células bacterianas e isolar o biopolimero, ajustou-se
0 pH para 3,0, com acido tricloroacético 6,25%. Levou-se o caldo por 20 minutos em banho-
maria, com agitacao e aquecimento a 50°C, para reduzir a viscosidade. Utilizou-se de filtrag&o
simples, para remover particulas grosseiras e a soja ainda presentes, levando-se, em seguida, a
centrifuga, por 30 minutos a 3600 rpm. Descartou-se o precipitado, que corresponde as células
bacterianas. O material solubilizado teve seu pH ajustado a 7,0 com solucdo de NaOH 39,997
gL (1 M) e 0,39 gL (0,1 M), resultando ao final dessa metodologia, no caldo para a
precipita¢do do acido y-poliglutamico através da acéo de solventes organicos.

Em seguida, buscou-se quantificar as amostras finais, determinando a marca de natto
que apresentasse melhor quantidade de y-PGA por grama de natto, o solvente mais eficiente na

extracdo e o periodo ideal em refrigeracdo para precipitagdo do y-PGA sob acdo do solvente.

4.2 Extracio de y-PGA de natto com acetona, alcool etilico e metanol

Nessa série experimental, a extracdo do &cido y-poliglutamico foi realizada utilizando
0s trés nattos, mediante o uso dos trés solventes: acetona, etanol e metanol. A metodologia de
extracao foi adaptada de Kunioka (1997) e Brito (2014).

Na realizacdo da extracdo com acetona, observou-se através de ensaios laboratoriais,
que a melhor proporcao seria de 1:4 de volume por volume (v/v) de caldo, para o solvente.
Utilizou-se tubo de centrifuga modelo Falcon, com capacidade para 15 mL sendo, entdo,
pipetado 3 mL de caldo extraido e, posteriormente, adicionado 12 mL de acetona refrigerada.
observado, com a adi¢do do solvente, a formacdo momentanea da rede caracteristica da
presenca do y-PGA. Em seguida, para fins comparativos deixou-se em repouso duas amostras,
uma por 40 minutos e outra por 12 h, ambas sob refrigeracdo aproximada de 5 °C. Ao final de
cada periodo, as amostras foram levadas em centrifuga por 30 minutos a 3600 rpm, descartando
o0 sobrenadante. O precipitado foi redissolvido com 3 mL de &gua ultrapura, para entdo ser
realizada novamente a fase de extracdo com a acetona, descarte do sobrenadante e
ressolubilizacdo com agua ultrapura, obtendo-se ao final desse processo o acido y-
poliglutdmico em solugé&o.

Na extracao de y-PGA do natto com etanol utilizou-se 1:4 (v/v). O procedimento volta-

se pela metodologia de acetona, a partir da adicdo de 3 mL de caldo no tubo Falcon,
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adicionando-se 12 mL de etanol, em repouso por 40 minutos e outra por 12 h, ambas sob
refrigeracdo de 5 °C. Apo0s o periodo, procedeu-se a centrifugacdo por 30 minutos em 3600
rpm, descartando o sobrenadante e passando por ressolubilizacdo do precipitado, com agua
ultrapura para nova adic¢do de 12 mL de etanol, centrifugacdo e descarte do sobrenadante até
obtengdo de y-PGA. Também foi observada a formacgéo da rede caracteristica da presenca do
acido y-poliglutamico.

O mesmo andamento experimental foi adotado na a precipitacdo do y-PGA utilizando
metanol. No momento da adicdo do metanol, observou-se a formacdo da rede, indicando a
capacidade de precipitacdo do biopolimero pela acdo desse solvente. A metodologia seguiu-se
dos mesmos procedimentos adotados na utilizagdo da acetona e etanol, que consiste na
proporcéo de 1:4 (v/v), do caldo e solvente, seguido de repouso por 40 minutos e por 12 h, em
refrigeracdo. Apds o periodo procedeu-se a centrifugacdo por 30 minutos em 3600 rpm,
descartando o sobrenadante e passando por ressolubilizagao do precipitado, com &gua ultrapura,
para em seguida repetir a fase de precipitagéo.

A extracdo para os trés solventes foi seguida obedecendo com rigor o mesmo andamento

experimental de precipitacdo do acido.

4.3 Quantificacdo de biomassa seca

Na analise quantitativa de biomassa seca, para cada marca de natto estudada, os gréos
foram submetidos a extracdo com agua ultrapura, na proporcao de meio natto/agua ultrapura de
1:10 (m/v), em agitador orbital a 150 rpm, por uma hora. Em seguida, foi efetuada a filtracéo
simples, para retirada de particulas solidas e dos gréos de soja. O produto filtrado foi entdo
submetido ao aquecimento de 50 °C em banho termostatico, e correcao para pH 3, para reducéo
da viscosidade. A fase aquosa contendo massa celular foi centrifugada a 3600 rpm por 20
minutos, obtendo-se como precipitado a massa celular decantada e a fase aquosa livre de
células. A fase solubilizada foi descartada e as células precipitadas foram lavadas, com agua
ultrapura e, novamente, centrifugadas. Em seguida foram submetidas a secagem em estufa a 65

°C até peso constante e a biomassa determinada por gravimetria.
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4.4  Quantificacio de y-PGA

A quantifica¢do do y-PGA extraido do natto foi realizada mediante complexacdo com
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). A solucdo de CTAB foi efetuada pesando-se 5,844 ¢
de cloreto de sodio em béquer de 25 mL adicionando-se agua ultrapura para solubilizagdo. Em
outro béquer de 25 mL foi adicionado 3,645 g de CTAB, realizando a completa solubilizagdo
em agua ultrapura. O conteudo dos dois béqueres foi, entdo, transferido em baldo volumétrico
de 100 mL e o volume completado com agua, resultando na solucédo 0,1 M de CTAB por 1 M
de NaCl. A seguir, foi adicionado 2 mL de solugdo de extrato de y-PGA, 8 mL de tampé&o
fosfato pH 7 e 2 mL de CTAB, levando-se em agitacdo por 200 rpm a 30°C, por 20 minutos
banho termostatico. Na determinacéo da concentragdo de y-PGA, uma aliquota de solucéo foi
lida a 400 nm e a quantidade de y-PGA calculada mediante construcdo da curva de calibracéo

por espectrofotometria.

4.5 Construcdo da curva de calibracéo por espectrofotometria

A metodologia foi adaptada de Kanno; Takamatsu (1995). A curva de calibracdo foi
construida a partir da complexacdo com brometo de cetiltrimetilamonio e consistiu na
preparacdo de solucéo estoque de 200 mg L~ de y-PGA (Shandong Freda Biotechnology - 700
kDa). A partir da solucdo estoque foi preparada uma série de padrdes da substancia nas
concentracgdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, e 50 mg L™1. Em tubo de centrifuga adicionou-se 8 mL
de tampaéo fosfato pH 7, 2 mL de solugédo padrédo e a solugdo CTAB na quantidade de 2 mL. As
solucgdes foram mantidas em banho-maria a 30°C por 20 minutos. A curva de calibracdo para o
v-PGA foi obtida em espectrofotdmetro a 400 nm.

O y-PGA padrdo (Tabela 5) foi utilizado na preparagdo da série de padrdes. Para este
produto tem-se a forma sodica do acido y-poliglutdmico. Neste caso, foi analisado o teor de

sodio do sal, para correcdo das concentragdes, através de calcinag&o.
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Tabela 5 - Especificagéo do y-PGA > 92% segundo o fabricante

v-PGA Especificacao
Cor Branco
Pureza = 92%
pH (solucéo de 1%) 5-7
Massa molecular 700 KDa
Escherichia coli Negativo
Salmonella Negativo
Metais 20 mgkg™*

Fonte: Shandong Freda Biotechnology

4.6 Andlise elementar

A Andlise elementar foi realizada para determinar as porcentagens de carbono,
hidrogénio e nitrogénio, onde a combustdo de determinada amostra em atmosfera de oxigénio
puro resulta na quantificacdo dos gases resultantes atraveés de detector TCD (detector de
condutividade térmica). Essa analise foi realizada para os trés nattos apresentados nesse estudo
— N1, N2 e N3, a fim de determinar a influéncia da disponibilidade de nutrientes basicos na

producéo de acido y-poliglutdmico.

4.7 Analise de viscosidade do y-PGA para N1, N2 e N3

Considerando que a viscosidade esta relacionada diretamente com a presenga do y-PGA,
conformacao estrutural e massa molar, essa anélise foi efetuada para interpretar a diferenca nos
valores de viscosidade do y-PGA extraido das trés diferentes marcas de natto adotadas nesse
projeto: N1, N2 e Ns. A analise foi realizada em solugdo de 100 mg L~ de y-PGA extraido para
o0s trés nattos utilizados nesse estudo. O procedimento de extracdo do y-PGA foi o descrito
anteriormente, sendo que as andlises procederam para o y-PGA extraido com acetona, alcool
etilico e metanol. A viscosidade foi medida em cinco repeticdes, a temperatura ambiente e nas
mesmas condicdes para as nove solugdes, com intervalos de 10 s, velocidade de 25 rpm e sensor

de cisalhamento spindle SC4-18.
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4.8 Analise de viscosidade do y-PGA variando pH

O pH ¢ fator decisivo na conformacdo estrutural do y-PGA e esta diretamente
relacionado a viscosidade desse acido em solucédo. Para verificar a influéncia do mesmo, foi
realizada a leitura de viscosidade da solugio de y-PGA na concentracdo de 1 g L™t. A analise
foi efetuada em cinco repeti¢des, com intervalos de 10 s, velocidade de 25 rpm e sensor de
cisalhamento spindle SC4-18. Sendo que a correcdo de pH foi feita utilizando HCI 0,1M e
NaOH 0,1M. Iniciando-se do pH 3 e ajustando os valores nas seguintes faixas de pH 4 a 10. A

andlise foi efetuada apenas para o y-PGA extraido do natto N1, devido a ensaios preliminares.

4.9 Analise de viscosidade do y-PGA padréo

Objetivando compreender o comportamento viscosimétrico do acido y-poliglutdmico na
sua forma sodica em solucdo, assim como a influéncia da concentra¢do do biopolimero no
produto nas alteracdes da viscosidade, foi também realizada a analise de viscosidade do &cido
y-poliglutdmico para fins agricolas e para cosméticos da Shandong Freda Biotechnology. A
concentracdo em solucdo utilizada foi a mesma das analises de viscosidade variando o pH do
v-PGA extraido do natto N1, 1 g L™, devido a resultados preliminares no processo de extragéo

e quantificacdo do produto.

4.10 Anélise por espectroscopia no infravermelho para y-PGA extraido do natto N1 e

para o natto N1 antes da extracéo

Com o intuito de investigar os grupos funcionais e as ligacdes quimicas na molécula de
v-PGA foi realizada analise de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
posteriormente a extracdo do y-PGA, utilizando-se de metanol como solvente do natto Ni. A
secagem em estufa com temperatura de 50° C em filme de teflon facilita a remogao do acido vy-
poliglutamico, ja que 0 mesmo, em secagem, adere a vidraria convencional.

Foi também realizado o FTIR para o natto N1. O mesmo foi seco em estufa até apresentar
peso constante. Em seguida foi realizada a cominuigéo, com pistilo e almofariz, e peneiramento

em malha de 200.
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As anélises foram efetuadas apenas no natto N1 e no y-PGA extraido desse produto
comercial devido a resultados preliminares que constataram maior eficiéncia nessa amostra.

A analise em infravermelho foi realizada em grau espectroscopico, na faixa de 4000 —
400 cm™,
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - PGa21Ca

5.1 Analise por espectroscopia no infravermelho para o PGa21Ca in natura

Seguido a extracdo do acido y-poliglutdmico a partir do natto, é possivel realizar a
quantificacdo e identificacdo do biopolimero através da curva no espectrofotdmetro. O
equipamento, em comprimento de onda de 400 nm identifica a turvagdo da solucdo devido a
complexacdo pelo brometo de trimetilcetilamdnio, que é proporcional a concentracdo de vy-
PGA. Essa quantificacdo e identificagdo da presenca do biopolimero no produto PGa21CA por
espectrofotdmetro, se torna inviavel. A presenca de outros elementos no produto resulta em
turvacédo da solucdo que interfere na leitura realizada pelo equipamento.

Considerando a interferéncia de substancias inorganicas na identificagdo do y-PGA
presente no PGo21CA através da espectrofotometria, buscou-se identificar os grupamentos
moleculares caracteristicos das ligagdes de moléculas organicas do biopolimero, mediante a

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

5.2 Anaélise elementar

Realizou-se a andlise elementar com a finalidade de identificar a presenca e teor dos
elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes no produto comercial em estudo, que sdo
elementos constituintes de moléculas organicas, como o acido y-poliglutdmico. A analise
elementar permitiu compreender a presenca do biopolimero através do teor dos elementos em
questdo. Foi também realizada a analise elementar do acido y-poliglutdmico na sua forma sédica

do produto para cosméticos da Shandong Freda Biotechnology.

5.3 Extracéo de acido y-poliglutamico do PGe21Ca

Na extracdo do y-PGA do PGa21Ca, buscou-se realizar a separagéo da parte organica,
constituida pelo biopolimero, da parte inorganica do produto. Pela a¢do do alcool etilico, o
PGa21Ca foi submetido a solubilizacdo pelo solvente sob leve aguecimento de 35°C. A
proporcao utilizada foi de 10 g do produto, para 100 mL do solvente. Respeitou-se o tempo de

repouso de 3 minutos para precipitacdo dos sais. O solubilizado foi levado a centrifuga por oito
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minutos, a 3600 rpm. Em seguida, retirou-se o solubilizado, que foi filtrado a vacuo e deixado
em capela de fluxo laminar até completa volatilizagdo do solvente.

5.4 Analise de viscosidade apos extracao do acido y-poliglutamico

Na realizacdo da analise de viscosidade do y-PGA extraido do PGo2I1Ca pela
metodologia utilizando alcool etilico, levou-se o y-PGA separado dos sais para estufa a
temperatura constante de 50°C até a completa volatilizacdo do solvente, em seguida, adicionou-
se 100 mL de agua ultrapura ao acido y-poliglutdmico, quantificou-se a solucdo por
espectrofotometria e submeteu-se a analise de viscosidade com cinco repeticdes, a temperatura
ambiente, com intervalos de 10 s, velocidade de 25 rpm e sensor de cisalhamento spindle SC4-
18.

55 Curvade pH

A curva de pH teve por finalidade avaliar as dissociacdes quimicas e consequentes
alteracbes no pH do y-PGA na forma sodica, adquirido da Shandong Freda Biotchenology, e
do PGa21Ca que pela descrigdo do produto contém o acido y-poliglutdmico, também, na forma

sédica.

A andlise iniciou-se com o preparo das solugdes de y-PGA 91,61% e PGa21Ca, na
concentragdo de 10 g L~ para cada amostra. Em seguida, as solugGes foram transferidas para
béqueres de 250 mL, onde as leituras de pH foram realizadas com cinco repeticdes, a cada doze
minutos, atingindo o periodo de uma hora. O mesmo experimento foi realizado em branco, em

agua ultrapura. Todos os experimentos foram desenvolvidos em triplicata.
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6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA ATIVIDADE FLOCULANTE

O célculo da atividade floculante foi realizado com adaptacdes de Yokoi et al. (1996). A
metodologia foi baseada na capacidade de flocula¢do do caulim, que € um minério composto
por silicatos hidratados de aluminio, responsavel por causar a turvagdo da agua artificial. O
teste foi realizado avaliando a influéncia da variagdo da concentragdo de y-PGA extraido do
natto, variacao de valores de pH, diferenca na atividade floculante em solugdes com diferentes
coagulantes, atividade floculante do PGa21Ca e do y-PGA na forma sodica adquirido da Freda
Biotechenology. O célculo responsavel por fornecer o valor da atividade floculante em cada
caso consiste na leitura em espectrofotdmetro, na faixa de 550 nm, como indicado abaixo:

1
(DOs59)a  (DOs50)b

Atividade Floculante =

Equacéo 3
A taxa de floculacdo foi calculada através da seguinte formula:
Taxa de floculagao = [22ss0b= (D055°)a] %100
(DOs550)b
Equacéo 4

Onde:
(DOsso)a = Densidade dptica da amostra a 550 nm;
(DOss0)b = Densidade 6ptica do branco a 550 nm.

6.1 Atividade floculante y-PGA com variagéo de concentracéo

Em solucdo de 4,5 mM de CaCl, e 5 g L™t de caulim sob agitacdo magnética lenta,
adicionou-se y-PGA nas seguintes concentragdes: 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 mg L™! de y-PGA
extraido do natto N1, pela acdo do metanol, realizando também o procedimento para 0 y-PGA
Shandong Freda Biotechnology para cosméticos (y-PGA = 92%), atingindo 9,3 mL de solucao
apos adicionar o biopolimero. Aumentou-se a rotacdo do agitador magnético por trés segundos,

com intuito de permitir os choques entre as moléculas do biopolimero e os coloides. A solucao
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foi entdo transferida para tubo de centrifuga, mantendo em repouso por cinco minutos para
sedimentacdo dos flocos formados. Em seguida, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro de
3 mL de sobrenadante retirado, cuidadosamente, com auxilio de pipeta de Pasteur. O
procedimento foi realizado, individualmente, para cada concentracéo.

O uso do y-PGA extraido do natto N1 como floculante nas andlises e céalculos de
atividade floculante, justifica-se pelos resultados encontrados nos processos de extracdo e

quantificacao.

6.2 Atividade floculante y-PGA em diferentes faixas de pH

Adotando-se a concentracdo de 10 mg L™! para y-PGA extraido com metanol do natto
N1, a metodologia para atividade floculante foi reproduzida ajustando-se, previamente, o pH da
solugdo de 4,5 mM de CaCl, e 5 g L™t de caulim, nas faixas de 3-9. O ajuste do pH foi realizado
com solucbes de HClI 1 M e NaOH 1 M.

6.3 Atividade floculante y-PGA utilizando sulfato de aluminio e cloreto de ferro como

coagulantes

Como o processo de floculacdo € dependente da acdo prévia de coagulante na
neutralizacdo das cargas coloidais, o célculo da atividade floculante foi realizado sob acéo de
dois coagulantes, sulfato de aluminio e cloreto de ferro. Essa andlise foi adaptada de Bhunia et
al. (2012) e teve como intuito avaliar a resposta da atividade do y-PGA sob acdo conjunta de
coagulantes, em diferentes faixas de concentracdo molar. Preparou-se solucdo com agua
ultrapura de 5 g L™1 de caulim e, em seis béqueres diferentes, pesou-se sulfato de aluminio nos
sequintes valores: 0,00342; 0,0079; 0,0159; 0,0318; 0,0477; e 0,064 g, resultando,
respectivamente, nas concentracoes: 1; 2,5; 5; 10; 15 e 20 mM, apds adicionar a solucéo de
caulim. Manteve-se a solucdo em agitacéo lenta para evitar a sedimentagdo do material, ajustou-
se 0 pH a 7 com NaOH 1 M, sendo entdo acrescentado o y-PGA (10 mg L~1) com volume final
de 9,3 mL e o acréscimo do extrato de y-PGA foi realizado através do uso de micropipeta, a
partir de solugdo padrdo do biopolimero, respeitando a concentracdo de 10 mg L™1. A seguir,
aumentou-se a rotagdo do agitador por trés segundos transferindo-se, imediatamente, a solugao

para tubo de centrifuga, que foi deixado em repouso por cinco minutos em temperatura
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ambiente. Em seguida efetuou-se leitura de 3 mL de sobrenadante, no espectrofotdmetro na
faixa de 550 nm.

O mesmo procedimento foi realizado para o cloreto de ferro, onde as pesagens nos
béqueres foram de: 0,0025; 0,0063; 0,0125; 0,0251; 0,0377 e 0,0503 g resultando, para volume
de 9,3 mL, respectivamente, concentracdes: 1; 2,5; 5; 10; 15 e 20 mM.

6.4 Atividade floculante PGa21Ca

Para avaliar a potencialidade do PGa21Ca como quadro comparativo com o0 y-PGA
extraido do natto foi realizado o célculo da atividade floculante, mantendo as concentracGes
indicadas pelo fabricante: 0,05; 0,06; 0,07; 0,09 e 0,1 g L™1. A analise foi realizada em solugéo
de 5 g L1 de caulim, nas mesmas condi¢des da metodologia adotada. Repetiu-se analise nestas

concentragdes, com o acréscimo de y-PGA extraido do natto, em concentragdo de 10 mg L™
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades do y-PGA extraido do PGa21Ca foram efetuadas com o intuito de
realizar a verificacdo de parametros como analise elementar, onde buscou-se determinar 0s
teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes no produto, correspondentes ao material
de origem organica, que no caso se relaciona a presenga do acido y-poliglutdmico. Essa razdo
elementar pode indicar a presenca do biopolimero. O infravermelho foi realizado buscando
determinar as bandas caracteristicas das ligagdes moleculares do acido y-poliglutamico e das
funcdes organicas presentes na estrutura caracteristica do y-PGA.

O peso molecular do y-PGA esté diretamente relacionado as condi¢des de fermentagéo
em que é gerado. Sendo que o mesmo pode diminuir durante o processo fermentativo na
presenca de determinadas enzimas, e essas mudancas se relacionam intrinsicamente com a
viscosidade do meio (GOTO; KUNIOKA, 1992).

A viscosidade é diretamente afetada por alteracdes de pH e temperatura. A presenca do
v-PGA tende a diminuir em baixos valores de pH, o que resulta em menor interacdo com a dgua
(DO et al., 2001).

No principio do processo fermentativo, quando a quantidade de y-PGA presente no meio
de cultivo é ainda baixa, 0 meio se comporta como fluido newtoniano, tendo a taxa de
cisalhamento diretamente proporcional a tensdo de cisalhamento aplicada, sendo a constante de
proporcionalidade representada pela viscosidade absoluta (BAJAJ; SINGHAL, 2011; DE
CESARO, 2013). Quando a concentragao do y-PGA vai aumentando com o crescimento da
producdo extracelular bacteriana, 0 meio passa a apresentar comportamento pseudoplastico
onde a viscosidade ndo é absoluta e sim aparente, pois varia com a taxa de cisalhamento
(BAJAJ; SINGHAL, 2011).

A atividade floculante do y-PGA se apresenta como estudo preliminar do seu apelo
ambiental. Através da prévia caracterizacdo, se tornou possivel a compreensdo das
caracteristicas estruturais e ambientais desse produto que séo capazes de influir na melhor

geracgdo de flocos e, consequente sedimentacdo de materiais que alterem a qualidade da agua.
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7.1 Natto

7.1.1 Curva para quantificacéo do acido y-poliglutamico

O padrao utilizado se encontrava em sua forma sodica, onde o teor analisado de sodio
por ICP na substancia foi de 12,45% em peso. O teor tedrico de sdédio no &cido y-
PGA CsHgNO,Na é 13,59%, portanto, o teor teorico de y-PGA no sal sédio foi de 86,41%,
determinado por intermédio de calculos estequimétricos.

Foi pesado 1,2316 g de amostras do acido y-poliglutdmico padrdo em cadinho de platina
com resolucdo de 0,1 mg e calcinado a 700 °C por 4 h, representada pela Equacdo 5. Apds
resfriamento em dessecador o residuo branco constituido de carbonato de sddio foi pesado,
resultando em 0,3534 g.

2C5H8N04Na + 902 i 9C02 + 2NH3 + 5H20 + Naz(:Og
Equacéo 5

Considerando que o teor de sédio no Na,CO; é 43,38%, e a massa do residuo apds

calcinagdo foi 0,3534 g, ttm-se como massa de sddio na amostra, de acordo com a equacao 5:

0,3534 g x 0,4338=0,1533 g
Equacdo 6

Portanto, o teor de sédio na amostra de acido y-poliglutdmico é igual a:

(0,1533 g + 1,2316 g) x100 = 12,45 %
Equacéo 7

Como o teor de sodio analisado foi de 12,45% e o teor tedrico de sodio no sal de acido
y-poliglutdmico (2CsHgNO,Na) é 13,59%, logo o teor de pureza do sal Na* y-PGA é de
91,61% (CsHgNO4Na) (Equacéo 8).

(12,45 + 13,59) x 100 = 91,61 %
Equacédo 8

Sendo os valores de correcdo representados pela Tabela 6, e a curva utilizada na

quantificacdo das amostras apresentou valor de R? igual a 0,989 demonstrado pela Figura 6.
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Tabela 6 - Valores de corregdo de pureza do y-PGA para construcdo de curva de calibracéo

C(()jncentraﬁao Teor de pureza do Conce_nt_ragao Teor de y-PGA Teor como y- Absorbancia
0 padréo (Na") y-PGA (%) corrigida no sal sédico PGA 400 nm
(mgL™Y) (mgL™Y) (mg L™Y)
0 91,61 0 86,41 0,0 0,013
S 91,61 4,5805 86,41 3,96 0,024
10 91,61 9,161 86,41 7,92 0,042
15 91,61 13,7415 86,41 11,87 0,052
20 91,61 18,322 86,41 15,83 0,061
25 91,61 22,9025 86,41 19,78 0,072
30 91,61 27,483 86,41 23,75 0,085
20 91,61 45,805 86,41 39,5 0,12
Figura 6 - Curva de quantificagdo para o y-PGA
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O CTAB ao se ligar ao acido y-poliglutamico, forma um complexo de micelas do tipo

insoluvel em agua, altamente disperso, o que resulta em aumento na turbidez (ASHIUCHI,

2011). Esse aumento de turbidez, representado pelos valores de absorbancia lidos no

comprimento de 400 nm, é diretamente proporcional a concentracdo do biopolimero em

solugéo. Como representado pela Figura 6, onde a equagédo y = 0,0027x + 0,017 apresentou boa
lineraridade com R2 = 0,9899.
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7.1.2 Producéo de biomassa seca

Dentre as varias fung¢des do y-PGA produzido pelo microrganismo, uma delas é a de
reserva nutritiva, onde o microrganismo produtor excreta enzimas com a finalidade de clivar a
molécula do biopolimero, disponibilizando-o como fonte energética (KIMURA et al., 2004).

A producéo da biomassa seca, correspondente as células bacterianas presentes no natto,
responsaveis pela fermentacdo e producdo do biopolimero, foi inversamente proporcional a
quantidade em massa do y-PGA extraido do meio fermentativo do natto Ni, que também
apresentou maior indice de y-PGA por grama de natto. Podendo ser um indicativo da maior
eficiéncia no processo fermentativo das cepas presentes nesse produto, j& que em menor
quantidade, foram capazes de produzir alta concentrag¢do de y-PGA. Ja o natto N, apresentou

maior presenca de células bacterianas e menor producdo de y-PGA (Figura 7).

Figura 7 - Produgdo de biomassa seca ¢ y-PGA por marca de natto comercial
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Constatada a diferenca na quantidade de acido y-poliglutdmico excretado para o meio
extracelular nos trés nattos, considera-se que a disponibilidade de nutrientes foi diferente nas
trés cepas bacterianas responsaveis pela producdo do y-PGA em cada natto, ocasionando
clivagem das moléculas do biopolimero presente no meio extracelular, disponibilizando
carbono e nitrogénio como formas de nutrientes as bactérias.

Pela analise elementar dos nattos N1, N2 e N3 (Tabela 7), os resultados indicam indices
de carbono/nitrogénio muito proxima para os trés substratos, confirmando que a quantidade de

nutriente, nos trés casos, nao foi fator decisivo na producao do biopolimero pelos Bacillus.
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Tabela 7 - Andlise elementar de natto N1, N2 e N3

Natto Cl% H/% N/% C/N
N1 50,70 8,02 6,10 8,31
N2 50,12 7,76 6,25 8,02
N3 48,77 7,51 6,27 7,78

O processo de fermentacédo pode ter se estendido por diferentes periodos de tempo em
cada natto. No inicio do processo fermentativo, observa-se maior crescimento bacteriano, em
seguida, é observado um pico na produgio de y-PGA.

O teor de umidade é determinante em fermentacdo em estado sélido, como acontece
com o natto. A transferéncia de oxigénio e nutrientes é dependente do filme superficial de agua
presente no substrato (BRITO, 2014). Assim como o0 controle térmico, ja que processos de
crescimento microbiano sdo exotérmicos e o calor gerado em excesso deve ser controlado, ja
que é desfavoravel ao crescimento bacteriano (HAMBLI, 2002).

A quantidade inicial do in6culo bacteriano é determinante na producdo de biomassa
durante o processo fermentativo (CHEN et al., 2005). Assegurar adequacdo na concentracdo de
inoculo ao substrato se faz necessario (BAYSAL et al, 2003).

De forma generalizada, fatores como controle térmico, agitacdo, umidificacdo, tempo
de fermentacdo, quantidade de inoculo por quantidade de substrato, entre outros, sdo
determinantes na producéo de &cido y-poliglutdmico. Sendo que a quantidade de nutrientes,
representados pela proporgdo C/N, no caso desse estudo nédo foi o fator decisivo na quantidade
de biopolimero produzido, contudo, pode ter ocorrido diferenca na disponibilizacdo desses
nutrientes, devido a possiveis formas distintas de fermentagdo nos trés nattos. Indicando que
para 0 mesmo substrato, no caso a soja, com a mesma quantidade de carbono, hidrogénio e
nitrogénio representados pela analise elementar, ndo se alcanga a mesma produgéo de acido y-

poliglutamico.

7.1.3 Concentracio de y-PGA em diferentes marcas de natto

O natto ¢ oriundo de processo fermentativo de graos de soja, ou seja, a fermentacéao se
da em estado sélido (Figura 8). Esse processo é dependente de diversos fatores como umidade,

cepa, temperatura, agitacao, aeracdo, pH. Por tratar-se de alimento comercial, estes parametros
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ndo sdo controlados de forma a favorecer maior produgéo de y-PGA, j& que ndo é a finalidade
para a qual se destina o produto em estudo.

Figura 8 - Soja in natura e natto

Legenda: A: gréos de soja in natura; B: gréos de soja apds fermentagdo pelo Bacillus subitilis (natto) apresentando
a viscosidade caracteristica da presenga do acido y-poliglutdmico.

Os mecanismos utilizados nos processos fermentativos desses produtos sao
desconhecidos, mas foi possivel observar diferengas significativas na produgao de y-PGA nos
trés produtos analisados. Em estudos conduzidos por por Xu et al. (2005), a produgao de y-PGA
em estado solido resultou num valor de 83,61 g kg™! na proporcio substrato sélido e y-PGA.
Brito (2014) atingiu em seu estudo producéo de 46,191 g kg~* de y-PGA utilizando subproduto
fibroso de soja como substrato e casca de arroz como agente aerador. Os nattos N1, N2 € N3,
apresentaram baixa quantidade em gramas de y-PGA por quilograma de natto, como ilustrado
pela Figura 9.

Metodologias com estudos voltados & producdo de y-PGA apresentam controle de
parametros decisivos em processos fermentativos e a adicdo de nutrientes como sais minerais e
fontes de nitrogénio, responsaveis por aperfeicoar a acdo bacteriana na producdo do
biopolimero. No caso do natto, por ser um alimento sem finalidade de producdo de y-PGA,
esses parametros de produgdo ndo sdo controlados, acarretando em uma producéo inferios de
v-PGA, quando comparado aos estudos citados.
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Figura 9 - Producdo de &cido y-poliglutdmico por kg de natto
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A amostra N2 apresentou valores proximos na quantidade de y-PGA presente nos trés
solventes adotados, enquanto N1 e N3 obtiveram diferenca significativa entre acetona, etanol e
metanol, sendo que o metanol foi o solvente de maior potencial de precipitacdo do y-PGA dos
nattos. O N1 foi o natto que apresentou, em todos os solventes utilizados, a melhor concentracéo

do biopolimero.

7.1.1 Formacdo de rede de precipitacdo de biopolimero

Algumas substancias organicas, em solucéo, apresentam como caracteristica a formacéo
de “rede” indicativa da presenga polimérica, apos a adicdo de solventes organicos (PEREIRA,
2004; BRITO, 2014).

A alteracdo de variaveis em solucéo, como utilizagdo de solventes organicos, permite a
agregacdo de grupos poliméricos em solucBes aquosas, acarretando a formagdo da rede
polimérica, que pode ser desfeita de forma reversivel (MAIA et al, 2003). As zonas de
compressdo polimérica e a rede formam-se, por intermedio de repulsdes eletrostaticas
intermoleculares (VILLETT]I, 2001). No momento em que o solvente organico é adicionado a
solugdo que contenha acido y-poliglutdmico forma-se, instantaneamente, a “rede” como

caracteristica da precipitacdo do biopolimero (BRITO, 2014). A capacidade de precipitacdo de
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acido y-poliglutdmico por solventes organicos pode ser observada, pela formacdo instantanea
da rede, manifestagdo caracteristica para biopolimero (Figura 10).

Figura 10 - Formagé&o de rede caracteristica da presenga do acido y-poliglutdmico em solucéo

Legenda: Reagdo de formagao instantdnea de rede utilizando a propor¢ao de 1:4, sendo 3 mL de extrato de acido y-
poliglutdmico e 12 mL de solvente: a) acetona; b) etanol e ¢) metanol.

Em solugdo aquosa, o acido y-poliglutdmico sofre solvatacdo. Ao entrar em contato com
a agua inicia-se forca de atracdo intermolecular, entre o biopolimero anidnico e a extremidade
positiva das moléculas polarizadas de dgua. No processo de solubilizacdo, valores elevados de
constante dielétrica representam baixa forca de atracdo entre os ions de determinada substancia
no seio do solvente e a dissolucéo é favorecida (FELTRE, 2004).

Os solventes organicos, por terem constante dielétrica inferior a da agua, ao serem
adicionados a solucdo, reduzem o poder de solvatacdo da agua, resultando em compressédo da
cadeia do y-PGA, que responde pelo processo de precipitagdo. A agregacdo dos monémeros em
macromoléculas é consequente a exclusdo do solvente (TASHIMA, 2007).

Enguanto duas moléculas podem atrair-se no espaco livre, elas podem repelir-se no
meio, caso a energia em forma de trabalho, necessaria ao deslocamento de solvente, exceda o
ganho, pela aproximacg&o das moléculas do soluto (REICHARDT, 2004).

Com adicéo de solvente organico a solucdo aquosa de y-PGA, a energia necessaria ao
deslocamento do solvente foi superior a energia necessaria a aproximacdo das moléculas do
soluto, gerando assim a precipitagdo do biopolimero, ou seja, a forga intramolecular do

biopolimero prevalece.
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Como consequéncia da redugdo do contato de polieletrolitos com as moléculas de agua,
as interacOes intramoleculares poliméricas sdo predominantes, levando a formacéo da rede
polimérica (DUARTE, 2011).

Por outro lado, os solventes utilizados (acetona, etanol e metanol), compostos polares,
sdo soluveis em agua, uma vez que as intera¢fes dipolo-dipolo que se estabelecem entre as
moléculas de &gua sdo da mesma ordem de grandeza das atracfes do mesmo tipo existentes
entre as suas moléculas, bem como entre as moléculas de agua.

Substancias com baixa densidade de carga apresentam interacdo mais fraca com a agua
do que a interacdo de dipolo entre as moléculas de &gua. Enquanto substancias com alta
densidade de carga exibem maior interagdo com a agua (DUARTE, 2011).

Dentre os alcoois comuns utilizados, a composi¢do quimica pode incrementar a reacao
em razdo de baixo peso molecular ou constituido por cadeias alquilicas menores, tais como
metanol e etanol. Contudo, em andamento experimental o metanol quando comparado ao etanol
apresenta como desvantagem sua maior periculosidade durante o manuseio. Outro fator deve-
se pelo etanol (alcool etilico) ser muitas vezes considerado bipolar, por dissolver com facilidade
substancias organicas apolares.

O coeficiente de particdo agua-octanol € uma variavel fisico-quimica amplamente
utilizada que representa a razao entre as concentraces dos solutos nas fases, no caso agua e
octanol. O log Kow fornece o parametro de interpretacdo, referente ao carater hidrofilico de
determinada substancia, onde quanto menor o valor de log Kow, maior a hidrofilicidade da
substancia (MEYLAN, 1996). Nesse caso, 0 metanol (Tabela 8) é a substancia que apresenta
maior afinidade com a &gua, quando comparado aos outros dois solventes utilizados neste
trabalho, 0 que justifica os valores apresentados na precipitagdo do acido y-poliglutdmico,
utilizando alcoois como agentes de precipitacdo, onde o metanol foi para os trés nattos

utilizados o que apresentou maior capacidade de extracdo do y-PGA (Figura 11).

Tabela 8 - Valores do coeficiente de parti¢do octanol-agua (log Kow)

Solvente Log Kow
Acetona -0,24
Etanol -0,32
Metanol -0,82

Fonte: National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) - International Chemical Safety Cards (ICSC)
Legenda: Logaritmo do coeficiente de particéo octanol-agua (log Kow)
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Atraveés do log Kow caracteristico de cada solvente, tem-se possivel entendimento pela

maior eficiéncia do metanol na extragdo y-PGA, na ordem metanol > etanol > acetona (Figura

11).

Figura 11 - Comparativo da extragdo em miligramas do y-PGA nos nattos N1, N2 e N3 por
repouso em refrigeracdo por 40 min e por 12 h utilizando diferentes solventes organicos como
agente de precipitacédo
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Na presenca de ndo solvente e em baixas temperaturas, o volume das cadeias
poliméricas em solucdo tende a diminuir, sendo perceptivel sua presenca em solu¢do ao
adicionar a acetona, etanol e metanol pela formacéo da rede (CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

A compressdo das cadeias se mantém constante ap6s a formacao inicial da rede, resultando ao
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final em massa compacta precipitada no solvente, podendo inclusive, ser separada manualmente

com o auxilio de espatula (Figura 12).

Figura 12 - Precipitacdo apds 12 horas em refrigeracdo a 5 °C

A temperatura também foi um parametro decisivo na precipitagdo do y-PGA, assim
como o tempo de repouso em refrigeracdo. Na presenca de ndo solvente e em baixas
temperaturas, o volume ocupado pela cadeia polimérica tende a diminuir, facilitando o processo
de precipitacdo. E, se a temperatura se mantiver baixa por maior periodo tem-se a precipitacdo
de moléculas de y-PGA presentes na solugdo.

Segundo os resultados apresentados pela Figura 13, constatou-se a diferenca no
comparativo das extracdes efetuadas em resfriamento de 40 minutos e em resfriamento, por
tempo estendido de 12 h. Os valores de aumento percentual na quantidade de y-PGA extraido
em 12 h de repouso no comparativo a 40 min foi positivo nos trés nattos utilizando os trés
solventes, tendo como excegédo apenas o natto N3, que apresentou valor percentual negativo na
extracdo utilizando acetona, indicando que a extragdo de 40 min n&o foi superior a de 12 h para

€SSe Caso.
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Figura 13 - Aumento percentual na extracdo de acido y-poliglutamico utilizando refrigeracao
pelo periodo de 12 h comparada ao periodo de 40 min
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Na avaliacdo da significancia estatistica dos tratamentos adotados na precipitacdo de y-
PGA utilizando diferentes solventes apds extracdo de 12 h em refrigeragdo, adotou-se o uso da
tabela ANOVA, que é teste estatistico que mostra se existe diferenca significativa entre grupos
distintos. A andlise foi realizada para cada natto (N1, N2 e N3), apos extracdo de 12 h com os
trés diferentes solventes (Tabelas 9, 10 e 11). Foi considerada a varia¢do na quantidade de acido
v-poliglutdmico, adotando-se uso dos diferentes solventes.

Constatou-se que a andlise de variancia entre os grupos (etanol, metanol e acetona)
sobre variancia resultou, para os trés nattos, um valor de F (Estatistica F) maior que o valor de
F critico. O valor de P (Probabilidade de Significancia) representou probabilidade significante
de que a diferenca entre os grupos de solventes é uma diferenca real e ndo ao acaso, ja que nas
trés andlises de variancia para os nattos o valor de P foi < que 0,05, representando boa

confiabilidade nos resultados apresentados nesse teste.

Tabela 9 - Tabela ANOVA natto N1 para extracdo de 12 h considerando a variagdo na
quantidade de y-PGA extraido pelos diferentes solventes adotados

Fonte da variagdo SQ Gl MQ F Valor P F critico
Entre grupos 47,34443 2 23,67222 23,92364 0,001383 5,143253
Dentro dos grupos  5,936944 6 0,989491

Total 53,28138 8

Legenda: Soma dos quadrados (SQ), grau de liberdade (GI), média dos quadrados (MQ), estatistica F (F), Probabilidade de significancia
(\alor-P)
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Tabela 10 - Tabela ANOVA natto N2 para extragdo de 12 h considerando a variagdo na
quantidade de y-PGA extraido pelos diferentes solventes adotados

Fonte da variagdo SQ Gl MQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 1,615491 2 0,807746 20,88137 0,001982 5,143253
Dentro dos grupos  0,232096 6 0,038683
Total 1,847587 8

Legenda: Soma dos quadrados (SQ), grau de liberdade (Gl), mé(d\i/aal(l??P(;uadrados (MQ), estatistica F (F), Probabilidade de significancia

Tabela 11 - Tabela ANOVA natto N3 para extracdo de 12 h considerando a variagédo na
quantidade de y-PGA extraido pelos diferentes solventes adotados

Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 26,11681 2 13,0584  12,79425 0,006853 5,143253
Dentro dos grupos  6,12388 6 1,020647
Total 32,24069 8

Legenda: Soma dos quadrados (SQ), grau de liberdade (Gl), mé(d\i/z; I(f)(qu)uadrados (MQ), estatistica F (F), Probabilidade de significancia

7.1.2 Andlise de viscosidade para diferentes marcas de natto

A viscosidade se da em funcao de diversos fatores. Mantendo-se as mesmas condicdes
de temperatura, pH e concentragdo nas trés amostras analisadas, observou-se diferenca
significativa entre as marcas de natto investigadas, assim como no y-PGA extraido por
diferentes solventes.

O maior valor de viscosidade foi observado no natto Nj, utilizando o metanol como
solvente (Tabela 12). O metanol apresentou maior eficiéncia no processo de extracdo, assim
como também demonstrou maior seletividade na extracdo do acido y-poliglutamico, pela
auséncia perceptivel de outras substancias precipitadas, como pode ser visualizado pela Figura
10. A utilizacdo do metanol como agente de precipitacdo pode ter influenciado na taxa de

cisalhamento da solucéo.

Tabela 12 - Valores de viscosidade (mPa.s) em diferentes marcas de natto, para solucoes de y-
PGA ap0s extracdo, mantendo as mesmas condicoes

N1 N2 N3
Acetona 13,1 10,37 75
Etanol 12,2 10,4 7,5

Metanol 15 14,1 10,3




65

Como a viscosidade esta intrinsicamente ligada @ massa molecular do soluto presente
em solucdo, j& que uma maior massa molecular implica em maior resisténcia na medida da
viscosidade. O resultado dessa analise permite interpretar que no caso do natto N1, a massa
molecular do &cido y-poliglutdmico, produzido no processo de fermentacdo, apresentou valor
superior aos outros dois nattos estudados.

7.1.3 Analise de viscosidade em diferentes faixas de pH

Na analise de viscosidade da extracdo y-PGA em faixas de pH distintas, observou-se
maiores valores de viscosidade com o aumento do pH. Na sua forma acida, em baixos valores
de pH, o y-PGA estd em sua forma de &cido livre ndo ionizado, devido a fortes ligacGes
intramoleculares de hidrogénio. A medida que se aumenta o pH, interrompe-se essas ligacdes
de hidrogénio e os grupos carboxilicos da moléculas tranformam-se em grupos anidnicos.
Antigindo o pH 6, ou acima desse valor, os grupos carboxilicos da molécula tornam-se
ionizados, ou seja, 0 aumento do pH resulta em maior solubilidade na presenca de y-PGA, assim
como a viscosidade acompanha esse aumento, até atingir o valor de pH 8 (HO et al., 2006).

Como apresentado na Figura 14, o acido y-poliglutdmico extraido do natto representou o
comportamento descrito por Ho et al. (2006) onde a viscosidade acompanha 0 aumento nos
valores de pH, mostrando-se com maior estabilidade no pH a partir do pH 8, onde os grupos

carboxilicos estdo ionizados.
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Figura 14 - Comportamento apresentado pela variacao da faixa de pH na viscosidade acido y-
poliglutamico extraido da amostra N
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7.1.4 Andlise de viscosidade de produtos da Shandong Freda Biotechnology

Foi também realizada a analise de viscosidade utilizando os produtos adquiridos da
Shandong Freda Biotechnology (Tabela 13). Segundo a descri¢do dos produtos fornecida pelo
fabricante, a concentracdo de acido y-poliglutdamico em um produto é > 30%, e 0 mesmo &
destinado para uso agricola, enquanto no outro a concentracdo é >90% e é comercializado para
confeccdo em cosmeticos. Nos dois produtos foi realizado o teste de viscosidade, mantendo a

concentragdo de 1 g L.

Tabela 13 - Viscosidade dos produtos Shandong Freda Biotechnology e y-PGA extraido do
natto

Viscosidade (mPa.s) para solucdo de 1 g L1

Acido y-poliglutdmico para uso agricola 7,4
Acido y-poliglutdmico para cosméticos 24,6
Acido y-poliglutdmico natto N; pH 7 38,4

Tanto no produto para uso agricola, quanto para cosméticos, a viscosidade foi inferior
quando comparada a do acido y-poliglutamico extraido do natto, para pH 7. Foi realizada a

andlise de correlacédo entre a concentracdo de y-PGA no natto e nos produtos da Shandong Freda
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Biotechnology, correlacionando essas concentragdes aos valores de viscosidade. O valor do
coeficiente de correlagdo entre essas variaveis foi de 0,987, ou seja, o valor proximo a 1 do
resultado da analise indica forte correlacdo entre os dois parametros, concentracédo de y-PGA e
viscosidade em solucao.

A concentragdo de acido y-poliglutdmico no produto destinado a agricultura é baixa,
consequentemente, sua viscosidade foi menor. Na analise em ICP, o y-PGA destinado a
cosméticos, teve concentragdo de acido y-poliglutamico no valor de 91,61%, apesar de néo se
encontrarem na conformacdo de cadeia aberta randomica, os sais ionizados de y-PGA se
comportam como tal, conferindo ao sal boa solubilidade em agua (HO et al., 2006). O sal de vy-
PGA em solugéo responde por uma leve acidificagdo do meio, como apresentado na curva de
pH desenvolvida nesse estudo (Figura 20).

A acidificacdo do meio, responde pela reducao na viscosidade, assim como a diferenca
de 8,39%, referente ao menor teor de y-PGA no sal de sddio também justifica o0 menor valor de
viscosidade encontrado entre as solugdes de y-PGA extraido do natto e o y-PGA sddico
adquirido da Shandong Freda Biotechnology, realgando que a concentragdo do acido y-
poliglutamico na solucdo, assim como o pH, sdo fatores que influem diretamente nos valores

de viscosidade.

7.1.5 Andlise por espectroscopia no infravermelho para y-PGA extraido do natto N1 e

para o natto N1 antes da extracao

O y-PGA é um biopolimero composto unicamente por uma das formas ou pelas duas
formas enantioméricas (D- e L-) do acido glutimico. O y-PGA é altamente sollvel e
sequestrante de moléculas de agua. Ao contrario das proteinas, onde os aminoacidos sdo ligados
por ligagdes a-amino, no y-PGA as ligagdes sdo do tipo y-amino. Deste modo este polimero
torna-se resistente a acdo de proteases, capazes de clivar apenas as ligagdes a-amino.
(CANDELA; FOUET, 2006).

A analise FTIR em pastilha de KBr foi realizada, posteriormente, a extragdo de y-PGA
do natto N; utilizando-se de metanol como agente precipitante (Figura 15). Os espectros foram
obtidos no intervalo de frequéncia de 4000-600 cm™. Como padrdo tem-se o y-PGA na forma
sodica (91,61%), da Shandong Freda Biotchenology. Na Tabela 14 tem-se as bandas observadas
em FTIR para y-PGA sddico da Shandong e material obtido apds extragdo de y-PGA de natto

N1, com metanol.



Tabela 14 - Bandas observadas em FTIR (cm™) para y-PGA sodico da Shandong Freda
Biotchenology, como material de referéncia e apos extrag@o de y-PGA de natto N1, com
metanol.

Substancia C-O Amida | C-N N-H O-H

v-PGA — Shandong 1404,41 1638,58 1128,92 697,20 3433,00
v-PGA — N1 metanol ~ 1452,00 1633,73 1097,22 709,30 3265,29
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Segundo a Tabela 14 de valores de absorcéo no infravermelho, para o composto extraido

! além da banda de estiramento O-H a 3265 cm™. O pico de absorcdo a 3400-3450 cm

carboxilico, hidroxila, carbonila e amida (Ho et al. 2006).

do natto N; verifica-se bandas de absorcdo: amida | com N-H banda de flexdo a 1633 cm™;
vibragdes de estiramento de grupos carbonila C=0 a 1452 cm™. Ha também contribuicdes em
menor escala das vibragoes de estiramento de C-N a 1097 cm™ e de dobramento N-H a 709 cm
le
caracteristico do estiramento OH de moléculas de 4gua adsorvidas. Os espectros da extracao do

acido y-poliglutdmico com metanol estdo em conformidade, com presenca de grupos

A banda amida | presente no espectro de FTIR (Figura 15) é caracteristicas do y-PGA,

secagem e preparacdo da amostra para a analise de espectroscopia.

Transmitancia (%)

709,301 '
1405,006

1097,223

N
- A / 1592,546
3570,221 1633.731

0 32653

onde os aminoacidos sdo ligados pelo y-amino e estdo diretamente relacionados a conformacao
randémica em cadeia aberta, caracteristica do pH proximo a neutralidade, onde foi realizada a

Figura 15 — Espectro infravermelho do acido y-poliglutdmico extraido do natto N1 utilizando-
se de metanol, como agente de precipitacao
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O espectro representado na figura 15 permite, portanto, identificar a presenca dos picos
caracteristicos da amida, e grupos carbonila e carboxila, que sdo grupos funcionais e
preferenciais ao processo de floculagdo em polieletrolitos (WU; YE, 2007).

Biopolimeros constituidos de aminoéacidos sdo muito semelhantes as proteinas
(KUNIOKA, 1997). O natto é um alimento japonés oriundo de processo fermentativo de gréos
de soja, que tem como caracteristica odor de acidos graxos de cadeia curta amoniacal, além de
ser constituido do polimero altamente viscoso, o acido y-poliglutamico (IKEDA et al., 1984).

Pietrzak e Miller (2005), utilizando espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier, analisaram graos de soja e com base nos picos caracteristicos de cada componente,
determinaram a presenca dos grupamentos: amida | a 1650 cm * associada a proteina, éster
lipidico a 1545 cm™ e a regido de 1200 a 900 cm para carboidratos, sendo que a quantidade e
configuracdo das proteinas apresenta variagao ao longo do cotilédone, assim como a quantidade
de lipidio e carboidrato.

Para o espectro referente ao natto N1 (Figura 16), a indicag&o de picos na faixa de 1238,9
cm? a 729,682 cm é atribuida a presenca de carboidratos componentes dos gréos de soja,
enquanto o grupamento lipidico é identificado na faixa de 1542,76 cm™. A presenca do &cido
y-poliglutdmico ¢ indicada pela absorcéo na banda 1656,43 cm™, referente a amida I, banda de
estiramento C=0 no comprimento de 1745,783 cm™, banda de estiramento referente a C-N em

1159,9 cm™ e banda de estiramento em 3438,14 cm™, referente a hidroxila.
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Figura 16 - Espectro infravermelho do natto N1 apos secagem em estufa
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Grupamentos peptidicos podem ser identificados através da analise de espectroscopia
de infravermelho. A fracdo de ligacdes peptidicas pode ter sua conformacao estrutural estimada
através da analise da banda amida | (1.600-1.700 cm™) (CARBONARO; NUCARA, 2010).

As absorcdes no comprimento médio do infravermelho para a amida permitem
identificar estruturas secundarias (CARBONARO; NUCARA, 2010). O acido y-poliglutamico
pode aparecer em cinco diferentes conformacoes, que dependem de condi¢cGes ambientais em
que o biopolimero se encontra (HO et al., 2006).

De acordo com a identificacdo de estruturas secundarias em amidas, absor¢6es na faixa
de 1648-1660 cm * sdo caracteristicas da conformacéo estrutural no formato de a-helicoidal
(KREJTSCHI; HAUSER, 2011). Previamente ao processo de extracdo, o y-PGA presente no
natto N1 apresentou em seu espectro estiramento na banda 1656,431 cm™, indicando, portanto,
que sua conformacao estrutural é a-helicoidal.

Essa conformacdo ocorre em pH &cido, para moléculas de y-PGA pouco ou néo
ionizadas. A ionizacdo dos grupos laterais do acido y-poliglutdmico é passivel de identificacdo
através da analise de infravermelho (KREJTSCHI; HAUSER, 2011).

Para o acido y-poliglutamico, apds a metodologia de extracdo utilizando metanol, foi
possivel identificar a banda caracteristica da ionizagéo lateral dos grupos carboxilicos COO -,

através do espectro na banda 1592,546 cm™, enquanto para o natto Ni, 0 y-PGA antes da
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extracdo ndo apresenta o0 pico caracteristico da ionizacdo do grupo carboxilico, e sim na sua
forma deuterada, identificada no pico 1745,783 cm™.

A ionizacdo dos grupos laterais é responsavel por influenciar a conformacao estrutural
do &cido y-poliglutamico, e esta diretamente ligada aos valores de pH do meio e temperatura
(KREJTSCHI; HAUSER, 2011).

O aquecimento de amostras de &cido y-poliglutamico induz a diminuicdo da intensidade
da banda de absorcio de 1638 cm™ para 1650 cm™, referente ao grupamento amida I. O aumento
nos valores de absorcdo nessa faixa € indicativo do momento de alteracdo da conformacéo
estrutural da molécula de y-PGA, de a-helicoidal para estrutura de cadeia randémica
(KREJTSCHI; HAUSER, 2011).

No FTIR do natto N1 (Figura 16), observou-se o pico caracteristico das ligacdes amida
I no comprimento de 1656,431 cm™, enquanto no y-PGA apds extracdo do N utilizando
metanol, o grupamento amida | foi identificado na banda de 1633,731 cm™ (Figura 15). Esses
valores de absorcéo referente a amida I, juntamente aos valores indicativos da ionizacdo dos
grupos laterais carboxilicos, permitem inferir que a conformacédo estrutural do y-PGA sofre
alteracdo ap0s o processo de extracao do natto N1 utilizando metanol (Tabela 15).

Tabela 15 - Conformagao estrutural do y-PGA antes e apds extracdo do natto N1 de acordo
com os valores de absorcéo no espectro infravermelho

, . ) Grupamento Conformacéo
Acido y-poliglutamico Amida | .
carboxilico estrutural
Antes da extracio N1 1656,431 cm™  1745,783 cm™ (COOH) a-helicoidal

ApOs extracdo Ni 1633,731 cm?  1592,546 cm™ (COO)  cadeia randomica
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7.2 PGo21CA

7.2.1 Propriedade organica do PGo21Ca

No MSDS do PGa21Ca, a formulacao contém sulfato de célcio de 70 a 80% e carbonato
de célcio de 10 a 20%, com &cido y-poliglutdmico <10%, carbonato de sddio <10%, sulfato de
aluminio <10% e outros componentes <10%. Entretanto, mediante a caracterizacao fisico-
quimica do PGa21Ca tem-se que o produto comercial apresenta formulacdo original de 87% de
sulfato de calcio e 5% de acido y-poliglutamico, entre outros.

Segundo o fabricante, na formulacdo do PGa21Ca encontram-se constituintes
inorganicos, com a funcdo de neutralizar cargas negativas e desestabilizar forcas de repulsédo
entre as particulas, atuando como coagulante. J4 o constituinte organico, como o acido y-
poliglutamico, forma ponte entre os coloides, viabilizando a formacéo de flocos (Nippon
PGa21Ca Co, 2015).

De acordo com Campos et al (2016), a analise de fluorescéncia de raios X em percentual
de massa, a composi¢do dos oxidos identificados no PGo21Ca ¢ igual a: 6,63% SiOo, 2,97%
Al03, 47,33% SO3z, 0,49% MgO, 40,41% Ca0, 0,09% Na.0, 0,13% K0, 0,99% CI.0, 0,71
Fe203, 0,05% TiO..

Os resultados da analise elementar do PGo21Ca, realizados por Campos et al (2016),
apontam teores de CHN na composi¢do do produto japonés e para efeito comparativo, tem-se
o apontamento do teor CHN para o y-PGA sodico, adquirido da Shandong Freda Biotechnology
(Tabela 16).

De acordo com Ho et al. (2006), tem-se como anéalise elementar tipica do acido y-
poliglutamico 44,86% (C), 5,91% (H) e 10,49% (N), que mostraram conformidade com a
composicao formular calculada em 46,51% (C), 5,43% (H) e 10,85% (N). Com estes resultados
pOde-se estimar o teor de acido y-poliglutdmico no PGa21Ca, considerando que o acido y-
poliglutamico apresenta formula (CsH7NOz3), e somente com base no monémero tem-se 46,51%
(C), 5,46% (H) e 10,84% (N) 37,17% (O). Os teores dos elementos carbono, hidrogénio e
nitrogénio no PGa21Ca ndo apresenta conformidade com os teores para os mesmos elementos
apresentado pela molécula de y-PGA do padrao utilizado nesse estudo e do y-PGA nos estudos
conduzidos por Ho et al. (2006).

Consideragdo os teores de C, H e N esperados para a molécula de y-PGA, partindo do

pressuposto que o carbono se encontra somente no y-PGA, que o hidrogénio pode estar presente
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em outros sais ou como &gua de hidratacdo, verificou-se que para o nitrogénio, seu teor foi
inexpressivo. Neste caso, considerando o teor de carbono no y-PGA tem-se 5,26% no produto
comercial. No estudo de Deng et al. (2007) foi realizada a caracterizacdo de copolimero
composto de trés blocos biodegradaveis (PGL-PLA-PGL) com polilactida (PLA) como bloco
central hidrofébico e acido y-poliglutdmico (PGL) como blocos laterais da molécula, que
resultou em proporcdo de N/C igual a 0,0192, valor proximo ao encontrado no PGa21Ca. O
acido y-poliglutdmico na forma de copolimero poderia ser uma possivel justificativa para o
comportamento andmalo da propor¢ao N/C encontrada no PGa21Ca.

Porém, na analise elementar é possivel detectar a presenca tanto do carbono organico,
quanto o inorganico (SATO, 2013). De acordo com a composicdo divulgada pela MSDS, o
PGa21Ca, além de fragdo organica, possui carbono na forma inorgénica nas seguintes
substancias: carbonato de calcio de 10 a 20% e carbonato de so6dio <10%, ou seja, considerando
que a fracdo inorganica de carbono é também detectada, a analise elementar e a proporcao de
CIN néo faz referéncia apenas a presenca do acido y-poliglutdmico, mas também ao carbono
inorganico presente no PGa21Ca, considera-se que a analise elementar se torna inconclusiva
guanto ao teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio referente a molécula de y-PGA presente no

produto japonés.

Tabela 16 - Analise elementar PGa21Ca e y-PGA sddico Shandong Freda
Biotechnology

Produto C/% H/% N/% CHN Total C/N
PGa21Ca 2,45 2,53 0,04 5,02 61,25
y-PGA Na* Shandong 30,52 5,94 7,02 43,48 4,35

7.2.2 Andlise por espectroscopia no infravermelho para o PGa21Ca in natura

A tecnica FT-IR foi utilizada para identificar, por meio das bandas caracteristicas, 0s
grupamentos quimicos tipicos do y-PGA no PGa21Ca. Os espectros de infravermelho foram
obtidos de compostos pastilhados, em brometo de potassio com grau espectroscépico, na faixa
de 4000 — 400 cm® para observagéo dos grupos funcionais (Figura 17).

De acordo com a analise do PGa21Ca por espectroscopia no infravermelho mostrado
na Figura 17, observa-se vibragdes caracteristicas dos grupos hidroxila com comprimento de
onda de em 3400 cm?, também sdo apresentadas vibraces na faixa dos 900 cm’

correspondentes ao grupo Al-OH». Entre as bandas caracteristicas de sulfato de aluminio,
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destacam-se a v1 em torno de 990 cm™, vs em torno de 1113 e 1089 cm™ e v4 em torno de 620
e 553 cm? (KLOPROGGE et al., 2001).

Para alguns espectros de infravermelho da gipsita, o posicionamento das bandas 3392 e
-1 -1
3495 cm podem ocorrer proximo a 3400 e 3540 cm  (SOARES, 2005). Um dos quatro modos

2-

vibracionais do SO4 foi observado no espectro da amostra de PGa21Ca, na banda de
-1

estiramento do vs SO4, que ocorre por voltade 1120 cm para a gipsita (MANDAL, 2002). Na

-1
gipsita aparecem duas bandas a 1685 e 1620 cm , que sdo devidos a presenca de dois tipos de
-1
moléculas de agua. A banda a 1685 cm € caracteristica de moléculas com ligacdes fracas, ja a
-1
banda de 1620 cm ¢é caracteristica das moléculas com ligac6es fortes (MANDAL, 2002). No

-1
espectro do PGo21Ca observou-se bandas caracteristicas da gipsita em 3400 cm . A gipsita

também apresenta trés bandas de absor¢ao na regido de estiramento do grupo OH (VOH), estando

posicionadas a 3245, 3392 e 3495 cm-1 (SORARES, 2005).

Na anélise por espectroscopia no infravermelho também observou-se vibragdes
caracteristicas para y-PGA com comprimento de onda de em 1620, 1113 e 675 cm™. Para Ho
et al. (2006) os resultados de absorcao por infravermelho do acido y-poliglutamico calcico em
pastilhas de KBr sdo: Amida I, com dobramento N-H na banda 1622 cm™; para as ligaces
Amida Il, as bandas ndo foram observadas, possivelmente devido as fortes ligagdes de
complexacgdo ionicas presentes; estiramento simétrico na banda 1412 cm™ caracteristico da
dupla ligagdo C=0, estiramento C-N na banda 1116 cm™; dobramento N-H na banda 669 cm"

1 e estiramento O-H na banda 3415 cm™.
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Figura 17 - Espectro Infravermelho do PGo21Ca in natura nas faixas de absorcdo de 400 a
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Fonte: Campos et al (2016)

7.2.3 Extracio do acido y-poliglutdmico do PGe21Ca pela acao do alcool etilico

Ao adicionar o alcool etilico agquecido ndo foi observada a formacdo da rede,
caracteristica do processo de precipitacdo do y-PGA. Nesse caso, ocorreu a solubilizacdo do
acido y-poliglutdmico e precipitacdo dos sais. A presenca do &cido foi confirmada através da
analise em espectrofotdmetro, pela curva de calibracdo. Apos a secagem e ressolubilizacdo do
biopolimero, a solugdo foi analisada e constatada a presenca do y-PGA na concentracao de 5
mg L1,

A analise por fluorescéncia de raios X indicou baixa concentracdo em porcentagem de
calcio (3,92%) e auséncia de outros materiais inorganicos na solu¢do do y-PGA extraido do
PGa21Ca, conferindo bons resultados referentes a separacdo da parte organica, constituida pelo

acido y-poliglutamico, da parte inorganica do produto.
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Alguns solventes, como agua e etanol, podem se comportar tanto como doadores de
prétons, quanto como receptores de préton, sendo conhecidos como anfoteros, e suas ligacdes
de hidrogénio sdo fortemente influenciadas pela temperatura da reacdo (REICHARDT, 2004).

A molécula de etanol apresenta uma parte polar, formada pela hidroxila, que é capaz de
realizar a solubilizagdo de compostos organicos, como o y-PGA. Em baixas temperaturas
solventes organicos sdo muito Uteis na precipitacdo de biomoléculas, elevando-se a

temperatura, ocorre rompimento das pontes de hidrogénio, consequente solubilizacdo do acido.
7.2.4 Viscosidade da solu¢io do acido y-poliglutamico extraido do PGe21Ca

A concentragdo da solu¢do em que foi utilizado o y-PGA extraido do PGo21Ca foi
quantificada por espectrofotometria e o valor encontrado para solucdo de 100 mL foi de 5
mg L™1. Sem qualquer alteracdo, realizou-se a leitura de viscosidade, exatamente nas mesmas
condicGes da leitura realizada no acido y-poliglutdmico extraido do natto. O valor apresentado
pela Tabela 17 foi consideravelmente maior do que o y-PGA do natto, principalmente por
considerar que a concentra¢do no PGo21Ca foi menor no y-PGA extraido do natto nesse estudo,
onde a maior viscosidade em solucdo encontrada para o y-PGA foi a pH basico, na concentragdo
de 1 g L™, no valor de 43,5 mPa.s (Figura 14).

Tabela 17 - Valor de viscosidade para o acido y-poliglutdmico extraido do PGa21Ca

Concentragdo (mg L™1) | Viscosidade (mPa.s)
5 | 382,4

A alta viscosidade pode ser explicada por possivel mudanca da estrutura molecular do
acido y-poliglutdmico, provavelmente uma conformacéao de folha pregueada, devido a possivel
agregacdo de cadeias, que mesmo em baixas concentragdes, confere maior viscosidade
(KREJTSCHI; HAUSER, 2011).

De acordo com a analise de espectroscopia de infravermelho para o0 PGa21Ca (Figura
17), a banda caracteristica da amida | foi detectada no comprimento de onda igual a 1620,3 cm
"1, Na analise de grupamentos secundarios de amida, nesse comprimento de onda, os valores de
amida | sdo associados a conformacéo estrutural g-sheet (folha pregueada) (CARBONARO;
NUCARA, 2010)
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Considerando que o comportamento viscosimétrico ndo condiz com o esperado pelo y-
PGA, e o teor de N/C relaciona-se com produtos copolimerizados, ndo se descarta a hipotese
de que a viscosidade apresentada para o y-PGA em solucéo ser o resultado da presenca de outros
polimeros, ou mesmo que o y-PGA tenha sido submetido a processo de copolimerizagéo e exista
a presenca de outros polimeros compondo a macromolécula responsével pela alta eficiéncia no
tratamento de &gua apresentada pelo PGo21Ca.

Contudo, constatada a possibilidade de que através do uso de reagentes indutores de
ligacdes cruzadas ou uso de radiagdo gama € possivel sintetizar hidrogéis de y-PGA, e que essa
conformagdo da macromolécula confere maior atividade floculante. Considera-se que o alto
valor de viscosidade encontrado no &cido y-poliglutdmico extraido do PGo21Ca seja em
decorréncia do y-PGA comercializado pela Nippon Poly-Glu se encontrar na forma de hidrogel
desidratado.

Na forma de hidrogel, devido ao aprisionamento de moléculas de agua no seio da
estrutura molecular do biopolimero, solu¢des que contenham o hidrogel de y-PGA irdo oferecer
maior resisténcia ao escoamento e, consequentemente, maiores valores de viscosidade serdo

encontrados.

7.2.5 CurvadepH

Durante o ensaio, observou-se que, inicialmente, o produto da Nippon Poly-GLu o
PGa21Ca e os produtos da Shandong Freda Biotechnology com teor de y-PGA > 30% e teor
v-PGA= 90%, consumiram alcalinidade do meio (Figura 18). O PGa21Ca, comparado a leitura
inicial, apresentou leve alta nos valores de pH. Tal fato pode se justificar pela presenca dos ions
carbonato liberados no meio pelas moléculas de CaCO5; presentes no produto como fator
responsavel por manter a baixa variacao de pH durante o tratamento ao qual se destina o produto
em estudo. De acordo com VON SPERLING (2005), as faixas de alcalinidade préximas a
neutralidade devem-se a concentracdo de bicarbonatos, que apds a reacdo de coagulagéo e
floculacéo inicial, que consomem pH do meio devido a presenca de AISOs, libera os ions

carbonato, que sdo os responsaveis pela alta no valor de pH.
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Figura 18 - Variagdo do pH em fungdo do tempo nas amostras de y-PGA 91,61%, y-PGA 30%
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O y-PGA é altamente soluvel e sequestrante de moléculas de 4gua (CANDELA; FOUET,
2006). O polimero ionizado, como ¢ o caso do y-PGA Shandong Freda Biotchenology que se
encontra na forma sédica (Na™), apresenta-se na forma desordenada de novelo randémico
(SHIH; VAN, 2001). O grupo carboxilico anidnico em cada uma das porc¢bes de acido y-
poliglutdmico é reativo e disponivel para as ligacdes catidnicas, sendo responsavel pela leve
acidificacdo do meio (HO et al., 2006).

A queda no valor do pH gerada pelo produto adquirido pela Shandong Freda
Biotechnology, representou acidificacdo da amostra que se manteve durante o tempo do ensaio,
sendo constante nas amostras do produto com pureza de 91,61%. Diferindo nos resultados do
PGa21Ca, que mesmo consumindo mais a alcalinidade do meio no inicio da analise, apresentou
tendéncia ao aumento de pH, devido a presenca do carbonato de calcio.

Os valores referentes ao desvio padrdo demonstram a variacdo em relacdo a média dos
ensaios que foram realizados em triplicata. Nessa dispersdo apresentada na Figura 18, a baixa
variacdo do desvio padréo, indicou a tendéncia dos dados de estarem proximos a média,

validando os resultados.
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7.3 Atividade floculante

7.3.1 Atividade floculante variando concentracéo de acido y-poliglutamico

Primeiramente, buscou-se determinar a concentragdo de acido y-poliglutamico que
apresentasse maior eficiéncia no processo de floculacéo, através da melhor atividade floculante,
para em seguida adequar os demais parametros potenciais de floculacdo. Realizou-se extracao
simples com os trés solventes utilizados nesse estudo para verificar a potencialidade de Unica
extragdo na atividade floculante e comparando-se dois resultados.

O comportamento apresentado pelo y-PGA extraido da acetona, etanol e metanol, foi
similar, como representado pela Figura 19. O tempo de sedimentacdo adotado foi de cinco
minutos para os trés solventes. Nesse periodo, o y-PGA extraido do metanol e da acetona foram
0s que apresentaram melhor atividade floculante. Seguindo a linha que o acido y-poliglutdmico
extraido com metanol, como agente de precipitacdo, apresentou maior viscosidade, e que esse
parametro esta diretamente ligado a massa molecular do biopolimero, entende-se que esse fator
influi diretamente no processo de floculacéo.

Maior massa molecular do y-PGA, no processo floculagéo, responde por efetividade de
maior significancia no processo de sedimentacdo dos flocos formados que pela agdo da
gravidade, maiores massas de flocos irdo sedimentar com maior velocidade. Floculantes que
apresentem grande peso molecular, de forma generalizada, possuem cadeia de comprimento
longo com maior numero de grupos funcionais livres, que podem realizar maior quantidade de
formacdo de pontes com as particulas suspensas, gerando flocos maiores no processo de
floculacdo (SHIH et al., 2001).

A solugao de acido y-poliglutdamico com uma tnica extracdo pelo alcool etilico e acetona
apresentou coloragdo amarronzada, diferindo da solugao de acido y-poliglutdmico extraido com
metanol, que ndo apresentava coloracdo, indicando maior pureza e, consequente, eficiéncia pelo

metanol.
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Figura 19 - Comportamento apresentado pela variacao de solventes no processo de extracéo
de acido y-poliglutamico destinado ao processo de floculacéo
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Como representado pelas Figuras 19 e 20, a concentracdo 6tima na atividade floculante
foi de 10 mg L1, apresentando queda nos valores seguintes. Esse comportamento, representado
pela taxa de floculagdo, foi similar para os trés solventes utilizados. Os resultados encontrados
com relagdo a concentragdo 6tima de floculagdo do acido y-poliglutdmico foram semelhantes
aos do trabalho de Bhunia et al. (2012), onde a concentracdo que apresentou maior eficiéncia
foi a de 10 mg L~! para os trés solventes. No trabalho de Wu; Ye (2007) teve resultado
semelhante, apresentando queda na atividade floculante a partir da concentraco de 40 mg L.

O decréscimo nos valores de atividade floculante com o aumento da concentracdo do
biopolimero ao sistema coloidal se deve ao fato de que a adsor¢do na superficie das particulas
pelo polimero se d& através da estabilizacdo estérica, que é dependente da distancia entre as
superficies sdlidas adsorvidas e espessura da camada de polimero adsorvido (NUNES, 2012).
Se essa distancia for menor que a espessura da camada do polimero, ocorre um mecanismo de
interpenetracdo e compressao das cadeias que podem ser repelidas, ja que excesso de polimero
adsorvido torna as particulas estericamente dispersas (HUNTER, 2001; OLIVEIRA, RUBIO;
2011)
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Figura 20 — Taxa de floculagdo em porcentagem para diferentes concentragdes de y-PGA para
diferentes solventes de extracao
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No comparativo do acido y-poliglutdmico extraido do natto N1 e o acido y-poliglutamico
na forma sddica adquirido da Shandong Freda Biotechnology, ndo foi observada atividade
floculante pelo produto comercial. Os valores encontrados foram todos abaixo de zero, e
atribuidos apenas a sedimentacdo natural do caulim. O procedimento executado foi 0 mesmo
para o acido y-poliglutdmico do natto, que apresentou boa atividade floculante (Figura 21).

O y-PGA ¢é um biopolimero anidnico, ou seja, € uma molécula que disponibiliza cargas
negativas, capazes de se ligar a ions e metais carregados positivamente. No caso do produto
adquirido da Shandong Freda Biotechnology, o acido y-poliglutdimico é um sal de sédio
comercializado para confecgdo de cosméticos, ou seja, as ligagdes anidnicas capazes de formas
pontes responsaveis pela floculacdo estdo ligadas as moléculas de Na*. Na metodologia de
atividade floculante, foi utilizada a solu¢do com CacCl,, 4,5 mM, sendo que a liberacdo de ions
Ca?* responde pela neutralizagdo dos coloides presentes na solugdo de caulim 5 g L™! para em
sequéncia a macromolécula de y-PGA realizar o processo de floculag&o. O sal de sddio do acido
y-poliglutamico encontra-se numa conformacao de cadeia que permite ampla solubilidade em
agua (HO et al., 2006). Mesmo apresentando boa solubilizagdo em solucdo, ndo ocorreu a

formacéo de flocos.



82

Figura 21 - Atividade floculante acido y-poliglutdmico na forma sédica Shandong

Freda Biotechnology
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7.3.2 Atividade floculante em diferentes faixas de pH

Para diferentes faixas de pH o acido y-poliglutdmico apresentou sua cadeia em
conformacao estrutural de formas distintas. Esse fator é decisivo na formacéo de flocos, ja que
interfere nas cargas livres na cadeia que séo disponibilizadas para formacao das pontes entre 0s
coloides, que viabilizam o processo de floculagdo. Em pH acido inferior a 3, o y-PGA se
encontra na forma acida e apresenta carater hidrofobico devido as fortes ligacdes de hidrogénio,
portanto, os testes em pH inferior a 3 ndo foram realizados.

Para temperatura ambiente de 25°C, em solugdes que contenham o biopolimero e
apresentem pH &cido (inferior a 4,5) o acido y-poliglutamico encontra-se em conformacéao de
a-hélice, estabilizada por ligacbes de hidrogénio intramoleculares (KREJTSCHI; HAUSER,
2011).

Em pH maior que 6,5 as moléculas de y-PGA encontram-se apenas na conformacéo de
cadeia randomica linear, o que confere ao acido y-poliglutamico maior funcionalidade para ligar
em sua superficie moléculas catidnicas, conferindo assim, como apresentado pela Figura 22,

melhor atividade floculante proximo & neutralidade da solucdo (HO et al., 2006)

Atividade floculante y-PGA

natto
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Figura 22 - Influéncia de diferentes faixas de pH na atividade floculante do acido y-
poliglutamico
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No trabalho de Wu, Ye (2007) foi constatado que os valores do potencial zeta
apresentados pelo &cido y-poliglutdmico séo negativos, variando de -18mV a -40 mV do pH 3
ao 10, o que corresponde ao comportamento floculante apresentado pelo y-PGA ao aumentar o
pH do sistema. O aumento continuo do pH, ultrapassando a faixa de neutralidade no sistema,
gera um acréscimo de cargas (OH"), que irdo interferir na dupla camada elétrica dos coloides, e

consequentemente no processo de floculagdo (PAVANELLI, 2001)

7.3.3 Atividade floculante variando coagulante

O processo de floculagdo é uma etapa conseguinte a coagulacdo. Primeiro ocorre a
neutralizacdo das cargas coloidais, que apresentam naturalmente repulsdo entre si, para em
sequéncia, sejam gerados os flocos. Nas estacdes de tratamento de agua, esse processo se da
com ou sem a acao de polimeros.

Os polimeros atuam no adensamento dos flocos, criando pontes entre 0s mesmos, ou Seja,
potencializam o processo de floculagdo. O acréscimo de ions responde pela neutralizagdo e
estabilizacdo dos coloides, para em seguida se ligarem as cargas negativas de grupos
carboxilicos residuais no y-PGA, que sao responsaveis pela formacao de pontes entre particulas
em suspensdo. A atividade floculante do y-PGA é potencializada pela adicdo de céations
bivalentes e trivalentes, que foi 0o que ocorreu ao adicionar os sais a solucdo de &cido y-

poliglutdmico, utilizados na neutralizacdo das cargas do caulim, e floculagdo dos mesmos.
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Previamente, estabeleceu-se o pH o6timo de floculacdo do &cido y-poliglutdmico,
determinado pela Figura 22, tendo o melhor valor proximo a faixa de neutralidade. Os sais
utilizados nesse ensaio respondem por forte acidificacdo da agua, atingindo valores de pH igual
a 3 e nesta faixa, ndo ocorre a floculacdo. Apds a correcdo do pH com NaOH 1 M, atingindo o
valor 7, observou-se alta eficiéncia no processo de floculagdo, como representado pela Figura
23.

Figura 23 - Atividade floculante do acido y-poliglutdmico combinado com sulfato de aluminio
e cloreto de ferro em pH 7,0
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Na variacdo de concentragdo, tanto para o sulfato de aluminio, quanto para o sulfato de
ferro, o valor mais representativo para a atividade floculante ocorreu na concentracao molar foi
15 mM, sendo que a resposta a atividade floculante foi maior para o sulfato de aluminio. A
atividade floculante tende a cair com aumento de coagulantes, ja que o excesso na adi¢do de
coagulantes trivalentes, como sulfato de aluminio e cloreto férrico resulta na inativacdo do

biofloculante, devido absorcio excessiva de Al*S e Fe*,

7.3.4 Atividade floculante do PGa21Ca

Devido a alta concentracdo de material inorganico, para anélise de floculacdo em escala
laboratorial, 0 PGa21Ca ndo se mostrou com ampla eficiéncia quando comparado a combinacéo
de apenas o acido y-poliglutamico e sulfato de aluminio. O principio do produto é baseado na
neutralizacdo das cargas coloidais presentes na dgua e conseguinte formacéo de flocos pelas
pontes geradas atraves do biofloculante, acido y-poliglutdmico. Os demais produtos presentes

atuam como material inerte, como o sulfato de célcio, adotado para transporte das pequenas
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quantidades de sulfato de aluminio e acido y-poliglutdmico, enquanto o carbonato de célcio
atua na estabilizacdo do pH, altamente consumido devido a presenca do sulfato de aluminio.
A geracdo de flocos é instantdnea, como apresentado pela atividade floculante
desenvolvida nesse estudo utilizando o sulfato de aluminio e acido y-poliglutamico, apenas.
Contudo, mesmo apresentando 6tima remoc¢do de turbidez da agua, parte dos flocos sofre
flotacdo pela acdo do carbonato de célcio, sendo que este material € disponibilizado na

superficie do tubo utilizado nos ensaios, 0 que interfere nos resultados.

Figura 24 - Atividade floculante PGa21Ca
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O acréscimo do 4cido y-poliglutdmico extraido do natto na concentragdo de 10 mg L™ na
reacdo do PGa21Ca com a solucdo de caulim, incrementou a atividade floculante do processo
(Figura 24). Os flocos gerados apresentaram maior estabilidade e melhor sedimentacéo,
indicando que maior quantidade do biopolimero seja responsavel por maior eficiéncia do

produto.
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8 CONCLUSOES

A metodologia de extracdo para o y-PGA de maior eficiéncia foi através do uso de
metanol refrigerado, como agente de precipitacdo, onde em apenas uma extracdo obteve-se o
biopolimero com atividade floculante, quando comparado a extragdo com o alcool etilico e
acetona. A precipitacdo lenta, sob refrigeracéo, torna-se conduta que favorece a extracdo de
acido y-poliglutamico.

As analises secundarias do grupamento amida | indicaram conformagdo estrutural a-
helicoidal para o y-PGA presente no natto antes do processo de extracdo e conformacéo
estrutural de cadeia aberta para o y-PGA apds a extracao.

A viscosidade e o pH mostraram-se, intrinsecamente, relacionados e diretamente
proporcionais, validados pela conformacéo estrutural e pela ionizacdo dos grupos carboxilicos,
presentes na macromolécula. Confirmados pela conformacdo randémica, apresentada pela
analise de grupamentos secundarios da amida | na analise de espectroscopia de infravermelho.

Quanto ao método de extracdo de y-PGA do PGa21Ca a extracdo por alcool etilico
apresentou-se eficiente na separagdo do acido y-poliglutdmico, sendo observado apenas
pequeno residual de célcio. A viscosidade foi elevada para a concentracdo do biopolimero em
solucdo, assim como, a analise elementar apresentou baixo teor de carbono, hidrogénio e
nitrogénio, ndo esperado para a formula molecular do y-PGA, chamando atenc¢éo para baixa
concentragdo de nitrogénio.

Foram identificados por espectroscopia de infravermelho os grupos funcionais
carateristicos da molécula de y-PGA no produto comercial, na analise de grupamentos
secundarios de amida, nesse comprimento de onda, os valores de amida | sdo associados a
conformacdo estrutural S-sheet, considerando que a Nippon Poly-Glu Co. trabalha com a
producdo do y-PGA na forma de hidrogel desidratado, conclui-se, por intermédio do resultado
apresentado na andlise de infravermelho, que a alta viscosidade para baixas concentracfes do
biopolimero presente no produto se deve a presenca de ligagBes cruzadas nas moléculas do
acido y-poliglutamico.

A atividade floculante foi incrementada pela adicdo de ions de aluminio e ferro,
apresentando maior eficiéncia ao acrescentar sulfato de aluminio, na concentragdo de 15 mM,
em pH préximo a neutralidade, na concentracdo de y-PGA igual a 10 mg L™1. No caso do
PGa21Ca, a atividade floculante foi estimulada pela adi¢do do acido y-poliglutamico a solucéo
coloidal, demonstrando maior estabilidade dos flocos formados.



87

Constata-se que para atividade floculante, a ionizacdo das cadeias laterais é
determinante, e que essa aplicacdo esta diretamente ligada a viscosidade e massa molecular, pH
e conformacdo estrutural da molécula do biopolimero. Sendo que a ionizacdo da cadeia

polimérica acima do pH 8, ndo mais favorecem a floculacéo.
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