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RESUMO

O Bacillus subtilis € um microrganismo que possui a capacidade de biossintetizar o
acido poli-y-glutédmico (y-PGA). Este biopolimero é de grande interesse, devido ao
potencial de aplicacbes em varios campos industriais. A fim de melhorar a
produtividade do y-PGA é importante investigar parametros fisicos e quimicos
relevantes para producdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia das
diferentes condi¢cbdes de cultivo na produgédo de acido poli-y-glutdmico por Bacillus
subtilis ATCC 6633 através da aplicagdo da metodologia de superficie de resposta.
Os experimentos seguiram um delineamento fatorial 2° e para otimizacdo da
producéo de y-PGA foi aplicado um delineamento central composto rotacional. Os
resultados indicaram que a concentragdao de sacarose, acido glutdmico e tempo de
fermentacao foram significativos para biossintese do y-PGA e a maxima produgao foi
de 20,4g/L, quando a concentragdo de sacarose foi fixada em 132 g/L, acido
glutdmico de 27,6 g/L e o tempo de cultivo em 104 horas. A produtividade referente a
maxima produgéo foi de 0,1962 g/Lh e o ponto central, sacarose 150 g/L; acido
glutdmico 24 g/L e tempo 80h, também se destacou atingindo a produtividade média
de 0,19549/L.h.

Palavras-chave: Acido poli-y-glutamico. Bacillus subtilis. Metodologia de superficie
de resposta. Fermentagéo.



ARAUJO, Flavia Oliveira. Influence of culture conditions for production of poly

(y-glutamic acid) by Bacillus subtilis ATCC 6633. 2008. 75f. Dissertation (Master
in Biotechnology) — State University of Londrina.

ABSTRACT

The Bacillus subtilis bacterium is considered a potential candidate for large scale poly
y-glutamic acid production. This biopolymer is interesting because it has a potential
variety of applications. The present study assessed, using statistical methodology,
the effects of the carbohydrates source and acid glutamic concentration and
fermentation time in the production of acid poli y-glutamic acid by Bacillus subtilis
ATCC 6633. The experiments were carried out using a factorial design 2° and to
optimize of production y-PGA was applied a central composite rotational design. The
results showed that sucrose concentration; acid glutamic present in fermentation and
cultivation time were significant for biosynthesis the y-PGA. The highest y-PGA
contents obtained was 20.4 g/L with productivity rate of 0.1962 g/L at 132 g/L of
sucrose and 27.6 g/L acid glutamic in 104 h cultivation.

Keywords: Poly y-glutamic acid. Bacillus subtilis. Response-surface methodology.
Fermentation.
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1 INTRODUGAO

Os biopolimeros sdo macromoléculas formadas por derivados de
acidos e monossacarideos com o uso em diferentes segmentos industriais, podendo
ser sintetizados por diversos microrganismos.

O é&cido poli-y-glutdmico (y-PGA) é um biopolimero formado
somente de unidades de acido glutdmico e desperta especial atengdo devido as
suas multi-fungdbes como espessante, umectante, substituto biodegradavel
(termoplastico, fibras, filmes e membranas), crioprotetor, agente floculante,
adsorvedor de metal pesado, dispersante, aditivo para alimentagdo animal e
inumeras outras (SHI; VAN; CHANG, 2002), com aplicagdo em diversos campos das
industrias de alimentos, cosméticos, medicamentos e também em tratamento de
agua e agricultura (SHIH; VAN, 2001; CHEN et al, 2005). O intenso
desenvolvimento por processos fermentativos, deste polipeptidio anidnico, versatil e
nao téxico para humanos e ao meio ambiente, tem sido impulsionado também pelo
seu elevado valor econémico e ambiental (LU et al., 2004).

Diversas espécies bacterianas do género Bacillus possuem a
capacidade de sintetizar o acido poli-y-glutdmico, especialmente o Bacillus subtilis,
que apresenta elevada capacidade de producao durante a fase estacionaria do seu
crescimento, como componente principal da capsula celular ou material extracelular
(SCHALLMEY; SINGH; WARD, 2004),

Dentre as espécies bacterianas produtoras de acido poli-y-glutamico,
algumas requerem a adigdo de acido glutdmico para a produgdo e outras néo
necessitam deste componente em seu meio de cultivo. Estas informacgdes e diversos
outros parametros como fonte de carbono, tempo de fermentacdo, fonte de
nitrogénio, influenciam no rendimento deste biopolimero, indicando a relevante
importancia do seu conhecimento para otimizagao do processo.

O método de estatistica experimental tem sido empregado por varios
autores para avaliar a producdo do acido poli-y-glutdmico (SHIH; VAN; CHANG,
2002; LU et al.,, 2004; CHEN et al., 2005). A biotecnologia tem utilizado com
frequéncia a técnica de superficie de resposta, pela possibilidade de alcancar o
maximo dos valores desejados com um numero reduzido de ensaios, tempo e

reagentes.
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Devido a aplicagdo biotecnolégica do acido poli-y-glutamico, a
auséncia de estudos da sua producdo no Brasil, a capacidade metabdlica do B.
subtilis e por ser uma espécie ainda nao estudada, o objetivo deste trabalho foi
estudar os efeitos das diferentes condicdes de cultivo na producao de acido poli-

y-glutamico por Bacillus subtilis ATCC 6633.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ACIDO POLI-y-GLUTAMICO

O acido poli-y-glutdmico (y-PGA) é um biopolimero produzido por
varias espécies de Bacillus (CHENG; ASADA; AAIDA, 1989; GOTO; KUNIOKA,
1992; XU et al., 2005; HO et al., 2006). E biodegradavel, comestivel, ndo apresenta
toxicidade para humanos e ao meio ambiente e possui grande potencial de
aplicacdo em varios campos industriais, tais como alimentos, cosméticos,
medicamentos e tratamento de agua (GOTO; KUNIOKA, 1992; SHIH; VAN, 2001).

Primeiramente, foi descoberto por Ivanovics et al. em 1937, como
um componente da capsula de Bacillus anthracis (IVANOVICS; BRUCKNER, 1937;
IVANOVICS; ERDOS, 1937 apud KUNIOKA, 1995). Em 1942, Bovarnick mostrou
que o y-PGA foi livremente secretado por Bacillus subtilis no meio de cultivo como
produto proveniente da fermentagao. Posteriormente, foi evidenciado como material
extracelular em outras espécies de Bacillus spp. incluindo B. licheniformis,

megaterium e amyloliquefaciens (SANIO, 2002).

2.1.1 Caracteristicas Quimicas Estruturais

O y-PGA, nome recomendado pela Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC), denominado de poli [imino [1 — (2 — carboxietil) — 2 — oxo
— 1,2 — etanodiol]]. E um polipeptideo aniénico, formado de enantidmeros somente
D, somente L ou ambos do acido glutamico (ASHIUCHI et al.; 2003; CANDELA,;
FOUET, 2006), ligados entre o grupo a-amino e o y- da carboxila como se observa
na Figura 1 (SUNG et al., 2005).
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Figura 1 - Estrutura quimica do acido poli-y-glutamico: na forma de sal (esquerda) e na
forma acida (direita)
Fonte: Sung et al. (2005)

O y-PGA é opticamente ativo e sua rotacédo especifica depende da
proporgao dos isébmeros D/L (KUBOTA et al., 1992 apud ARPAL, 2004). Possui trés

grupos funcionais quimicamente ativos: a-NH;, a-COOH e y-COOH. A reatividade

quimica dos trés grupos funcionais segue a ordem: a-NH; = «-COOH > y-COOH.
As constantes de dissociagcéo do hidrogénio dos trés grupos séo: pK, (= pK1) = 2,13
~2,2; pK, (= pKz) = 4,25 ~ 4,32 e pK3 = 9,7~9,95 (Ho et al., 2006).

Em processos de fermentagdo submersa, o acido L-glutdmico pode
ser enzimaticamente racemizado para acido D-glutamico, e ambos os acidos D- e L-
glutdmico sdo copolimerizados através da formacao da ligagao y-peptideos entre os
grupos menos reativos y-COOH e o grupos a-NHg, resultando na formagédo do

produto final, acido poli y-(D,L)-glutdmico. As ligagbes y-peptideo que compde o y-
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PGA, podem ser hidrolisadas pela agcdo de y-glutamyltranspeptidase (Ho et al.,
2006).

Por sua constituicdo quimica, o y-PGA é um polieletrélito de pKa
2,27 (KUBOTA; NAMBU; ENDO, 1993) que se encontra na forma nao ionizada como
poliacido a pH 1,5, ou totalmente ionizado a pH 5,1 (GONZALES; FAN; SEVOIAN,
1996). Quanto a sua estrutura, o poliacido se encontra na forma de a hélice e seu
sal pode ser encontrado na forma de folha B em fungdo do pH e da natureza do
solvente (KUBOTA et al., 1992 apud ARPAL, 2004).

A conformacgao do biopolimero depende da concentracédo e do pH da
solugdo. Em baixa concentragdo (0,1% p/v) e quando o pH esta abaixo de 7,0, o vy-
PGA adota principalmente a conformacdo em a hélice, enquanto a conformacédo em
folha B predomina em pH mais elevado (CANDELA; FOUET, 2006).

Morillo (2002) afirma que esta homopoliamida de cor branca e
elevada higroscopicidade, possui caracteristica de alta solubilidade que esta
relacionada com o grau de ionizagao e estrutura secundaria deste poliacido. Alguns
autores tém relacionado a sua solubilidade com sua esterioquimica, sugerindo que
esta aumenta quando se trata de homopolimeros puros (KUBOTA et al.,1992 apud
ARPAL, 2004).

O y-PGA é soluvel em solventes organicos como em dimetilsufoxido
(DMSO) e hexametilenfosforamida (HMPA) a frio, e em altas temperaturas em N-
metilpirrolidona (NMP) e dimetilformamida (DMF) (KUBOTA; NAMBU; ENDO, 1993).
Na forma de sal, é soluvel em agua, mas insoluvel em metileno e etileno (MORILLO,
2002).

A massa molecular € uma importante caracteristica que contribui
para definir as propriedades do polimero. O y-PGA produzido por Bacillus sp.,
geralmente apresenta alta massa molecular. A Tabela 1 apresenta massa molecular
do y-PGA produzido por algumas subespécies de B. subtilis. A massa molecular
varia de acordo com o microrganismo produtor, com as condi¢gdes de fermentacao e
com o método empregado para sua determinacao (TANAKA et al., 1997; CANDELA;
FOUET; 2006).
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Tabela 1 — Massa molecular do y-PGA biossintetizado por subespécies de B. subtilis

Microrganismo Massa Molecular (kDa) Referéncia

B. subtilis TAM-4 1600 Ito et al., 1996

B. subtilis (natto) 10 -1.000 Sung et al., 2005

B. subtilis 160 — 1500 Candela e Fouet, 2006
B. subtilis (natto) 2000 Ho et al., 2006

Estudos das diferentes massas moleculares dos polimeros sao
necessarios para estabelecer o seu potencial de aplicagdo. Assim, a producéo de y-
PGA de massa molecular definida é fundamental para o desenvolvimento comercial
especifico. O y-PGA de alto peso molecular acima de 2000 kDa, por exemplo, possui
efeito imunoldgico em mamiferos (PARK et al., 2005), ja como carreador de droga,

diferentes massas moleculares poderdo ser necessarias (SHIH; VAN, 2001).

2.2 Bacillus subtilis

As bactérias do género Bacillus possuem a forma de bastonetes,
sdao Gram-positivos, aerobios formadores de esporos e dispdem-se em cadeias
longas (Figura 2). A maioria dos membros desse género consiste em
microrganismos sapréfitas que prevalecem no solo, na agua, no ar e na vegetacgao,
como o B. subtilis (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Figura 2 — Bacillus subtilis B -1 formando cadeias longas
Fonte: Morikawa et al. (2006)
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Os B.

apresentarem rapido crescimento celular, o que leva a diminuicdo do tempo de

subtilis sao organismos atrativos industrialmente por

fermentacdo e capacidade de secretar proteinas e outros produtos no meio

extracelular. Compostos sintetizados por B.subtlis, com suas respectivas aplicacoes

nos diversos campos industriais, sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Compostos sintetizados por B. subtilis e suas aplicagdes industriais

Produto

Aplicagao

Acido poli-y-glutamico

Nucleotideos (Purina)

Riboflavina

D-Ribose

Taumatina

Streptavidina

Usado como espessante, carreador de
droga, Dbiofloculante, aditivo para
alimentacéo animal.

Realcador de sabor em alimentos,
medicina.

Vitamina

Realcador de sabor em alimentos,
enriquecimento de alimentos, industria
farmacéutica e cosmeética.

Proteina de sabor doce para aplicagao
em alimentos e industria farmacéutica.

Proteina biotina-ligante; aplicacdo em
“biochips” de elevada densidade.

Referéncia
Ogawa et al., 1997;
Yoon et al., 2000;

Candela; Fouet, 2006

Shiio, 1989; Saur et al.,
1998

Perkins et al., 1999;
Stahlman et al., 2000;
Dauner et. al., 2002
Miyagawa et al., 1992,
De Wulf; Ogawa, 1997
lllingworth et al., 1988

Wu; Wong, 2002

Fonte: Schallmey; Singh e Ward (2004).

Entre as espécies de Bacillus relatadas como produtoras de y-PGA,
o B. subtilis € uma bactéria amplamente estudada por ser GRAS (Generally
Regarded as Safe) e pela sua elevada capacidade de producdo desse biopolimero,
que é acumulado durante a fase estacionaria do crescimento como componente
principal de sua capsula celular ou material extracelular (OGAWA et al., 1991,
PEREZ-CAMERO et al., 1999; YOON et al., 2000; SHIH; VAN, 2001; SCHALLMEY;
SINGH; WARD, 2004).
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2.3 CONDICOES DE CULTIVO PARA PRODUGAO DE ACIDO POLI-y-GLUTAMICO

A biossintese de y-PGA depende da linhagem do microrganismo, da
composicao do meio e das condi¢gdes de fermentacdo, obtendo-se deste modo
variagdes no rendimento e qualidade do polimero.

Pesquisas apontam a importancia do conhecimento das exigéncias
nutricionais do microrganismo para aumentar a produtividade do acido poli-y-
glutdmico (CROMWICK; GROSS, 1995; KUNIOKA, 1995; YOON et al., 2000; SHIH;
VAN, 2001; XU et al., 2005; CHEN et al., 2005), sendo que a necessidade de
nutriente varia de acordo com a espécie utilizada.

De acordo com a exigéncia de nutriente, as bactérias produtoras de
v-PGA se dividem em dois grupos: as que requerem a adicdo de acido L-glutamico
para estimular a producdo de y-PGA e o crescimento celular e as que nao
necessitam desta adicdo. As bactérias dependentes de &acido L-glutdmico mais
estudadas sdo: B. subtilis IFO3335 (GOTO; KUNIOKA, 1992), B. subtilis F-2-01
(KUBOTA; NAMBU; ENDO, 1993), B. subtilis MR 141 (OGAWA et al., 1997); e
dentre as independentes de acido L-glutdmico destacam-se o B. subtilis TAM-4 e B.
subtilis 5E (SHIH; VAN, 2001).

O efeito do acido glutamico é diferente de acordo com as espécies
bacterianas acido dependentes. Pode ser um componente essencial para a
biossintese, como por exemplo, o B. subtilis MR 141 (OGAWA et al., 1997) ou como
um ativador de enzimas na via da sintese do y-PGA como um componente
regulador, ndo sendo assimilado pelo microrganismo (KUNIOKA, 1995).

Na Tabela 3 sao apresentados meios de cultivos utilizados em
estudos com as respectivas fontes de carbono, nitrogénio, sais e ions metalicos para

obtencgao de acido poli-y-glutamico por diferentes espécies de Bacillus subtilis.
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Tabela 3 - Meios de cultivos utilizados em estudos para obtencdo de y-PGA por
diferentes espécies de Bacillus subtilis

Microrganismo Meio de cultivo Referéncia

NH,CI (1,8%); frutose (7,5%); Ko;HPO4 (0,15%);

B. subtilis TAM-4 MgS0O,.7H,0 (0,035%); MnSO4.5H,0(0,05%); )
Shih; Van, 2001
CaCO; (3,0%)
acido glutamico (65 g/L); acido citrico (22 g/L);

glicerol (170 g/L); NH4CI(7,0g/L); MgSQ,4.7H,O

B. subtilis C1 (0,5g/L); FeCl3.6H,0(0,04g/L); K;HPO,4 (0,5g/L);
CaCl,.2H,0(0,15g/L)

Shih; Wu; Shieh,
2004

glucose (10,0g/L); extrato de levedura (5,0g/L);
acido L-glutdmico (5,0g/L); KoHPO, (0,5g/L);
MgSQO,(0,1g/L)

B. subtilis NX-2
Xu et al., 2005

acido L-glutamico (20,0 g/L); acido
citrico(12,0g/L);glicerol(80,0g/L);
NH,4CI(7,0g/L); Ko2HPO4(0,5g/L); Shih; Yu, 2005
MnSO4H,0(0,104g/L); MgSQO,4. 7H,0(0,5g/L);
FeCl;. 6H,0(0,04g/L); CaCl,. 2H,0 (0,15g/L)

B. subtilis (natto)

O meio E (Tabela 4) tem sido escolhido por muitos pesquisadores
em estudos para obtencdo de y-PGA por Bacillus subtilis dependentes de acido
glutdmico (MCLEAN et al., 1990; CROMWICK; GROSS, 1995; PEREZ-CAMERO et
al., 1999; YOON et al., 2000; DO; CHANG; LEE, 2001; SHIH, YU, 2005). Entretanto,
algumas modificacbes deste meio sado citadas, tais como a alteragdo das
concentragdes dos constituintes visando a otimizagdo da produgao do y-PGA (LU et
al., 2004; SHIH; WU; SHIEH, 2004; DU et al. 2005).
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Tabela 4 — Composi¢cdo do meio E para produgao de y-PGA por Bacillus subtilis

Constituinte Concentracao (g/L)
Acido L-glutamico 20,0
Acido citrico 12,0
Glicerol 80,0
NH4CI 7,0
MgSO,. 7H,0 0,5
FeCls. 6H,0 0,04
KoHPO, 0,5
CaCl,. 2H,0 0,15

Fonte: Shih e Yu (2005).

Para as bactérias dependentes do acido glutdmico, as fontes de
carbono mais utilizadas s&o o acido citrico e o glicerol (SHIH; VAN, 2001).
Entretanto, Xu et al. (2005) investigaram o efeito de diferentes fontes de carbono na
producdo de y-PGA por B. subtilis NX-2 em um meio sintético a base de sais,
adicionado de acido L-glutdmico. Foi obtido um alto rendimento do polimero, de
aproximadamente 30 g/L no meio suplementado com sacarose ou glicose.

Dentre os parametros que influenciam a fermentacéo, os valores de
pH usualmente recomendados para producédo de y-PGA variam de 7,0 a 7,5, a
temperatura de 30 a 37 °C (KUBOTA; NAMBU; ENDO, 1993; ITO et al.,1996; SHIH;
YU, 2005; XU et al., 2005; HO et al., 2006;) e agitacdo de 120 a 200 rpm (GOTO;
KUNIOKA, 1992; SHIH; WU; SHIEH, 2004; XU et al., 2005; HO et al., 2006).

Estudos apontaram que as diversas espeécies de Bacillus subtilis
podem apresentar comportamentos fisiolégicos diferentes em termos de produgao
do polimero em relagdo ao tempo de fermentagdo (Tabela 5). Kunioka (1995),
estudando o tempo de fermentagdo para produgcédo de y-PGA por B. subtilis IFO
3335, evidenciou o aumento da producao e da viscosidade do meio apds 40 horas
de cultivo. O aumento da viscosidade ocorreu em decorréncia do acumulo do
biopolimero, ocasionando a diminuigdo gradual das células microbianas pelo baixo

aporte de oxigénio. Ito et al. (1996) constataram que producao de y-PGA por B.
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subtilis TAM-4 e a relativa viscosidade do meio alcangaram valores altos somente

apos 84 horas de incubacéo.

Tabela 5 — Producdo de y-PGA de acordo com o tempo de fermentagdo e o
microrganismo envolvido

Microrganismo Tempo de -PGA  Referéncia
fermentagédo (g/L)
(h)

B. subtilis NRRL-B2612 72 14 Ward; Anderson; Dean,
1963

B. subtilis F-02-1 72 50 Kubota; Nambu; Endo
1993

B. subtilis IFO 3335 40 9,6 Kunioka, 1995

B. subtilis TAM-4 96 22 Ito et al., 1996

B.subtilis NX-2 24 30,2 Xu et al., 2005

B. subtilis C1 144 21,44 Shih; Wu; Shieh, 2004

2.4 VIA BIOSSINTETICA

O conhecimento da via biossintetica e seus mecanismos de controle
sao importantes para aumentar a eficiéncia de conversido e produtividade da
fermentacdo, assim como alterar o peso e composicdo molecular do polimero
(PACE, 1991).

O acido citrico é o principal substrato percursor para produgéo do y-
PGA por B. subitilis IFO 3335 (CROMWICK; GROSS, 1995; GOTO; KUNIOKA,
1992). A Figura 3 mostra a biossintese do y-PGA produzido a partir do acido citrico e

sulfato de amdnio a partir do ciclo dos acidos tricarboxilicos.
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Figura 3 — Etapas propostas para a sintese de y-PGA em Bacillus subtilis IFO 3335
Fonte: Shih e Van (2001)

(1) glutamato desidrogenase; (2) glutamato 2-oxoglutarate (a-cetoglutarato) aminotransferase; (3)
glutamina sintetase; (4) acido L-glutamico: acido piravico aminotransferase; (5) alanina racemase; (6)
acido D-glutamico: acido piravico aminotransferase; (7) y-PGA sintetase

O y-PGA é encontrado esterioquimicamente nas formas de D-
glutamato (D-y-PGA), L-glutamato (L-y-PGA) ou de D- e L- glutamato (DL-y-PGA).
Ashiuchi et al. (1998,1999) relataram que em Bacillus subtilis (natto) IFO 3336, o L-
glutamato acumulado nas células é convertido em D-glutamato pela glutamato
racemase e apos, os acidos D- e L- glutdmico s&o copolimerizados em y-PGA.

Durante a sintese de y-PGA, o mecanismo metabdlico envolve
diversas reacdes de transaminagao e transpeptidagdo envolvendo as enzimas
transaminase e glutamil transpeptidase (TORNE et al., 1954). A Figura 4 mostra a
conversao indireta do acido L-glutdmico para o isbmero D em B. anthracis (SHIH;
VAN, 2001).
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(1)
Acido L-glutamico + acido pirivico e———=% 4acido a-ceto glutarico + L-alanina

(2)

L- alanina === D — alanina

()

. . + Vs . - Vs . 4 . - ~ . + r . . r -
D - alanina + acido a-ceto glutarico === Acido D-glutédmico + acido piruvico

(1) Acido L-glutamico: &cido piruvico aminotransferase
(2) Alanina racemase

(3) Acido D-glutamico: &cido pirtivico aminotransferase

Figura 4 - Conversao indireta de acido L-glutdmico para o D-isbmero em Bacillus

anthracis
Fonte: Shih e Van (2001).

Ashiuchi et al. (2001), com o objetivo de verificar a natureza da via
sintética do D-glutamato em B. subtilis (chungkookjang), determinou as atividades
das enzimas D-amino acido aminotransferase e glutamato racemase
aminotransferase em células antes e durante a producao de y-PGA. Durante a sua
producao, ocorreu uma diminuicdo significativa da atividade da enzima D-amino
acido aminotransferase de 160 para 3 mU mg™, enquanto que a atividade da enzima

glutamato racemase aumentou de 27 para 36 mU mg™.

2.5 METODOS DE PURIFICACAO

Uma vez que a produgcdo de vy-PGA por Bacillus subtilis é
extracelular, o processo de purificagdo envolve geralmente trés etapas: remocéao da
célula por centrifugacao ou filtracao; precipitagdo do meio com etanol, metanol ou 1-
propanol e dialise de impurezas de moléculas de baixo peso molecular (SHIH, VAN,
2001).

O meétodo mais utilizado para remocao das células tem sido a
centrifugacdo com velocidades variando desde 8000 x g a 30000 x g (ASHIUCHI et
al., 2001; DU et al., 2005; XU, CHEN; ZINIU, 2005; MORIKAWA et al., 2006).
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Do, Chang e Lee (2001) afirmaram que a alta estabilidade do y-PGA
presente na parede celular e a alta viscosidade do meio de cultura sao os principais
problemas para separacdo deste poliacido, sendo necessario reduzir a sua
estabilidade e a viscosidade do meio para obter uma separacao eficiente. O método
mais utilizado para recuperar o y-PGA ¢é a precipitagdo com alcool e a quantidade de
solvente necessaria para a completa precipitacdo depende da for¢a ibnica e da
composicao do polimero, resultando na purificacdo parcial por eliminagdo dos

componentes soluveis no solvente.

2.6 METODOS DE CARACTERIZACAO

O y-PGA purificado é caracterizado pela analise de aminoacido
(GOTO; KUNIOKA, 1992), por cromatografia de camada delgada, analise de proton
(H") e carbono (C™) no espectrofotdmetro infravermelho e cromatografia de
permeacao em gel (GPC) para analise da massa molecular e da polidispersao
(PEREZ-CAMERO et al., 1999).

O grau de polimerizagao de y-PGA pode ser analisado pela técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando dodecil sulfato de sédio (SDS -
PAGE). Kambourova, Tangney e Priest (2001) purificaram o polimero de y-PGA a
partir do sobrenadante por precipitacdo com etanol e tratamento com a enzima
deoxiribonuclease | antes da analise de SDS-PAGE em gel a 10%. As proteinas
utilizadas como padrbées foram coradas com azul brilhante de comassie e apds
descoradas com uma solucao de acido acético (7%) e metanol (10%). O gel para
identificacdo do y-PGA foi corado com azul de metileno a 5% em &acido acético (3%)
e descorado com agua. Também determinaram a quantidade de y-PGA produzido
por B. subtilis e licheniformis no sobrenadante do meio de fermentagao, o qual foi
dialisado e hidrolisado com de acido cloridrico 6 M a 100°C por 12 horas. O
hidrolisado foi neutralizado comde hidroxido de soédio 6M, e a concentracdo de acido
glutdmico na solugdo foi determinada pelo método da ninhidrina. O glutamato foi
confirmado por cromatografia de camada delgada em placas de silica gel 60 usando

uma solugao de n-butanol/ acido acético/agua (12:3:5).
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2.6.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Morikawa et al. (2006) analisaram a configuragdo D-L do acido
glutdmico constituinte do y-PGA produzido por B. subtilis B1, por CLAE de fase
reversa. A coluna utilizada foi a COSMOSIL 5C18-AR e o eluente utilizado foi
preparado com metanol/tampao acetato de sddio 20mM, pH 4 /acetonitrila (2:7:1). As
fragdes foram lidas em 340 nm e a area dos picos foram comparadas com o padrao
de acido D-glutédmico e acido L-glutadmico.

A proporcdo de acido D- e L- glutdmico que compde o y-PGA
também pode ser determinada em CLAE utilizando-se a coluna “Crownpak CR (+)”
(KUNIOKA, 1995; ITO et al., 1996; SHIH, WU, SHIEH, 2004). Kunioka (1995)
determinou a concentragao do biopolimero utilizando acido perclérico (pH 2.0) como
eluente utilizando um fluxo de 0,4 mLmin™ e detector de UV (200nm). Dong e Gant
(1985) quantificaram aminoacidos em hidrolisados protéicos pelo método de
derivatizagdo poés-coluna por orto-ftaladeido (OPA) e detecgdo por detector de

fluorescéncia.

2.7 APLICACAO INDUSTRIAL

As propriedades atrativas do y-PGA impulsionam o interesse
industrial, pois além de apresentar muitas aplicagdes, € também seguro a saude
humana e ao meio ambiente (KUNIOKA, 1995; SHIH, VAN, 2001; SCHALLMEY;
SINGH; WARD, 2004). A Tabela 6 apresenta algumas das aplicagbes de y-PGA,

produzido por varias espécies de Bacillus.
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Tabela 6 - Aplicagdes de acido poli-y-glutamico e seus derivados

Campo industrial Aplicacoes

Tratamento de agua e efluentes Absorvente de metal pesado;
Biofloculantes

Espessante
Crioprotetor
Industria de alimentos Realgador de textura
Aditivos para alimentagéo animal

Medicina Carreador de drogas; Adesivo bioldgico
Cosméticos Umectante
Outros Dispersante

Fonte: Shih e Van (2001).

O y-PGA, devido as suas propriedades, tem sido produzido
industrialmente e inicialmente foi disponibilizado no comércio da Coréia do Sul e
Taiwan, mas este polimero ainda ndo apresentava caracteristicas vantajosas para o
mercado consumidor como a elevada massa molecular e pureza. Recentemente, a
Natto Biosciences da América do Norte (2005) desenvolveu um y-PGA com a massa
molecular de 100 a 8000 kDa e 95% de pureza com as seguintes caracteristicas
fisico-quimicas: Natto Gum; »-PGA Na+; Bio Polyglutamic Acid Solution e -PGA H.

Devido a sua solubilidade em agua o y-PGA é um potencial
substituto para os atuais floculantes normalmente encontrados no mercado
(poliacrilamida e os acidos poliacrilicos), que se caracterizam por formarem
substancias téxicas durante sua degradagao em agua (DEARFIELD; ABERMATHY,
1988 apud SHIH; VAN,2001). O y-PGA produzido por Bacillus sp. PY-90 (YOKOI et
al., 1995) e B. subtilis IFO 3335 (YOKOI et al., 1996) apresentou elevada atividade
floculante para compostos inorganicos (carbono ativo, argila acida, solo sélido, calcio
e compostos de magnésio etc) e organicos (celulose, fermento etc). Este
biopolimero com atividade floculante podera ser aplicado em diversas industrias, tais
como em tratamento de agua e durante o processo de recuperagado do produto em
fermentagao industrial e alimentos, por ser seguro a saude humana e ao meio
ambiente (HO et al., 2006).

Devido ao acumulo de metais pesados e radionuclideos no meio

ambiente, ameacando a saude publica, houve um aumento do desenvolvimento de
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pesquisas visando a remediagdo ambiental. Diversos estudos tém sido realizados
para investigar as caracteristicas do metal-ligante por biopolimeros produzidos por
microrganismos. Mclean et al. (1990); Mclean, Beauchemin e Beveridge (1992),
estudaram a afinidade de metal-ligante de y-PGA produzido por B. licheniformis e
encontraram uma variagdo de ligacdes com metais, incluindo Ni*2, Cu*?, Mn*?, Al*® e
cr,

O y-PGA tem aplicagdo na area médica como carreador de droga e
destacando-se o acido poliglutdmico paclitaxel (PG — TXL). Este € um composto
soluvel em agua preparado por ligagao covalente do nativo paclitaxel, ja que a
grande dificuldade do uso clinico do paclitaxel, medicamento usado no tratamento
do cancer; cujo nome comercial € Taxol®, é devido a sua insolubilidade em agua. O
PG-TXL também exibe excelente atividade antitumoral, incluindo a indugdo da
regressao completa de tumor de mama e de ovario em ratos (LI et al., 1999).
Adesivo bioldgico, biodegradavel e ndo indutor de respostas inflamatoérias, o y-PGA
pode ser um promissor substituto de fibrina, utilizado como um adesivo cirurgico e
agente homeostatico (OTANI; TABATA; IKADA , 1998).

O interesse na modificaggo do y-PGA tem levado ao
desenvolvimento de muitas pesquisas envolvendo varias reacdes quimicas. Esteres
derivados do y-PGA tém sido investigados por sua capacidade de formar fibras e
peliculas biodegradaveis. Também ha estudos indicando que a esterificagdo deste
biopolimero resulta em um excelente termoplastico (KUBOTA; NAMBU; ENDO,
1993). Han e Choi (1999) estudaram a formagao do y-PGA hidrogel preparado por y-
irradiagcdo em solugdo aquosa de y-PGA resultando em um produto com elevada

capacidade de absorgao de agua.

2.8 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

O principal objetivo dos pesquisadores para o planejamento de
experimentos é caracterizar a relagdo entre uma ou mais variaveis resposta e um

conjunto de fatores de interesse. Isso pode ser executado através da construgao de
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um modelo que descreva a variavel de resposta em fungdo dos valores aplicaveis
desses fatores (KHURI; CORNELL, 1996).

A metodologia de superficie de resposta € um meétodo estatistico
que utiliza dados quantitativos de um desenho experimental adequado para
determinar e solucionar simultaneamente equacdes multivariadas, representadas
graficamente como superficies de resposta. Essas equagdes podem ser usadas para
descrever como as variaveis em teste afetam as respostas, determinar as
interrelacdes entre as variaveis em teste e descrever os efeitos combinados de todas
as variaveis em teste sobre a resposta (MONTGOMERY, 2001).

A modelagem e o deslocamento sdo etapas que constituem a
metodologia de superficie de resposta, e serdo repetidas até o alcance da regiao
otima. A modelagem normalmente € realizada ajustando-se os modelos lineares e
quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais e
0 deslocamento segue ao longo do caminho da maxima inclinacdo de um
determinado modelo, que é a trajetéria na qual a resposta varia de forma mais
pronunciada (NETO; SCARNINIO; BRUNS,1995).

A maior meta para o estudo das condi¢bes de fermentacdo é
identificar os fatores intrinsecos e extrinsecos e os correspondentes niveis para
alcangar o o6timo ou resultados proximos aos valores 6timos. A metodologia de
superficie de resposta tem sido aplicada para alcangar o valor 6timo em diversos
estudos biotecnolégicos (LU et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2007).

Oliveira et al. (2004) avaliaram o efeito da alta concentragcéo de
sacarose na producao de sorbitol por Zymomonas mobilis através da metodologia de
superficie de resposta, e constataram que o aumento da concentragdo de sacarose
resultou em aumento de produgao de sorbitol de 4,979 para 20,633 g/L. Os mesmos
autores analisaram estatisticamente a produgcdo de levana pelo mesmo
microrganismo usando diferentes fontes de carbono de baixo custo, a sacarose
comercial, melagco e xarope de cana de acgucar. A aplicacdo da metodologia de
superficie de resposta permitiu definir o xarope de cana de agucar como a melhor
fonte de carbono, para produtividade de biomassa e levana (OLIVEIRA et al., 2007).

A metodologia de superficie de resposta tem sido aplicada para

avaliar a produgao de y-PGA por diversos autores visando o estudo dos constituintes
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do meio de cultivo e dos demais fatores que influenciam na biossintese deste
biopolimero (SHI; VAN, CHANG, 2002; DU et al., 2005; SHI; WU; SHIEH, 2004; LU
et al., 2004; XU, SHOUWEN; ZINIU, 2005).

Shih, Van e Chang (2002) avaliaram o efeito do acido glutédmico,
acido citrico e glicerol para produgao de y-PGA por B. licheniformis CCRC 12826 e
constataram o aumento significativo de 372% quando esta espécie foi cultivada no
meio 6timo desenvolvido através da metodologia de superficie de resposta (YOON
et al., 2000; DO; CHANG; LEE, 2001; SHIH, YU, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado nos cultivos foi a bactéria Bacillus subtilis
ATCC 6633 proveniente da colecdo de culturas tropicais da Fundacao André

Tosello, Campinas - SP.

3.1.2 Meios de Cultura

3.1.2.1 Meio de manutencao AN (Agar Nutriente)

Tabela 7 — Composigdo do meio AN

Constituintes Concentracgao (g/L)
Peptona 5,0
Extrato de carne 3,0

Agar 2,0
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3.1.2.2 Meio para obtencgao do indculo (EUZENAT; GUIBERT; COMBES, 1997)

Tabela 8 — Composicdo do meio de inéculo

Constituintes Concentragao (g/L)
Sacarose 10

Extrato de levedura 2,0

KH>PO4 1,0
(NH4)2SO4 3,0

MgSO4 7H20 0,6

MnSO;4 0,15

Citrato de amonio 0,3

3.1.2.3 Meio de fermentacao

Para produgdo de y-PGA foi utilizado o meio de fermentagéo
composto com os sais descritos por Shih e Yu (2005) para o meio E, adicionado de

sacarose e acido glutamico, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 — Meio de fermentacao para producgao de y-PGA

Constituintes Concentragao (g/L)
Sacarose *

Acido glutamico *

NH,4CI 7,0
MgS0QO4.7H,0 0,5
FeCl;.6H,0 0,04
KoHPO, 0,5
CaCl,.7H,0 0,15

*Concentragbes de sacarose e acido glutdmico estdo descritas no delineamento experimental
(Tabelas 7, 8 € 9).
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3.2 METODOS

3.2.1 Delineamento Estatistico

A andlise estatistica constou de trés etapas com objetivo de definir
as melhores concentragcbes de sacarose, acido glutdmico e tempo de cultivo para
producao de y-PGA por B. subtilis ATCC 6633.

3.2.1.1 Etapa 1

As variaveis testadas foram: sacarose (X1) nas concentragées de 30,
75 e 120 g/L; acido glutamico (Xz) a 10, 15 e 20 g/L e o tempo (X3) em 24,48 e 72 h,
no meio de fermentacao descrito no item 3.1.2.3.

Foi realizado um delineamento estatistico fatorial completo com 3
fatores em dois niveis de variacdo (2°) e com trés repeticdes no ponto central,
totalizando 11 ensaios. A matriz de planejamento descrita na Tabela 10, apresenta
0s ensaios na chamada ordem padrao (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995).

Os limites superior (+1) e inferior (-1) para cada fator e a respectiva
amplitude entre os mesmos, foram estabelecidos a partir de dados da literatura (XU
et al., 2005; SHI; XU; CEN, 2006).

As respostas (y) de interesse foram: biomassa produzida (g/L);

producao (g/L) e produtividade (g/Lh) de y-PGA e agucar total consumido (%).
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Tabela 10 — Delineamento fatorial completo 2> para avaliar o efeito da concentragado
de sacarose, acido glutdmico e tempo, com as variaveis codificadas e
decodificadas

VARIAVEIS VARIAVEIS DECODIFICADAS
CODIFICADAS
(*) Sacarose Acido glutamico Tempo
ENSAIOS X4 X X, (g/L) (g/L) (h)
1 -1 -1 -1 30 10 24
2 1 -1 -1 120 10 24
3 -1 -1 1 30 10 72
4 1 -1 1 120 10 72
5 -1 1 -1 30 20 24
6 1 1 -1 120 20 24
7 -1 1 1 30 20 72
8 1 1 1 120 20 72
9 0 0 0 75 15 48
10 0 0 0 75 15 48
11 0 0 0 75 15 48

(*) Os ensaios foram aleatorizados.

3.2.1.2 Etapa 2

Apos analise e interpretacao estatistica dos resultados referentes a
Etapa 1, as condigdes iniciais apresentaram-se distantes da regidao 6tima, assim
empregou-se a técnica de “maior aclividade” (NETO; SCARMINIO; BRUNS,1995),
com o objetivo de definir a faixa de variagdo, em dire¢cao a otimizagao da produgéao
de y-PGA (Tabela 11).
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Tabela 11 — Trajetéria de maxima inclinagdo para produgdao de y-PGA por
Bacillus subtilis ATCC 6633

VARIAVEIS DECODIFICADAS

Sacarose Acido Glutamico Tempo
Ensaios (g/L) (g/L) (h)
1 120 20 72
2 150 24,2 81
3 180 28,4 89

3.2.1.3 Etapa 3

Com o objetivo de otimizar a produgdo de y-PGA e definir as
melhores concentragcdes de sacarose, acido glutdmico e tempo de fermentagéo para
producdo de vy-PGA, um novo ponto central foi proposto. Utilizou-se um
delineamento central composto rotacional com pontos estrelas (o« = + 1,68) e trés
repeticbes no ponto central indicadas na Tabela 12 (NETO; SCARMINIO;
BRUNS,1995). As respostas (y) de interesse foram: biomassa produzida (g/L),
producdo (g/L) e produtividade (g/Lh) de y-PGA e consumo de acido glutamico
(AGC).
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Tabela 12 — Delineamento central composto rotacional para otimizar a
concentragdo de sacarose, acido glutdmico e o tempo de cultivo para
producao de y-PGA por Bacillus subtilis ATCC 6633

VARIAVEIS ,
CODIFICADAS VARIAVEIS DECODIFICADAS
Sacarose Acido Tempo

©) X1 X2 X3 glutamico

Ensaios (g/L) (@) (h)
1 - -1 -1 132 20,4 56
2 1 -1 -1 168 20,4 56
3 s 1 -1 132 27,6 56
4 1 1 -1 168 27,6 56
° A 1 132 20,4 104
° 1 -1 1 168 20,4 104
! s 1 1 132 27,6 104
® 1 1 1 168 27,6 104
9 168 0 0 120 24 80
10 168 0 0 180 o "
11 0 168 0 150 8 0
12 0 168 0 150 30 0
13 0 0 -1,68 150 o4 40
14 0 0 1,68 150 o4 120
15 0 0 0 150 o4 80
16 0 0 0 150 o4 80
17 0 0 0 150 o4 80

(*) Os ensaios foram aleatorizados

3.2.1.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos no delineamento experimental para produgao
de y-PGA foram avaliados através da analise de superficie de resposta conduzida
pela opcéo “Experimental Design (DOE)” versao 7.0, incluindo a analise de variancia
(ANOVA) para determinar: a significancia da regressédo ao nivel de 5%, coeficiente

de regressao (R?) e os coeficientes dos modelos.
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3.2.2 Preservagao do Microrganismo

A preservagao do Bacillus subtilis foi realizada no meio descrito no
item 3.1.2.1 em tubos, incubados a temperatura de 37°C por 48 horas. As culturas
foram renovadas a cada 4 semanas e conservadas em camara fria a 4°C e a pureza

verificada por coloragao de Gram.

3.2.3 In6culo

O inéculo foi obtido através do cultivo da bactéria em frascos
erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL do meio descrito em 3.1.2.2, mantidos sob
agitacdo de 150 rpm a 37°C por 48 horas. Finalizado o cultivo, o meio foi
centrifugado por 15 minutos a 9050 xg a 10°C. A biomassa foi resuspensa
assepticamente em solugdo salina (NaCl 0,9%) e a concentragdo celular foi
calculada por turbidimetria, em comprimento de onda de 400 nm. O indéculo foi

padronizado em 0,2 g/L de células para todos os experimentos.

3.2.4 Processo Fermentativo

As fermentagdes foram realizadas em frascos erlenmeyer de 125 mL
contendo 25 mL do meio de fermentacao e o pH ajustado entre 7 - 7,5, mantidos sob
agitacédo de 150 rpm, temperatura de 37°C (Figura 5) e variando a concentragao de
sacarose, acido glutdmico e tempo de fermentagcdo conforme os delineamentos
estatisticos descritos nas Tabelas 10, 11 e 12. Para cada fermentacdo foram
realizadas as andlises de biomassa, agucar consumido, acido glutamico e y-PGA,

conforme o fluxograma demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 — Fluxograma do processo de obtengao e quantificacdo de y-PGA
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3.2.5 Determinagao da Biomassa

Apos as fermentagdes, os cultivos foram interrompidos por
centrifugacdo durante 15 minutos a 9050 xg a 4 °C e as células obtidas foram
ressuspendidas em solugéo salina 0,9%. As absorvancias foram determinadas a
400 nm e os valores obtidos foram relacionados com o peso seco em g/L da curva

padrao de biomassa.

3.2.6 Determinacao dos Agucares Totais (AT)

Os AT dos meios fermentados foram determinados pelo método de
Fenol-Sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A curva padrao foi confeccionada com glicose
P.A. nas concentragbes de 0 a 100 ug/mL e as leituras de absorvancia foram

efetuadas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 490 nm.

3.2.7 Determinacéo do Acido Glutamico

A determinagao de acido glutdmico dos meios de cultivo foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo Jarret, Cooksy e Ellis
(1986).

Utilizou-se o cromatografo Shimadzu modelo LC10AT operando em
sistema isocratico, com fluxo de 1 mLmin™", composto por controlador de sistema,
forno de coluna Shimadzu CTO-6 A (temperatura constante a 30°C) e coluna de fase
reversa C18 (CLC-ODS (M)).

Uma aliquota de 100 uL de amostra foi submetida a derivatizagéo

com 100uL de tamp&o borato e 200 uL de solugéo de orto-ftalaldeido (OPA) (50 mg
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de OPA, 2,5 mL de 2-mercaptoetanol e 47,5 mL de metanol) injetada apds 2,5 min
em banho de gelo.

A eluicao foi realizada em fase movel constituida por tampé&o acetato
de sodio/metanol (70:30), utilizando detector de fluorescéncia operando com
excitacdo em comprimento de onda de 340 nm e emissdo em 450 nm.

Para construgdo da curva de calibragdo, expressa em ug/mL, foi

utilizado o padrao de acido L-glutamico de 10 mg/mL preparado em HCI 0,1 Mol/mL.

3.2.8 Precipitagdo DO y-PGA

Do sobrenadante obtido apds as diferentes fermentagdes, o y-PGA
foi precipitado com etanol absoluto a 4°C na proporcao 4:1 (etanol: sobrenadante),
deixado em repouso por 12 horas a 4°C. Ap6s a precipitagcao, o y-PGA foi obtido por
centrifugacéo a 21.000 xg por 40 minutos a 4°C e liofilizado (LU et al., 2004). A partir

da obtencao do material liofilizado foi realizada a quantificagao de y-PGA.

3.2.9 Determinagéo DO y-PGA

A quantificacéo do y-PGA foi realizada apds hidrolise do biopolimero
liofilizado com acido cloridrico 6 M em ampola de vidro a 100°C por 12 horas e
neutralizagdo com hidroxido de sédio a 6 M, segundo a metodologia de
Kambourova; Tangney e Priest (2001). O material hidrolisado foi submetido a

determinagao do acido glutdmico por CLAE (Figura 5) como descrito no item 3.2.7.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao obtidos nesse trabalho sao apresentados
na forma de artigo, o qual foi elaborado de acordo com as normas do periddico
Process Biochemistry, que sao apresentadas no Anexo A.

O artigo “Aplicagdo da metodologia de superficie de resposta para o
estudo da produgédo de acido poli-y-glutdmico por Bacillus subtilis ATCC 6633” esta
apresentado no Anexo B.

Os resultados complementares desse trabalho estdo descritos no
Anexo C.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a superficie
de resposta foi um método efetivo para alcangar a maxima produgéo de y-PGA pelo
Bacillus subtilis ATCC 6633. Foi visualizado que o microrganismo estudado € um
produtor potencial de y-PGA e dependente de acido glutamico.

Os fatores estudados concentragcao de sacarose; adicdo de acido
glutdmico e tempo de cultivo foram significativos para a produgédo de y-PGA, porém
nao houve interagcdes entre os mesmos. Para produgcdo de biomassa e para o
consumo de acido glutamico adicionado as variaveis estudadas ndo foram
significativas.

As regides de maxima producdo e produtividade de y-PGA foram
proximas ao ponto central e a maior produgéao de y-PGA foi de 20,4 g/L em 132 g/L
de sacarose e com adig¢ao de 27,6 g/L de acido glutdmico. A produtividade referente
a maxima de producéo foi de 0,1962 g/Lh e os valores médios encontrados no ponto
central para produtividade e producédo de y-PGA foram de 0,1954g/Lh e 15,6 g/L,

respectivamente.
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Resumo

Metodologia de superficie de resposta foi empregada para investigar o efeito da concentracao
de sacarose, acido glutdmico e tempo de cultivo na producdo de acido poli-y-glutdmico por
Bacillus subtilis ATCC 6633, uma linhagem ainda n3o estudada. A melhor producdo de y-
PGA foi de 20,4 g/L obtida em 132 g/L de sacarose, 27,6 g/L de &cido glutamico e 104 horas
de fermentagdo. A produtividade referente & maxima de producdo de y-PGA foi de 0,1962
g/Lh, proxima ao ponto central que atingiu a média de 0,1954g/Lh em 150 g/L sacarose; 24
g/L 4cido glutdmico; 80 horas de cultivo, tornando-se uma vantagem operacional pela redug¢ao
do tempo de fermentacao.

Palavras-chave: Acido poli-y-glutamico (y-PGA). Bacillus subtilis. Metodologia de
superficie de resposta. Fermentagao.

1 Introducao

A produgdo do acido poli-y-glutamico (y-PGA) tem sido atrativa por ser um produto
biodegradavel e nio toxico a0 homem e ao meio ambiente. E um biopolimero formado de
unidades de 4cido glutdmico e com um amplo potencial de aplicacio devido as suas
propriedades, tais como: espessante; umectante; substituto biodegradavel como termoplastico,
fibras, filmes e membranas; crioprotetor; agente floculante; absorvedor de metal pesado;

dispersante; aditivo para alimentacdo animal e intimeras outras [1,2,3]. Seu potencial de
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aplicacdo pode ser em diversos campos das industrias de alimentos, cosméticos,
medicamentos como também em tratamento de dgua e na agricultura [2].

Viérias espécies de Bacillus sao descritas como produtoras de y-PGA por processo
fermentativo e o Bacillus subtilis tem sido estudado por sua elevada capacidade de produgao
desse polimero que ¢ acumulado durante a fase estaciondria do seu crescimento, como
componente principal da capsula celular ou material extracelular [2,4,5].

Durante o processo fermentativo os requerimentos nutricionais e¢ as condigdes de
cultivo afetam a biossintese de y-PGA [2,6,7]. Assim, estudos sobre os parametros fonte de
carbono e nitrogénio, tempo de fermentagdo, variagdo de sais e necessidade de adicdo de
acido glutamico dentre outros influenciam no rendimento, indicando assim a relevante
importancia do estudo das condi¢des de fermentagdo, para a otimizagao da produgdo [1].

Além dos requerimentos nutricionais, outros parametros fisicos influenciam na
fermentagdo e sao importantes para a producdo, destacando-se o pH que usualmente ¢
recomendado entre 7,0 e 7,5; temperatura de 30 a 37 °C [6, 8, 9, 10] e agitacao de 120 a 200
rpm [6, 11,12]. Esses parametros podem ser analisados conjuntamente durante o processo
fermentativo por metodologia estatistica.

O uso de instrumentos estatisticos, tais como planejamento experimental fatorial
associado a metodologia de superficie de resposta, t€ém sido usados para investigar a
influéncia de varios fatores sobre uma ou mais respostas do processo, podendo ser estudados
ao mesmo tempo, assim diminuindo os custos da produgdo pelo nimero reduzido de ensaios,
reagentes ¢ tempo [13]. O planejamento experimental estatistico tem permitido a otimizagao
de processos e produtos obtidos por meio da biotecnologia [1,3,13].

O objetivo principal desse trabalho foi investigar através da metodologia de superficie
de resposta a influéncia das condigdes de cultivo: concentragdo de sacarose, dcido glutdmico e

tempo de cultivo na producao de acido poli-y-glutamico por Bacillus subtilis ATCC 6633.

2 Material e Métodos

2.1 Microrganismo e Condigdes de Cultura

Bacillus subtilis espécie ATCC 6633 foi obtida da Colecdo de Culturas Tropicais da
Fundacdo André Tosello (Brasil). A bactéria foi mantida em Agar Nutriente (peptona, 5,0
g/L; extrato de levedura, 3,0 g/L; agar, 2,0 g/L), conservada a 4 °C, e renovada a cada 4
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semanas. O meio de inoculo foi composto em g/L: sacarose, 10; extrato de levedura, 2,0,
KH,PO4 1,0, (NH4)2SOs4 , 3,0, MgS0O4.7H,0 0,6, MnSO, , 0,15 , citrato de amdnio 0,3. A
concentragdo celular foi determinada por turbidimetria a 400 nm e o inoculo foi padronizado

em 0,2 g/L de células.

2.2 Produgdo de y-PGA

Bacillus subtilis ATCC 6633 foi cultivado em meio de fermentacao contendo: NH4Cl
(7,0 g/L), MgS04.7H,0 (0,5 g/L), FeCl;.6H,O (0,04 g/L), K,HPO4 (0,5g/L), CaCl,.7H,O
(0,15 g/L), concentracdes sacarose e acido glutdmico, e tempo de fermentagdo seguiram
conforme o desenho experimental (Tabela 1). As fermentacdes em batelada foram realizadas
em erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de diferentes meios de fermentacao, a 37 °C, com
agitacdo a 150 rpm e os valores de pH iniciais foram ajustados dentro da faixa de 7,0 a 7,5

com NaOH.

Tabela 1- Delincamento central composto rotacional 2° e resultados de produgdo e
rodutividade de y-PGA, biomassa e AGC.

ENSAIOS VARIAVEIS RESPOSTAS
CODIFICADAS
X X5 X3 Biomassa AGC 7-PGA Produtividade
g/L % g/L (g/L.h)
1 -1 -1 -1 6,4 4,4 7,6 0,136
2 1 -1 -1 6,3 41 8,7 0,1554
3 -1 1 -1 6,1 19 8,3 0,1482
4 1 1 -1 6,3 2,5 8,5 0,1518
5 -1 -1 1 4,9 17 8,5 0,0817
6 1 -1 1 4,3 34 5,9 0,0567
7 -1 1 1 8,6 57 20,4 0,1962
8 1 1 1 4,0 58 6,9 0,0863
9 1 0 1 3,2 58 6,6 0,0825
10 -1,68 0 0 2,8 38 6,8 0,0850
11 1,68  -1,68 0 3,0 72 6,1 0,0763
12 0 1,68 0 3.4 51 10,3 0,1288
13 0 0 1,68 3,7 50 7,9 0,0658
14 0 0 -1,68 4,0 65 6,0 0,0500
15 0 0 0 5,1 56 15,9 0,1988
16 0 0 0 5,8 52 15,6 0,1950
17 0 0 0 5,9 32 15,4 0,1925
Fatores Niveis codificados
-1,68 -1 0 1 1,68
X Sacarose (g/1) 120 132 150 168 180
Xz Acido glutamico (g/1) 18 20,4 24 27,6 30
X3 Tempo (horas) 40 56 80 104 120
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2.2 Meétodos analiticos

Ap6s cada fermentacdo, o meio de cultura foi centrifugado (9050 x g por 15 min) e as
células bacterianas foram resuspensas em solucdo salina 0,9 g% (m/v). O crescimento celular
foi determinado por turbidimetria a 400 nm e os valores foram relacionados com o peso seco
(g/L) da curva padrao de biomassa. Os agucares totais foram quantificados pelo método de
Fenol-Sulftrico [14] usando a glucose como padrao.

A concentragdo de 4cido glutdmico no meio de cultura, apds derivatizacdo com orto-
ftalaldeido [15] foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em
cromatografo (Shimazu modelo LC 10AT) equipado com uma coluna de fase reversa ODS-
C18 e operando com o fluxo de ImL/min. A eluigdo foi realizada em fase movel constituida
por solucdo acetato de sddio/metanol (70:30,v/v) utilizando detector de fluorescéncia com

excitagdo de 340 nm e emissdao em 450 nm.

2.2.1 Extragdo de y-PGA

Ap6s centrifugacdo para remog¢do das células bacterianas, o acido poli-y-glutdmico foi
precipitado com etanol absoluto a 4°C na proporg¢ao 4:1 (etanol: sobrenadante), por 12 horas a
4°C. O precipitado foi coletado por centrifuga¢do em 21.000 x g por 40 min a 4°C e o y-PGA
bruto foi liofilizado [3].

2.2.2 Determinagao de »-PGA

Para determinar a concentragao de y-PGA, cada amostra liofilizada foi hidrolisada com
HCl 6M a 100°C por 12 horas, neutralizada com NaOH 6M [18] e mensurado o 4cido

glutamico.

2.3 Analise estatistica

Para definir as melhores condi¢des de cultivo para produgdo de y-PGA por B. subtilis
ATCC 6633, foi inicialmente conduzido um Tratamento 1 referente ao planejamento fatorial

completo 2° com trés repetigdes no ponto central, totalizando 11 ensaios. As varidveis
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analisadas foram: concentracdo de sacarose (30, 75 ¢ 120 g/L), acido glutamico (10, 15 e 20
g/L) e tempo de fermentagdo (24, 48 e 72 h). A partir desses resultados foi proposto um novo
experimento utilizando-se a técnica de “maior aclividade” [3] para atingir a regido de melhor
produgdo. As varidveis testadas foram concentracdes de sacarose (120, 150 e 180 g/L), acido
glutamico (20, 24,2 ¢ 28,4 g/L) e o tempo de fermentacao (72, 81 e 89 h).

As respostas obtidas desse planejamento passaram a ser um ponto central e um
Tratamento 2 constituido de um delineamento central composto rotacional [3] com pontos

estrelas (o = £ 1,68) e trés repeti¢des no ponto central, totalizando 17 ensaios (Tabela 1) foi

realizado. As respostas (y) de interesse foram biomassa (g/L), producao de y-PGA (g/L),

consumo de &cido glutamico (AGC) e produtividade de y-PGA (g/Lh).
O software Statistic 7.0 foi usado para desenvolver o planejamento e as analises das

respostas obtidas.

3. Resultados e Discussao

3.1 Tratamento 1

A escolha do substrato adequado ¢ um fator importante para a producdo de y-PGA
assim optou-se por utilizar a sacarose como fonte de carbono devido a sua relevante
influéncia, descrita por alguns autores [6, 9, 17, 18].

Para verificar se o B. subtilis ATCC 6633 ¢ um microrganismo dependente de acido
glutdmico foram inicialmente realizados cultivos, em meio de sacarose (100g/L) com 10 g/L
de acido glutamico e um controle sem adi¢do. Os resultados indicaram que o microrganismo
cresceu bem em meio de sacarose e ¢ dependente de acido glutamico. Produzindo 2,86 gL de
v-PGA quando o é4cido L-glutamico foi adicionado ao meio e ndo houve producdo na sua
auséncia. Também foi constatada uma diminui¢do da biomassa de 2,70 para 0,61 g/L.

Ap6s definir a necessidade de acido glutdmico pelo B. subtilis foi desenvolvido um
planejamento fatorial 2° utilizando as variaveis: concentragdo de sacarose, 4cido glutdmico e
tempo de cultivo e obteve-se a maior producdo y-PGA de 7,1 g/L nos niveis superiores das
variaveis estudadas: 120 g/L sacarose; 20 g/L 4acido glutamico e 72 horas de cultivo.

As variaveis mostraram efeitos positivos e significativos, indicando que os aumentos
da concentragdo de sacarose, acido glutdmico e do tempo elevaram a produgdao do

biopolimero. De acordo com a analise estatistica (dados ndo apresentados), a concentragdo de
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sacarose apresentou o efeito mais significativo, indicando assim a sua relevancia nas
condig¢des estudadas (p=0,007414), seguido pela concentragdao de acido glutamico e tempo de
fermentacdo. Estudos realizados por Goto and Kunioka; Lu et al. [3, 12] confirmam que a
producdo de y-PGA ¢ influenciada pela concentra¢do de sacarose € que o acido glutamico
interfere no aumento da produgdo para as bactérias classificadas como dependentes do 4cido
glutamico.

A interagao da sacarose com o tempo de cultivo apresentou efeito significativo e
positivo e esse efeito sinergistico entre as varidveis proporcionou ao aumento da produgdo de
v-PGA. O teste de curvatura indicou falta de significancia (p=0,34), comprovando que ndo foi
atingida a regido de ponto maximo de produ¢do do biopolimero.

Portanto, se fez necessdrio uma nova investigacdo para encontrar uma regiao
promissora, em termos de maior producdo de y-PGA, desenvolvendo a técnica de maior
aclividade ascendente (steepest ascent) [3]. Dentre as novas condigdes testadas: sacarose a
150 g/L, acido glutamico a 24,2 g/L e tempo de cultivo de 81 horas, foram as variaveis que
acarretaram a melhor producao de y-PGA de 16,94 g/L. Porém, o aumento dos niveis dessas
variaveis (sacarose 180 g/L, acido glutamico 28,4 g/L. e tempo de cultivo 89 horas) reduziu a

producdo para 13,30 g/L, indicando que a maxima aclividade j4 tinha sido alcancada.

3.2 Tratamento 2

Apos ter sido alcangada a regido de 6tima produgao de y-PGA, foi empregado um
segundo tratamento que consistiu de um delineamento central composto rotacional (Tabela 1).
Esse planejamento foi desenvolvido a partir do novo ponto central: 150 g/L. de sacarose, 24
g/L de acido glutdmico e 80 h de tempo de cultivo.

Os resultados obtidos desse delineamento estdo apresentados na Tabela 1 e os efeitos
das varidveis estudadas para produgdo de y-PGA e os respectivos niveis de significAncia na

Tabela 2.
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Tabela 2 - Estimativa dos efeitos para producdo e produtividade de y-PGA.

Fator Efeito p
Producao de Meédia/ Intercepto 15,461 0,000029
v-PGA (g/L) X 2,120 0,207070
X, -5,174 0,017819
X, 2,996 0,090220
X, - 4,108 0,044427
X3 0,793 0,619240
X5 4,997 0,020678
X;. X, -2,950 0,182109
Xi. X3 -4,350 0,065243
X5. X3 3,100 0,163545

A produgdo média da biomassa foi de 4,93 g/L, proximo aos encontrados na literatura
para producdo de y-PGA [8, 12] e as variaveis estudas ndo tiveram efeitos significativos para
essa resposta.

A melhor producao de y-PGA foi de 20,4 g/L obtida em em 132 g/L de sacarose (X; =
-1), 27,6 g/L de acido glutamico (X, = +1) e 104 horas de fermentacao (X;= +1) (Tabela 1).
Os efeitos quadraticos das varidveis estudadas foram estatisticamente significativos e
negativos para produgdo de y-PGA (Tabela 2), indicando que nesta etapa foi obtido o ponto
maximo de producdo.

Valores elevados de y-PGA, em média 15,63 g/L, foram encontrados na concentragao
de sacarose de 150 g/L (ponto central) demonstrando que essa concentracdo também

favoreceu a produgdo (Tabela 1, Figura 1).
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Figura 1 - Gréficos de contorno para producdo de y-PGA por Bacillus subtilis ATCC 6633:
(A) fixando o tempo no nivel codificado 0; (B) fixando o 4cido glutdmico no nivel
codificado 0.

O 4cido glutamico foi significativo para produgdao de y-PGA, comprovando ser este
um componente essencial para sintese. O consumo de acido glutamico pelo Bacillus subtilis
ndo sofreu influéncia das variaveis testadas e o experimento 11 (Tabela 1) apresentou o maior

consumo de 72%. Este consumo esteve associado a uma produgdo de 6,1 g/L de y-PGA e a
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taxa de conversao aparente de 33,89% (quantidade de acido glutdmico convertido em y-PGA),
refletindo num consumo de 2,13 g de acido glutdmico em 1 g de vy-PGA produzido. As
maiores taxas de conversdo aparente coincidiram com as melhores producdes de y-PGA nos
experimentos 7 e no ponto central, com as taxas de conversdo aparente de 73,9 e 65%
respectivamente. Nestas condi¢des a relagdo de consumo de acido glutamico com a producao
de y-PGA foram 0,77 g/g e 0,72 g/g, respectivamente. Essas taxas de conversdo sao
comparaveis a dados reportados por Xu et al. (2005) [6], para diferentes espécies de Bacillus
subtilis.

O tempo de fermentagdo influencia na producao y-PGA e varia de acordo com cada
espécie e com as condigdes de cultivo [7, 8, 9]. Observou-se que nos tempos de fermentagao
de 80 e 104 horas houve aumento na producdo de y-PGA e tempos inferiores e superiores
resultaram em menores producdes. Esses resultados sugerem que o aumento da sintese das
enzimas polimerases nesses tempos contribuiu para o aumento da producao [7].

Tempos superiores a 104 horas levaram ao declinio da produ¢ao do biopolimero, que
pode ser explicado pela sintese da enzima poliglutamil hidrolase responsavel pela degradacao
de y-PGA [7,12,20]. A reducdo da producdo também pode ter sido devido ao aumento da
viscosidade do meio ou a diminui¢do gradual das células microbianas pelo baixo aporte de
oxigénio [7].

Os valores de producdo de y-PGA, nos tempos estudados, foram préximos aos
observados por Shih; Wu; Shieh (2005) [20] com B. subtilis C1 que nos tempos de 96 para
144 horas aumentou a produgdo de y-PGA de 8,12 para 21,44 g/L, respectivamente.
Entretanto, algumas espécies apresentam uma boa producdo em tempos de cultivo menores,
como observado em B. subtilis NX-2, que obteve uma produgao de 30,2 g/L. em 24 horas [6].

O grafico de contorno (Figura 1) retrata a producdo de y-PGA e as regides de maxima
producdo proximas ao ponto central indica uma vantagem operacional.

A equagao polinomial de segunda ordem obtida para producao de y-PGA ¢ mostrada
na Equacdo (1). O coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,80 indicando que 80% da

variabilidade da resposta poderia ser explicada pelo modelo.

p=1534 -1,06 X,-251 X,”+1,50 X,-198 X,>+042 X,-26 X;°-148 X, X,
-2,18 X, X,+15 X,X,

(1)
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y : concentracdo de y-PGA (g/L); X;: sacarose (g/L); X,: 4cido glutamico (g/L); Xs: tempo (h)

A analise de variancia da producao do y-PGA ¢ apresentada na Tabela 3 e demonstra
que a regressao foi significativa com p<0,05, e que o modelo apresentado possui boa

capacidade preditiva, tendo em vista tratar-se de experimento bioldgico.

Tabela 3 - Andlise de variancia da producdo de y-PGA por Bacillus subtilis ATCC 6633.

Causa de Soma dos Graus de Quadrado F F
Variagao quadrados liberdade médio Calculado Tabelado
Regressao 241,37 9 26,81 3,15 1,92
Residuo 59,57 7 8,51
Total 300,94 16

A produtividade referente a maxima de produgao de y-PGA foi de 0,1962 g/Lh e no
ponto central obteve-se também uma boa produtividade, atingindo a média de 0,1954g/Lh
(Tabelal), esses valores sdo compativeis aos encontrados na literatura que descrevem valores
entre 0,2 a 0,4 g/Lh [12].

O presente estudo possibilitou estudar uma nova linhagem de B. subtilis, com
bom potencial de produgdo de y-PGA e que a maxima produgdo pode ser alcangada se a

espécie for cultivada no meio proposto e definido pela metodologia de superficie de resposta.
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ANEXO C

Resultados complementares dos experimentos onde estdo
demonstrados as analises de produtividade, biomassa, acucar total consumido

(ATC) e taxa de conversao de acido glutdmico em y-PGA.

Resultados Complementares

A produgao de y-PGA por Bacillus subtilis ATCC 6633 foi avaliada pelo
efeito das variaveis: concentragdo de sacarose, acido glutamico e tempo de cultivo,
empregando um planejamento fatorial completo 2°. Estes experimentos foram
conduzidos com a finalidade de selecionar os niveis mais adequados para o
processo de fermentagao, visando a maxima producao do biopolimero.

Os resultados de produgao e produtividade de y-PGA, biomassa
produzida e acucar total consumido estdo apresentados na Tabela 1. A maior
producdo de acido poli-y-glutdmico foi de 7,1 g/L quando utilizou-se os maiores
niveis para concentragédo de sacarose (120 g/L), acido glutdmico (20 g/L) e tempo de
cultivo (72 horas).

Os resultados dos efeitos lineares das varidveis, os coeficientes de
determinagao ajustados (R?), e os valores de significancia (p) para curvatura e falta
de ajuste para a produgdo e produtividade y-PGA, biomassa e ATC estao
apresentados na Tabela 2.

Os coeficientes de determinacao foram de 89, 93, 69 e 87% e para a
producdo e produtividade de y-PGA, biomassa e ATC, respectivamente e os

modelos explicaram os dados experimentais.
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Tabela 1 — Producgédo e produtividade de y-PGA, biomassa produzida e agucar
consumido do planejamento fatorial 22 por Bacillus subtilis.

ENSAI VARIAVEIS RESPOSTAS
0] CODIFICADAS
X4 Xz X3 7-PGA Produtividade BIOMASSA ATC
(g/L) (9/L.h) (g/L) (%)
1 -1 -1 -1 0,8 0,0333 2,01 45
2 1 -1 -1 1,9 0,0792 2,80 15
3 -1 -1 1 0,5 0,0069 4,21 90
4 1 -1 1 2,9 0,0403 4,95 25
5 -1 1 -1 2,0 0,0833 2,36 41
6 1 1 -1 3,2 0,1333 1,23 10
7 -1 1 1 2,0 0,0278 3,66 90
8 1 1 1 7.1 0,0986 6,64 31
9 0 0 0 2,3 0,0479 2,97 27
10 0 0 0 2,0 0,0417 2,36 28
11 0 0 0 2,6 0,0542 2,23 25
FATORES NIVEIS CODIFICADOS
-1 0 1
X1 Sacarose (g/L) 30 75 120
X, Acido glutamico (g/L) 10 15 20
X3 Tempo (horas) 24 48 72

ATC: consumo de agucares totais; AGC: consumo de acido glutamico

Quanto ao consumo de agucares totais o maior valor de 90%
ocorreu nos maiores tempos de fermentacdo e menores concentragdes de sacarose
(Tabela 1). Os efeitos lineares foram significativos para: sacarose, tempo e para as
interagbes sacarose com tempo e acido glutdmico com tempo. O efeito foi positivo

para o tempo e para interagao glutamico com tempo.
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Tabela 2- Estimativa dos efeitos das variaveis estudadas na producédo e
produtividade de y-PGA, biomassa e ATC, obtida pelo planejamento
fatorial completo 2°.

Fator Efeito p
v-PGA (g/L)
Média/ Intercepto 2,482 0,001326
X1 (Sacarose) 2,450 0,007414
Xz (Acido glutamico) 2,050 0,010539
X3 (Tempo) 1,150 0,032383
X1. X3 1,300 0,025609
Curvatura -0,250 0,343468
Valores
R? ajustado(%) 89
Falta de ajuste (p) 0,12
Produtividade
+-PGA (g/L.h) Médial Intercepto 0,058773 0,000124
X1 (Sacarose) 0,050025 0,005915
X, (Acido glutamico) 0,045825 0,008079
X3 (Tempo) -0,038875 0,014240
Curvatura -0,030 0,072003
Valores
R? ajustado (%) 93
Falta de ajuste (p) 0,18
Biomassa Média/ Intercepto 3,220 0,001366
(g/L) X1 (Sacarose) 0,845 0,094130
X5 (Acido glutamico) - 0,020 0,949444
X3 (Tempo) 2,765 0,010055
X1. X3 1,015 0,068111
Curvatura -0,960 0,069298
Valores
R? ajustado (%) 69
Falta de ajuste (p) 0,14
ATC
o)
(%) Média/ Intercepto 38,7036 0,000072
X1 (Sacarose) -46,0300 0,000279
X5 (Acido glutamico) - 0,6600 0,481332
X3 (Tempo) 31,3550 0,000601
X1. X3 -15,7400 0,002380
Xo. X3 4,02000 0,034725
Curvatura -33,3583 0,001944
Valores
R? ajustado (%) 87
Falta de ajuste (p) 0,11

A partir dos resultados obtidos em experimentos preliminares foi

concluido que o Bacillus subtilis ATCC 6633 € um microrganismo dependente do

acido glutdmico para producdo de y-PGA. O aumento da concentracdo de acido
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glutdmico contribuiu para maior producao de y-PGA e a converséo de glutdmico em

v-PGA no ensaio 7 foi de 36%, no qual 1,46 de acido glutdmico foi necessario para

ser convertido em 1g de y-PGA (Tabela 3, Figura 1).

Tabela 3 — Relagédo da concentragcéo de acido glutdmico na produgéo de y-PGA por
Bacillus subtilis ATCC 6633 referente ao planejamento fatorial 2°.

Ensaios Acido y-PGA Consumo Conversao Glutamico /
glutédmico (g/L) de AG glutdmico em y- y-PGA
(glL) (glL) PGA (9/9)
(%)
1 10 0,8 1,7 8 2,13
2 10 1,9 2,0 19 1,05
3 10 0,5 6,0 5 12,00
4 10 2,9 5,2 29 1,79
5 20 2,0 6,0 10 3,00
6 20 3,2 7,2 16 2,25
7 20 2,0 11 10 5,50
8 20 71 10,4 36 1,46
9 15 2,3 6,8 15 2,96
10 15 2,0 6,9 13 3,45
11 15 2,6 54 17 2,08

AG: acido glutdmico
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Figura1 — Producio de y-PGA e relagdo do consumo de acido glutdmico para produgao
referente ao planejamento fatorial 2° por Bacillus subtilis.

Pela Tabela 1 pode-se observar que a melhor produtividade de y-
PGA foi de 0,1333 g/Lh (ensaio 6) ndo coincidindo com a melhor produgao de y-PGA
(ensaio 7) devido ao aumento da variavel tempo de fermentagdo. O efeito do tempo
de fermentagdo foi significativo e negativo, indicando que o aumento do tempo
diminuiu a produtividade de yPGA (Tabela 2).

As respostas nao apresentaram falta de ajuste significativa em nivel
de 5% de significancia (p>0,05), mostrando que os dados experimentais se ajustam
aos modelos calculados (Tabela 2).

A curvatura para a resposta ATC foi significativa em nivel de 5%,
porém a produgdo, produtividade de y-PGA e biomassa nao apresentaram
significancia (Tabela 2). O ponto maximo para a produgdo néo foi atingido e uma
nova investigacdo foi realizada no sentido de se encontrar uma regido mais
promissora.

Com intuito de otimizar a produgdo de y-PGA foi empregado um
delineamento central composto rotacional com base na metodologia de superficie de

resposta, descrito na Tabela 3.
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Tabela 4 — Produgdo e produtividade de y-PGA de Bacillus subtilis obtidos
delineamento central composto rotacional 2°

ENSAIOS VARIAVEIS CODIFICADAS RESPOSTAS
AGC v-PGA g/L  Produtividade
% (g/Lh)
X4 Xo X3

1 -1 -1 -1 4,4 7,6 0,1357

2 1 -1 -1 41 8,7 0,1554

3 -1 1 -1 19 8,3 0,1482

4 1 1 -1 2,5 8,5 0,1518

5 -1 -1 1 17 8,5 0,0817

6 1 -1 1 34 5,9 0,0567

7 -1 1 1 57 20,4 0,1962

8 1 1 1 58 6,9 0,0863

9 1 0 1 58 6,6 0,0825

10 -1,68 0 0 38 6,8 0,0850

11 1,68 -1,68 0 72 6,1 0,0763

12 0 1,68 0 51 10,3 0,1288

13 0 0 1,68 50 7,9 0,1975

14 0 0 -1,68 65 6,0 0,0500

15 0 0 0 56 15,9 0,1988

16 0 0 0 52 15,6 0,1950

17 0 0 0 32 15,4 0,1925

Fatores Niveis codificados

-1,68 -1 0 1 1,68
X4 Sacarose (g/L) 120 132 150 168 180
Xz Acido glutamico (g/L) 18 204 24 27,6 30
X3 Tempo (horas) 40 56 80 104 120

AGC: acido glutadmico consumido

A maxima produgdo de y-PGA foi obtida quando foi adicionado ao

meio 27,6 g/L de acido glutdmico e a porcentagem de conversdo de glutdmico

adicionado em y-PGA foi de 74%, um valor relativamente alto (Tabela 5). No ensaio

7 referente a maxima produgao de 20,4 g/L, foi necessario a adicao de 0,8 g de

acido glutamico para produgao de 1 g de y-PGA (Figura 2).
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Tabela 5 — Efeito da concentragdo de acido glutdmico na produgao de y-PGA por
Bacillus subtilis ATCC 6633 referente ao planejamento composto

rotacional.
Ensaios Acido v-PGA Consumo Converséao Glutamico /
glutdmico (g/L) de AG glutdmico em y- y-PGA
(g/L) PGA (9/9)
(%)

1 20,4 7,6 0,9 37 0,11
2 20,4 8,7 8,4 43 0,96
3 27,6 8,3 5.2 30 0,63
4 27,6 8,5 0,7 31 0,08
5 20,4 8,5 3,5 42 0,41
6 20,4 5,9 6,9 29 1,17
7 27,6 20,4 15,7 74 0,77
8 27,6 6,9 19,0 25 2,75
9 24 6,6 13,9 28 2,11
10 24 6,8 9,1 28 1,34
11 18 6,1 13,0 34 2,13
12 30 10,3 15,3 34 1,49
13 24 7,9 12,0 33 1,52
14 24 6,0 15,6 25 2,60
15 24 15,9 13,4 66 0,84
16 24 15,6 12,5 65 0,80
17 24 15,4 7,7 64 0,50
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Figura 2 - Produgdo de y-PGA e relagdo do consumo de acido glutédmico para
producao referente ao planejamento central composto rotacional 2° por

Bacillus subtilis.

Os efeitos quadraticos da concentracdo de sacarose (Xi) e da
concentragdo de acido glutdmico (X;) para produtividade foram significativos e
negativos, um indicativo de que foram obtidos os pontos de maximo para esta
resposta, nas condigdes estudadas. A variavel tempo de cultivo (X3) mostrou efeito

quadratico negativo e significativo em nivel de significancia de 7%, nivel que para

ensaios bioldgicos é considerado satisfatérios.
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Tabela 6 — Estimativa dos efeitos das variaveis estudadas na producgéo de y-PGA,

produtividade e ATC obtidos pelo planejamento composto rotacional.

Fator Efeito p
Produtividade de vy- Média/ Intercepto 0,193 0,000002
PGA X4 -0,016 0,388910
(g/Lh) X+ -0,066 0,007197
X, 0,035 0,072572
X,2 -0,053 0,022060
X; -0,061 0,006481
X3? -0,038 0,079407
Xq. X3 -0,039 0,115579




74

O efeito linear do tempo foi significativo e negativo sobre a
produtividade de y-PGA uma vez que a redugao do tempo de fermentagédo é um fator
para o aumento da produtividade (Tabela 6).

A produtividade referente @ maxima de produgao de y-PGA foi de
0,1962 g/Lh e apresentou um aumento de 202% comparado com a etapa 1 que foi
de 0,0986 g/Lh (Tabela 1).

Nas Figuras 1 e 2, observa-se que foram obtidas regides da maxima
produtividade, proximas do ponto central (Tabela 4) , mas com deslocamento para

0s menores tempos.

2,0

1,5

1,0

0,5 F

Tempo (h)

2,0 1,5 1,0 0,5 0,0 05 1,0 1,5 2,0 I -0.1

Sacarose (g/L)

Figura 3 — Grafico de contorno para produtividade de y-PGA por Bacillus subtilis ATTCC
6633, fixando o acido glutdmico no nivel codificado 0.
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Figura4 — Grafico de contorno para produtividade de y-PGA por Bacillus subtilis ATTCC
6633, fixando o acido glutdmico no nivel codificado 0.



