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2. Saude, Seguranca e Meio Ambiente

Resumo - O &cido y-poliglutdmico € um biopolimero anibnico, solivel em agua, biodegradavel,
biocompativel, comestivel e atdxico para humano e ambiente. Em funcéo dessas caracteristicas
especiais, sua aplicacao tem sido direcionada para o setor ambiental. O acido y-poliglutamico
esta presente, naturalmente, na mucilagem de produtos fermentados de soja, consumidos nos
paises asiaticos, sendo a soja e seus derivados, portanto, substratos potenciais para a
producado do biopolimero. O uso do acido y-poliglutdmico no tratamento de aguas, proporciona
incremento da atividade floculante, entre outras propriedades. O objetivo deste trabalho volta-se
para producdo de &cido y-poliglutdmico utilizando-se de diferentes cultivares de soja, como o
convencional (BRS 284), o cultivar transgénico (BRS 359RR) e o cultivar transgénico de
segunda geracao (BRS 1001IPRO). Para amostra BRS 284 em caldo E foi obtido biopolimero,
de massa molecular média de 1,4 x10° g.mol* e viscosidade aparente de 42,08 mPa.s™.
Espera-se que os cultivares de soja possuam diferengcas na composi¢do centesimal, o que ir4
influenciar na producéo de y-PGA.

Palavras-chave: Sustentabilidade. Biopolimero. Coagulante.

Abstract - y-polyglutamic acid (y-PGA) is a water soluble biodegradable anionic biopolymer that
is edible and non-toxic to humans and the environment. Due to these special characteristics, it
has been applied in the environmental sector y-PGA is naturally present in the mucilage of
fermented soy products consumed in Asian countries; therefore, soy and its derivatives are
potential substrates for the production of this biopolymer. The use of y-PGA in water treatment
increases its flocculation activity, among other properties. This work focuses on the production
of y-PGA using soybeans fermented with Bacillus subtilis. For sample BRS 284 were obtained
polymer, average molecular weight of 1.4 x 10° g mol™ and apparent viscosity of the 42.08
mPa.s™. It is expected that the soybean cultivars have differences in chemical composition,
which will influence the production of y-PGA.
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Introducéo

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

Os coagulantes comerciais como sulfato de aluminio e policloreto de Al,
apresentam consideravel teor de aluminio, entretanto, como o aluminio ndo €
biodegradavel, elevadas concentracbes do elemento quimico podem ocasionar
problemas a saude humana (CLAYTON, 1989), além de gerar elevado volume de lodo
(NDABIGENGESERE e NARASIAH, 1998). O uso do &cido y-poliglutamico (y-PGA), no
tratamento de agua, tem sido descrito por diversos pesquisadores e, nesses estudos, o
incremento da atividade floculante ocorre quando céations multivalentes sédo adicionados
ao sistema (MAHMOUD, 2006; SHIH e VAN, 2001; YOKOI et al., 1996). A modificacéo
na molécula de y-PGA também pode aumentar a atividade do polimero, como agente
coagulante (KUNIOKA, 2004).

O acido y-poliglutamico pode ser obtido através de cultivo microbiano, sendo
Bacillus subtilis 0 microrganismo mais utilizado. B. subtilis é utilizado no Japéo para a
producdo do natto, alimento de soja [Glycine max (L.) Merrill] fermentada que possui
consisténcia mucilaginosa, decorrente de sua composicdo, mistura de y-PGA e levana
(SHIH e VAN, 2001; NAGAI e TAMANG, 2010). Estima-se que o0 natto apresente
concentracdo de 10 g kg™ de &cido y-poliglutamico. A utilizacdo da soja, como substrato
para producao de y-PGA, justifica-se pelo fato do Brasil ser um grande produtor de soja.
A diferenca entre os cultivares de soja da-se na sua adaptacdo ao solo e clima,
produtividade e resisténcia a doencas (SEDYAMA et al., 1999). J4& a diferenca na
composicdo de graos corresponde ao percentual de O6leo, proteinas, umidade,
carboidratos, fibras e cinzas (DEMBORGUSKI, 2003). Assim, tem-se como objetivo
avaliar a produtividade de y-PGA em Bacillus subtilis, em diferentes cultivares de soja.

Materiais e Métodos
A analise de composicao centesimal de trés cultivares de soja, esta sendo
realizada, com dois cultivares transgénicos de diferentes geracbes e um cultivar
convencional. Utiliza-se de cultivar convencional BRS 284, cultivar transgénico de
primeira geracéao, tolerante ao herbicida glifosato, BRS 359RR e cultivar de segunda
geracao, que apresenta resisténcia a insetos e tolerancia ao herbicida glifosato BRS
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1001IPRO. Estes cultivares apresentam mesmas condi¢cdes edafoclimaticas, uma vez
que estdo adaptados para cultivo na macrorregido sojicola 1, especificamente, na
regido edafoclimatica 103. Esta regido abrange os estados como Rio Grande do Sul
(Serra do Nordeste e Planalto Superior), Santa Catarina (Serra Geral e Centro-Norte),
Parana (Centro-Sul) e Sdo Paulo (Sul) (KASTER e FARIA, 2012).

O cultivo em estado sélido foi conduzido em biorreator de vidro e na abertura
superior foi colocado tamp&o de algoddo hidréfobo e gaze (Figura 1). Foram
selecionados até 25 g de graos de soja, lavados e imersos em agua (3:1) a 10 °C por
em pH 6,5. Os graos foram autoclavados por uma hora a 130 °C e resfriados a 50 °C
para serem inoculados. O inoculo na concentracdo de 6% (v/m) foi distribuido sobre a
superficie do substrato e, posteriormente, submetido a temperatura de 37 °C por 72
horas com agitacdo de 150 rpm e umidade maior que 95%. Para interromper o
processo de fermentacao, a mistura foi refrigerada por oito horas, em temperatura entre
trés e 10 °C, com baixa umidade (KIUCHI e WATANABE, 2004).

_&»é» » '»

Biorreator Maceraclio Esterilizagdo Inoculacio Incubacio
& tampéio Agua e soja (3:1) 130°C 50 "C 37
T2 horas &0 minutos 6 % [w/m) 50 horas
10 °C 150 rprm
pH &5

Figura 1. Fluxograma do processo de producéo de acido y-poliglutdmico utilizando soja como
substrato.

Para construcdo da curva padrdo foi utilizado do acido y-poliglutamico (92%),
importado da China. O método foi adaptado de Kanno e Takamatsu (1995). Os padrbes
foram estabelecidos nas seguintes concentracdes: 0, 20, 30, 40 e 50 pg mL™. As
solucbes foram preparadas a partir de solucdo estoque 200 pug mL™, em baldo
volumétrico de 250 mL e, em seguida, pipetadas para baldo de 50 mL para diluig&o,
atingindo as concentracdes previstas. Em béquer, foi adicionado 1 mL de solucdo
padrao, 4 mL de tampao fosfato pH 7 e 1 mL de solucdo de CTAB 0,1M/NaCl 1M, para
cada padrdo. Levou-se em banho com temperatura controlada de 30°C por 20 min, em
seguida, determinada curva em espectrofotdometro Hach, modelo DR 2800.

Resultados e Discusséo
Como representado pela estrutura quimica molecular (Figura 2), o acido y-
poliglutamico ocorre, naturalmente, na forma de homopoliamida composta por unidades
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de D- e L- acido glutamico, as unidades monomeéricas estdo conectadas por ligactes
amidas entre o grupo a-amino e grupo y-carboxilico (GOTO e KUNIOKA, 1992; DE
CESARO, 2013). Por possuir essa ligacdo amida entre os grupos a e y, o acido y-
poliglutdmico apresenta resisténcia as proteases, uma vez que sao capazes de agir
apenas sobre ligacdes entre grupos a, como no caso das proteinas (CANDELA e
FOUET, 2006).
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Fonte: CANDELA e FOUET (2006)
Figura 2. Estrutura quimica molecular do acido y-poliglutamico.

O acido y-poliglutdamico produzido por B. subtilis foi extraido do meio de cultivo.
O microrganismo foi cultivado em caldo E (SILVA, 2010) e mantido em duplicata até 72
horas. Na Tabela 1 tem-se os resultados de analise elementar da soja BRS 284 e
apontam percentuais de CHN na composi¢do do grédo de soja e, posteriormente, 72
horas de cultivo para obtencdo do acido y-poliglutamico. O cultivo de microrganismos
ocorreu em diferentes concentracdes de soja BRS 284 (15, 20 e 25 g L) e, em tempos
de 24 e 72 horas, os valores de viscosidade aparente sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Teor de CHN da soja BRS 284 e acido y-poliglutamico.
Amostra Cl% H/% N/% Total
soja 47,06 7,17 7,18 66,43
y-PGA 43,22 5,86 9,67 58,75
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Tabela 2. Valores de viscosidade aparente (mPa.s™) para acido y-poliglutamico apés 24
e 72h de cultivo.

Concentracdo g L™ Viscosidade/24h Viscosidade/72h
15 11,04 14,3
20 19,13 24,10
25 32,15 42,08

Para todas as concentracdes estudadas, as amostras de 72 horas de cultivo,
apresentaram viscosidade maior quando comparadas as de 24 horas. Para amostra de
25 g L™}/72h foi obtido biopolimero de massa molecular média de 1,4 x10° g.mol™. A
viscosidade das solugbes foi elevada com o aumento da concentracdo do polimero.
Este comportamento pode ser atribuido as interacdes intermoleculares e
entrelacamentos, devido ao acréscimo efetivo nas dimensdes da macromolécula e na
massa molar (GARCIA-OCHOA et al., 2000). De Cesaro (2013) constatou que a
elevacdo da concentracdo de acido y-poliglutdmico em solucdo aquosa, resulta no
aumento linear da viscosidade. O autor também observou que em cultivos de 48h e
96h, para 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 horas, indicando que fracdes de massa molares mais elevadas, causem esse efeito
na viscosidade. Através de analise por microscopia eletrdnica de varredura, observa-se
gue as particulas de soja apresentam morfologia com arestas boleadas (Figura 3).
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Figura 3. Eletromicrografia obtida em microscépio eletronico de varredura,
apresentando morfologia externa da soja convencional BRS 284 (1000 e 2500x).
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Conclusbes

Nos primeiros ensaios com Bacillus subtilis em caldo E pode-se obter a producao
de acido y-poliglutamico. Apds a analise centesimal espera-se que haja diferenca na
composicdo quimica, entre os cultivares de soja (BRS 284, BRS 359RR e BRS
1001IPRO) e, também, diferenca na viscosidade e massa molecular. A partir do cultivar
de soja mais indicado para o cultivo em estado soélido, pretende-se estabelecer os
parametros ideais e aumentar a eficiéncia na producédo de acido y-poliglutdamico. Com
os resultados obtidos verificou-se intensa polimerizacdo em até 72 horas, em substrato
de soja convencional, ndo transgénica. Estudo preliminar est4 sendo realizado, para
estabelecimento de melhor meio de cultivo aos microrganismos, antes de serem
relacionados aos cultivares de soja transgénica.
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