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RESUMO

A meta desse trabalho é testar fatores do processo de cultivo que podem diretamente
influenciar no rendimento da producdo de exopolissacarideos (EPS) por uma cepa de
Enterobacter amnigenus LABEM em meio salino. A producdo de EPS em meio salino foi
pensada para dar suporte a um potencial processo de reutilizacdo in situ de agua de producao
que é gerada durante a recuperacdo de petréleo em pocos maduros situados em plataformas
marinhas. Dessa forma o EPS produzido poderia ser utilizado para suplementar a agua de
injecdo, que é também utilizada no processo de recuperagdo de petroleo. A base do meio,
portanto, € a agua de producao salina suplementada com uma fonte adicional de carbono para
ajudar a sustentar o crescimento microbiano. O glicerol foi testado em um trabalho anterior
por ser uma substancia de baixo custo e facilmente disponivel na industria do petréleo e de
biocombustivel. Essa pesquisa da prosseguimento ao trabalho mencionado e os testes de
otimizagdo foram baseados em informagdes de literatura. Foram escolhidos 6 fatores
nutricionais com potencial para influenciar o aumento da producdo de EPS: (i) adi¢do de
biosurfactante, (ii) adicdo de etanol, (iii) combinacdo de etanol e biosurfactante, (iv)
complementos de substancias nitrogenadas orgéanicas e inorganicas como: acido casaminico,
L-aspargina e nitrato de amoénio, respectivamente, (v) adicdo de substancia
estressante/estimulante como o acido bdérico e (vi) mudancas na relagdo C:N. Os trés
primeiros fatores foram testados através da experimentacdo estatistica de “Superficie de
Resposta”. Os complementos nutricionais foram testados de acordo com concentragdes
sugeridas em literatura. A melhor producdo de EPS (4,8 g.L™) aconteceu nas condigGes de
240 rpm, 35°C e com a suplementacdo de 0,015% de surfactante e 2% de etanol em pH 7.
Esse valor foi 3 vezes maior do que o controle (1,49 g.L™?). As suplementagbes com acido
borico, acido casaminico, L-aspargina e nitrato de aménio apresentaram uma producdo média
de 2,21; 2,94; 2,46 e 2,63 g.L?, respectivamente. Portanto, conclui-se que a adicdo do
surfactante e etanol aumentaram significativamente a producdo de EPS pela cepa
Enterobacter amnigenus LABEM em meio salino.

Palavras — chave: Microbiologia — cultura e meios de cultura, biopolimeros.
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ABSTRACT

The goal of this research is to increase EPS production by the strain Enterobacter
amnigenus LABEM grown on saline media. The production of EPS in saline media was
sought as means to give support the use of “produced water” generated during oil recovery
procedures in offshore mature wells. Therefore, saline water supplemented with glycerol was
used as the base for the media preparation as reported in previous data. The following
optimization experiments were tested (i) the addition of surfactant, (ii) the addition of ethanol,
(iii) the combined addition of ethanol and surfactant, (iv) supplementation of organic and
inorganic nitrogenised substances such as casaminic acid, L-aspargine and ammonium nitrate,
respectively, (v) the addition of stressing/inducing substance such as boric acid and (vi) C:N
concentration ratios. The first three variables were tested using the “Surface Response
Methodology”. The other variables were tested as suggested in the specialized literature. The
best condition for EPS production (4.8 g.L™) was achieve with 240 rpm, 35°C, 0.015% v/v of
surfactant, 2% v/v of ethanol with pH 7. This result was 3 fold higher than what was observed
in the control experiment (1,49 g.L!). Ethanol and surfactant supplementation resulted in
higher production performances when compared to the other tests. Boric acid, casaminic acid,
L-aspargine and ammonium nitrate resulted in an EPS production of 2.21, 2.94, 2.46, e 2.63
g.L. Therefore, there is enough evidence to suggest that ethanol and surfactant amendments

can significantly increase the EPS production by Enterobacter amnigenus LABEM strain.

Keywords: Microbiology - culture and culture media; biopolymers.
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1 INTRODUCAO

Além da industria farmacéutica e de alimentos, a industria do petroleo utiliza - se de
significativa quantidade de exopolissacarideos bacterianos (EPS). Esse produto pode, por
exemplo, ser utilizado para viabilizar a recuperacdo do petréleo que ainda fica retido na
formacéo rochosa de pogos maduros (GUDINA et al, 2012). O EPS com aplicagio para a
recuperacao de petréleo pode ter varias origens, mas, comumente, € utilizado a xantana, um
EPS bacteriano de alto valor comercial que é produzido por Xanthomonas campestris. Na
tentativa de encontrar uma alternativa para a producdo de EPS, Santos (2014), relata o
isolamento, identificacdo e caracterizacdo da cinética de producdo de EPS por Enterobacter
amnigenus, que foi uma cepa bacteriana isolada pelo LABEM/UFBA. O trabalho de Santos
(2014) demonstrou que a cepa E. amnigenus LABEM pode produzir EPS em condicGes
salinas tendo o glicerol bruto como Unica fonte de carbono. A autora relata que essas
condi¢des tém significativo apelo para a indUstria do petrdleo por potencialmente viabilizar o
reuso de dois residuos de sua atividade: agua de producdo (4gua com alta concentracdo de
sais) e glicerol. No entanto, apesar de obter significativa producdo de EPS, a autora ndo teve
condices de testar outras estratégias de cultivo a que viessem estimular uma maior producéo.
Esse trabalho, portanto, € uma continuidade da pesquisa reportada por Santos (2014) com a
intengdo de testar algumas estratégias de cultivo que venham aumentar o rendimento de
producdo de EPS por E. amnigenus LABEM quando cultivada em meio salino. Portanto,

baseado em Lima et al., (2001) as variaveis que afetam a producdo de EPS bacteriano séo:

0] Difuséo de oxigénio em processos aerobios;
(i) Relacédo carbono/nitrogénio no meio de cultivo;

(i) A presenca de agentes estimulantes e/ou estressantes no meio de cultivo.

A agitacdo mecanica ou aeracao sdo estratégias utilizadas para aumentar a difusdo de
oxigénio no processo de cultivo. No entanto, altas taxas de agitacdo ou fluxos de aeracao
podem causar dano celular e assim diminuir a produtividade de EPS (BORGES et al., 2008).
Galindo e Salcedo (1996) adicionaram surfactante ao meio de cultivo para melhorar a
transferéncia de oxigénio no processo de producdo e assim evitaram ter que aumentar muito a
agitacdo mecéanica. Os referidos autores reportam um aumento de 20% na producdo de EPS

com a adicdo de surfactante. Esse mesmo efeito foi também observado por Arockiasamy e
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Banik (2008). Donot et al (2012), por outro lado, relatam também o aumento da producdo de
biopolimero com a adicdo de etanol. E possivel que, além de ser uma fonte adicional de
carbono, essa adigdo auxilie também na difusdo de oxigénio no meio, uma vez que o etanol,
assim como o surfactante, também reduz a tensdo interfacial agua-atmosfera. Portanto, além
de servir como fonte adicional de carbono, a combinacdo de surfactante e etanol pode alterar a
difuséo de oxigenio e assim melhorar a produgdo de EPS.

Fontes adicionais de carbono, nitrogénio e/ou substancias estressantes sdo também
reportadas em literatura como estratégias para aumentar a producgédo de EPS (CHOWDHURY
et al, 2011; SARIMILSER et al., 2015; TORRES et al., 2014). As fontes de carbono mais
comumente utilizadas sdo agUcares simples, embora varios sejam os testes com substancias de
rejeito, sendo esta Ultima pratica uma tentativa de valoragcdo desses produtos (MENEZES et
al., 2012; SILVA, MACK E CONTIERO, 2009; TAN et al., 2013). As fontes adicionais de
carbono séo utilizadas na tentativa de aumentar a producao de biomassa e o acimulo de EPS.
Por outro lado, as diferentes fontes de nitrogénio podem ser utilizadas para estimular vias
metabolicas especificas e interferem com o aumento de producdo de EPS. Entre as fontes de
nitrogénio mais utilizadas nos testes de producdo de EPS estdo: L-aspargina e nitrato de
amonio (FARIA, 2009; CHOWDHURY et al., 2011). Além de especificas fontes de
nitrogénio a relacdo carbono/nitrogénio pode também influenciar positivamente na producéo e
acumulo de EPS no meio de cultivo (TORRES et al., 2014). Portanto, sdo varias as estratégias
de cultivo e preparacdo de meio que podem ser testadas para assim tentar aumentar a
producdo de EPS. Por esse motivo a técnica estatistica de “Superficie de Resposta” tem sido
indicada para realizar testes de combinacao dessas variaveis (RODRIGUES e IEMMA, 2009;
TORRES et al., 2012).

De uma forma geral essa pesquisa baseia-se nas seguintes hipoteses relacionadas a

producéo de EPS por Enterobacter amnigenus:

0] A adicdo de compostos como etanol e/ou biosurfactante podem aumentar a
producdo de EPS de E. amnigenus LABEM pelos seguintes mecanismos:

a. Melhora o processo de aeracdo do meio de cultivo;

b. Estimula ou estressa a célula aumentando assim a producéo de EPS;

C. Serve como fonte de carbono adicional ao crescimento microbiano.
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(i)  Fontes adicionais de nitrogénio podem estimular a produgdo de EPS por E.
amnigenus LABEM.

(iii) A adicdo tardia de fontes adicionais de carbono durante o processo de cultivo
pode alterar a relacdo C:N e consequentemente aumentar a producdo de EPSs por
Enterobacter amnigenus LABEM,;

(iv) A adigédo de agentes estressantes como acido borico pode aumentar a producao
de EPS por E.amnigenus LABEM.
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da adicdo de etanol, biosurfactante (lauril glicosideo) e fontes de
nitrogénio como estratégias para aumentar o rendimento de producdo do biopolimero da cepa
Enterobacter amnigenus LABEM.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

) Definir a melhor concentragdo de: etanol, surfactante, e da combinagdo de
etanol e biosurfactante no meio de producéo utilizado para a producgédo biopolimero produzido

por Enterobacter amnigenus em meio salino;

° Observar se ocorre 0 estimulo da producdo de EPS com as estratégias de
adicdo de fonte de carbono no meio de cultura no final da fase exponencial de crescimento

microbiano, ou a adi¢do de agente estressante acido borico;

° Observar a mudanca da propor¢do C:N com a adicdo de diferentes fontes de

nitrogénio no meio de cultura.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 POLISSACARIDEOS BACTERIANOS

A habilidade de produzir polissacarideos existe em uma gama de organismos, tais
quais: plantas, animais, algas, bactérias e fungos. Também denominados polimeros,
biopolimeros ou gomas, esses sdo compostos formados por unidades repetidas de diversos
grupos funcionais que compreendem polissacarideos, poliésteres, poliamidas e polianidridos
inorganicos (MOREIRA, 2002; REHM, 2010). Estes polimeros tém sido usados em
detrimento dos exopolissacarideos produzidos por outros organismos, devido a uniformidade
dos seus polimeros, por ser mais facil de controlar suas condi¢cGes de producdo além da
manipulacdo genética para melhoramento ser muito mais rapida. (LIMA et al., 2001;
FREITAS et al., 2014).

A biossintese destes polissacarideos bacterianos geralmente ocorre apds sua fase de
crescimento exponencial e pode ser classificada em trés grupos de acordo com a localizagéo
na célula em: exopolissacarideos — EPSs, que sdo secretados para o meio extracelular;
polissacarideos capsulares — CPSs, que sdo as substancias que ficam associadas
covalentemente a superficie celular e aos lipopolissarideos que sdo constituintes da parede
celular (SUTHERLAND, 1982). Os EPSs podem ainda ser classificados, de acordo com a
composicdo de seus polissacarideos em dois grupos: (i) homopolissacarideos e (ii)
heteropolissacarideos, os primeiros sdo formados por unidades repetidas do mesmo
monossacarideo, por exemplo, a dextrana, e os ultimos, constituidos por monossacarideos
diferentes, por exemplo a goma xantana (DONOT, 2012).

Sua gama de aplicacGes expande-se pelas empresas: alimenticia, farmacéutica, de
cosméticos, de recuperacdo avangada de petroleo, agricultura e ainda na rea médica, como
exemplificada na Tabela 1.

A producdo de EPSs pode também ocorrer em resposta a situacdes de estresse ou
adaptacdo a ambientes extremos, sendo estes importantes para protecdo contra pressoes
ambientais, que podem incluir variacdo de temperatura, intensidade luminosa, mudanca de pH

entre outros (PACE, 1991). Nessas situacdes as secrecOes desses compostos compdem
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estratégias para sobrevivéncia da espécie, pois providenciam a formacdo de biofilmes
possibilitando a formacdo de agregados para aderéncia e alimentacdo (POLI et al., 2011).

Os custos de producgéo de goma (EPS) sdo elevados por causa do baixo rendimento em
relacdo aos gastos com operagdo, manutencdo e transporte desse produto. Os gastos com a
preparacdo do meio podem alcancar até 50% do custo do produto final (MENEZES et al.,
2012). Desta maneira buscam-se novas estratégias de producdo a fim de alcancar e/ou superar
0 baixo rendimento de producdo de EPS microbiano. A meta desse trabalho, portanto,
também € a de contribuir para a reducdo dos custos de producdo de goma bacteriana que
movimenta um mercado de mais de 270 milhdes de dolares anuais (MAYER et al., 2008),
mas que ndo € um processo que a industria brasileira ainda domina. Essa reducao possui trés
vertentes: (i) utilizagdo do glicerol, um residuo industrial como fonte de carbono; (ii) uso do
meio marino Zobell que mimetiza a 4gua do mar tendo como perspectiva 0 uso da agua
residual da industria de petréleo (agua de producdo) e (iii) utilizacdo de substancias de baixo
custo (etanol e surfactante) como moduladoras do metabolismo microbiano para a producéo
de EPS. Atualmente, quase a totalidade da goma consumida no Brasil é suprida por
importagdo. Os baixos investimentos em desenvolvimento de processos produtivos mais
rentaveis aliados a tecnologia sigilosa patenteada, dificultam a insercédo da inddstria brasileira
neste mercado téo rentdvel (PRADELLA, 2006).

Tabela 1 AplicagGes dos principais EPSs microbianos comerciais

EPS Microbiano Microrganismo Aplicacgdo industrial
Espessante, agente
Xantana Xanthomonas sp. estabilizante, aditivo
alimentar
Halomonas
smymensis AAD6, Emulsificante, estabilizante e
Levana Zynjomonqs espessante, agente
mobilis, Bacillus encapsular, aditivo alimentar,
subtilis osmoregulador e crioprotetor
Pululana Aureobasidum Espessante, es_ta}bilizante,
pululans agente gelificante

Dilatador de plasma
sanguineo, meio para
cromatografia

Leuconostoc spp

Dextrana Streptococcus spp

Fonte: Modificado de ATES, 2015
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3.2 USO DE POLIMEROS NA RECUPERACAO AVANCADA DE PETROLEO — MEOR

Apesar do incremento do uso de tecnologias limpas, que buscam reduzir e/ou eliminar
a emissdo de poluentes, a sociedade ainda necessita do uso do petroleo e seus derivados.
Sendo assim a industria petrolifera precisa de inovagéo tecnoldgica para usufruir plenamente
dos recursos de seus pocos. O processo desde o descobrimento até o abandono de um

reservatorio pode ser acompanhado na Figura 1.

Figura 1 — Esquema de vida util de um reservatorio de petréleo

Descoberta / Declaragio de

3 P o
4 Exploragio comercialidade Fico de prodordo

I Deaclinio natural
‘ Métodos da recuperagio

Inicio da
producio
Abandono

Tempo (Anos)

Fonte: Modificado de SAMPAIO (2004)

Brown (2010) e colaboradores relatam que ha estimativas que cerca de 2/3 do petroleo
ainda fiquem no reservatorio ap0s a recuperacdo primaria que consiste no produto da energia
natural do préprio reservatério. Na recuperacdo secundaria ocorre a injecdo de substancias,
principalmente: agua e gas natural, para aumentar a pressdo estimulando assim a saida de
petroleo. O fator de recuperacdo estad em torno de 45% (BRESSAN, 2009).

Embora quando se fale de exploragdo de petrleo remeta-se prontamente a &guas
profundas e ao “pré-sal”, os campos terrestres representem 72% (224 concessoes) do total de

campos produtores do pais (308 concessdes), acumulando cerca de 10% das reservas
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brasileiras numa area correspondem a 75% das bacias potencialmente produtoras do Brasil
(ANP, 2014). No Nordeste, destacam - se 0 Recdncavo Baiano, Sergipe-Alagoas, norte do
Espirito Santo, Sul da Bahia e Rio Grande do Norte onde foram implementados os primeiros
pocos e hoje estes estdo em sua grande maioria abandonados em estado maduro e/ou marginal
(SANTOQOS, 2006).

Campos maduros séo aqueles que se encontram em estagio avangado de exploracéo e
para aumentar sua producao necessitam da aplicacdo de diferentes técnicas de recuperacao de
petréleo (Enhanced Oil Recovery em inglés, EOR), tais quais, injecdo de agua e/ou de
polimeros, surfactantes, alcalis, dentre outras, permitindo assim o deslocamento do 6leo e
aumentando o fator de recuperacdo (CARVALHO & CARVALHO, 2012). Muitas dessas
substancias sdo produzidas por microrganismos. Por exemplo, polimeros como a xantana séo
produzidos por bactérias do género Xanthomonas spp (GARCIA-OCHOA et al., 2000) e
varios surfactantes pelo género Bacillus spp (SARAFZADEH et al., 2014). Nos Gltimos anos
sdo reportadas varias pesquisas que visam baratear a producdo microbiologica dessas
substancias associando a utilizacdo de rejeitos com métodos de cultivo (MENEZES et al.,
2012).

Estudam-se também, a aplicacdo de métodos de recuperacao microbioldgica avancada
de petréleo, técnica mais conhecida em sua sigla em inglés, MEOR - Microbial Enhanced Oil
Recovery. Essa tecnologia objetiva favorecer que o dleo retido no reservatério seja escoado
apos a interacdo com produtos do metabolismo microbiano aumentando assim a sua
produtividade em até 30% (ATLAS e BARTHA, 1993).

Na década de 20 foram realizadas as primeiras sugestdes do uso de microrganismos e
seus derivados para auxiliar o deslocamento de 6leo de meios porosos e atualmente a industria
de microbiologia de petréleo aplicada na recuperacdo avangada de dleo se expandiu bastante

com a elucidacéo de usos, efeitos e aplicacdes como demonstrado na Tabela 2.



21

Tabela 2 — Produtos microbianos e aplicagdes na recuperacdo de 6leo

Produto microbiano

Aplicacgoes

Gases
(H2, N2, CHy4, CO)

Reduz a viscosidade e melhora as qualidades do produto;
Auxilia no deslocamento do 6leo imobilizado;
Melhoramento do 6leo recuperado por gases devido a
miscibilidade por gases.

Acidos (baixo peso molecular)

Melhoramento dos efeitos de permeabilidade e porosidade;
Recuperacdo do 6leo inundado.

Solventes
(Alcoois e cetonas -
cosurfactantes)

Dissolvem o 6leo e reduzem a viscosidade;

Aumenta a permeabilidade;

Envolvidos na estabilizacdo e reducdo da tensdo interfacial que
promove a emulsificagao;

Emulsificacdo promovida pelo aumento da miscibilidade.

Biosurfactantes

Reduzem a tensdo interfacial;

Reduzem a tensdo interfacial entre o 6leo e a rocha e a superficie
da &gua que age como emulsificante, promovendo o aumento da
dimenséo do poro;

Agem como surfactante microbiano de natureza biodegradavel.

Aumenta a viscosidade da &gua na inundacdo e direciona o

Biopolimeros fluido da reservatério para areas previamente ndo varridas;
Aumenta a eficiéncia do varrimento da inundacdo pela alta
ligacdo de zonas permeavéis ou zonas invadidas pela agua;
Controla a mobilidade da agua;

Modificacdo da permeabilidade microbiana.

Deslocamento fisico do 6leo pelo aumento da superficie dleo e

rocha/superficie da agua;

Reversdo da molhabilidade pelo crescimento bacteriano;
Biomassa Pode ligar pontos de alta permeabilidade;

(Células microbianas)

Degradacao parcial seletiva de 6leo bruto;

Age como ligante seletivo e ndo seletivo na molhabilidade,
altera a viscosidade do 6leo e desulfatizagéo;

Modificacdo da permeabilidade microbiana.

Fonte: Modificado de LAZAR E YEN (2007).
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3.3 FUCOPOL

O fucopol é um exopolissacarideo composto por fucose (um acucar de rara
comercializag&o), galactose e &cido glicurénico com residuos de piruvato, succinato e acetato
produzido pela bactéria Enterobacter amnigenus cultivada em meio contendo glicerol como
fonte de carbono (FERREIRA et al., 2014; TORRES et al., 2015). Este polimero apresenta
diversas propriedades tais quais: agente espessante; formador de filmes biodegradaveis;
capacidade emulsificante que reduz a tensdo superficial e interfacial e que podem ser
aplicados em fluido de perfuracdo de petroleo, tintas, produtos farmacéuticos, cosméticos e
produtos alimenticios (FREITAS et al., 2011, 2014). Ferreira et al (2014) estudaram seu uso
potencial na industria de embalagens plasticas e obtiveram um filme duravel, com alta
elongacdo e baixa tenséo a quebra, propondo a substitui¢do aos filmes convencionais que ndo
sdo biodegradaveis e causam uma série de problemas ambientais com o seu descarte.

A estrutura do polissacarideo secretado por essa bactéria foi proposto por Cescutti et
al., (2005). Sua composicédo estimada em porcentagem é de: fucose (32—36 mol%), galactose
(25-26 mol%), glicose (28—-37 mol%), acido glicurénico (9—-10 mol%) e grupos acil e succinil
(2-3 wt.%), piruvato (13-14 wt.%) e acetil (3-5 wt.%) (TORRES et al., 2015).

3.4 GENERO ENTEROBACTER

As bactérias do género Enterobacter, sdo bacilos Gram-negativos amplamente
distribuidos na natureza e sdo encontrados no solo, na 4gua, em vegetais e no trato digestivo
de humanos e animais (FARMER et al., 1985). Além disso, diversos EPSs de microrganismos
desse género ja foram descritos com tendo potencial medicinal para atividades anti-
carcinogénicas e anti-inflamatérias (HUANG et al., 2015; REUNGSANG et al., 2013;
ZHAOA et al., 2015).

A Dbactéria utilizada neste estudo: Enterobacter amnigenus produz uma goma
conhecida como fucopol. Essa substancia é composta por fucose e possui caracteristicas
distintas de viscosidade em diferentes concentracdes de sais e de temperatura (FREITAS et
al., 2011;REHM, 2010). Ainda ndo existe a producdo industrial desse biopolimero, mas suas

perspectivas comerciais ja foram definidas como sendo de alto interesse (BASTOS, 2013).
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3.5 ESTUDO PRECEDENTE COM A CEPA Enterobacter amnigenus LABEM

Este estudo foi precedido pelo trabalho de Santos (2014). Esse trabalho reporta que
foram selecionadas duas cepas pertencentes a Colecdo de Culturas do Laboratorio de
Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos (LABEM) identificadas como Enterobacter sp.
e buscou-se avaliar qual delas seria a melhor produtora de biopolimeros. Para tanto, foi
avaliado o efeito de diferentes concentragdes de fontes de carbono, valores de pH e de
temperatura. A cepa da espécie Enterobacter amnigenus, identificada pelo sequenciamento do
16S rRNA, foi escolhida por ser a melhor produtora de biopolimero em concentracdes salinas
semelhantes a agua do mar (3%), o que a torna favoravel para sua utilizacdo na metabolizacdo
de residuos da industria petrolifera “off shore”. A otimizagdo das condigBes operacionais foi
determinada nos seguintes parametros: 10% de indculo, 3% de glicerol a temperatura de
35°C, pH 7,0 e rotacao de 240 rpm. E desta forma esses foram os parametros utilizados como

base inicial para definicdo do teste de “Superficie de Resposta” realizado nessa pesquisa.

3.6 LAURIL GLICOSIDEO

Apesar de ter origem sintética, o lauril glicosideo utilizado nesse trabalho se
assemelha quimicamente a surfactantes de origem bioldgica (biosurfactante) por ter actcar na
sua base estrutural. Esse tipo de surfactante € comumente utilizado pela industria do petréleo
e, portanto, ja esta disponivel em grandes quantidades nos sites onde ocorre a recuperagdo de
6leo (CURBELO, 2006). O uso dessa substancia nessa pesquisa esta baseado em dados de
literatura cientifica, que identifica sua propriedade em aumentar a producdo de EPS
(GALINDO e SALCEDO, 1996). Ressalta-se ainda que esses tipos de surfactantes possuem
baixa toxicidade, efeitos antibidticos e bioativos, biodegrabilidade e, além disso, sdo
produzidos com recursos renovaveis, por exemplo, a partir do milho (KOSARIC e VARZAN-
SADAN, 2014).

Destaca-se que os tensoativos sdo classificados em trés grupos principais: tensoativos
ibnicos, ndo-ibnicos e anféteros (CURBELO, 2006). Os tensoativos ndo-ibnicos tém
propriedades quimicas semelhantes com a maioria dos outros tensoativos e suas propriedades
sdo pouco afetadas pelo pH. Estes aspectos combinados aumentam, consideravelmente, as

suas possibilidades de aplicacdo, tornando-os bastante atrativos industrialmente
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(SARAFZADEH et al., 2014). O lauril glicosideo é classificado como um tensoativo ndo —
ibnico, de natureza biodegradavel com peso molecular acima de 508 Da, compativel com
outras classes de surfactantes (NICNAS, 2012).

3.7 UTILIZACAO DO ETANOL COMO CO-SURFACTANTE

O Brasil dispde de uma grande malha industrial de producdo de etanol, incentivada
pelo projeto PROALCOOL criado em 1979 (BRAY et al, 2000). O etanol foi escolhido como
0 co-surfactante neste trabalho por ser um dos mais utilizados como veiculo em solugdes e
devido as suas caracteristicas: de baixa toxicidade; alta biodegradabilidade; ser miscivel em
agua, ndo possuir potencial carcinogénico e ser de baixo custo (PAAN, 2005).

Como ja observado por Zana et al (1981) a adicdo de etanol e surfactante altera as
propriedades da micela promovendo uma maior solubilizacdo do 6leo e a adicdo de etanol
reduz o valor da concentragdo micelar critica (CMC) permitindo que uma quantidade minima

de surfactante seja suficiente para promocao dos seus efeitos.

3.8 UTILIZACAO DO GLICEROL NO MEIO DE PRODUCAO

Enterobacter amnigenus pode utilizar o glicerol, um subproduto da industria de
biodiesel, como fonte de carbono para producdo de EPS (SILVA, MACK e CONTIERO,
2009). Essa é uma vantagem para a formulacdo de um meio de cultivo para a E. amnigenus
pois, 0s custos com a preparacdo do meio podem representar até 50% do custo final do
produto (MENEZES et al., 2012). O glicerol apresenta um baixo custo ou valor econémico.
Portanto, seu uso como fonte de carbono é uma alternativa para reduzir os custos de producao
como ja reportado por outros autores (CHANG et al., 2013; JING et al., 2015; SOUZA e
SILVEIRA, 2011). Aliando a esse fato, destaca-se que a utilizacdo de residuos industriais

minimiza também problemas ambientais gerados pelo descarte desses residuos.
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3.9 UTILIZACAO DO MEIO ZOBELL NO MEIO DE PRODUCAO

A industria petrolifera utiliza a 4&gua do mar como afluente para a recuperagdo
secundaria de petroleo. Atualmente a dgua residual, rejeito da indUstria de petréleo tem obtido
atencdo dos 6rgdos reguladores em relacdo ao seu teor de compostos organicos e inorganicos
para sua destinacéo final, com isso novas tecnologias para seu tratamento e reutilizacdo fazem
- se necessarios (RAZO-FLORES et al, 2004). A fim de mimetizar a &gua do mar para a
conducéo padronizada dos experimentos foi utilizado, como meio de producéo, 0 meio salino
Zobell (1941). Ele é composto majoritariamente por cloreto de sodio, cloreto de magnésio e
sulfato de sodio, tendo como elementos - traco: citrato de ferro, cloreto de potassio,
bicarbonato de sodio, acido borico, nitrato de amdnio, fluoreto de sodio e extrato de carne.

Suas devidas proporgdes estdo discriminadas na sesséo 4.4 - Meio de produgéo.

3.10 AUMENTANDO A PRODUCAO DE EPS

As estratégias de modulacdo das condi¢bes de cultivo para aumentar a producdo de
polimeros por micro-organismos tém sido amplamente estudadas (GARCIA-OCHOA et al.,
2000; ALVES et al.,, 2010; TORRES et al.,, 2012 e 2015). Existem vérias mudancas
nutricionais e operacionais do sistema de cultivo que podem conduzir a um aumento ou
diminuicdo da sintese do polissacarideo. Observa-se que cada linhagem difere em sua resposta
ao efeito dessas mudancas. Destaca-se, por exemplo, a utilizacdo da variacdo nas
concentracdes de nutrientes, alteracdes de condigdes fisicas, presenca ou auséncia de agitacéo,
quantidade do in6culo e substancias que compBem o meio, dentre outros fatores
(SUTHERLAND, 1990). Devido a essa variabilidade de respostas as condi¢fes nutricionais e
operacionais do sistema, esse estudo objetivou encontrar uma condicdo Otima de producéo,
otimizando primeiro a constituicdo do meio de cultivo para a partir dessa resposta desenvolver
estratégias que possam aumentar a producdo do biopolimero produzido por E. amnigenus
LABEM.

Sendo assim, evidencia - se que as estratégias para 0 aumento de producgdo de
biopolimeros baseiam-se, principalmente, na mudanca de fonte de carbono com a utilizacédo
de residuos industriais; (KALOGIANNIS et al., 2003; MENEZES et al., 2012); modificagdo
na transferéncia de oxigénio: (GARCIA-OCHOA et al., 2000), variacdo nas condicdes
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operacionais tais quais: temperatura, agitacdo, pH e razdo C:N (TORRES et al., 2012;
PALANIRA e VIJAYAKUMAR, 2011), dentre outras. Esse trabalho também reporta 0 uso
inovador da combinacdo de substancias que promovem a reducdo da tensdo superficial e
formacdo de emulsdes como uma tentativa para melhorar a difusdo de oxigénio no meio e

servir de fonte adicional de carbono para o processo produtivo.

3.11 REGULACAO GENICA DA PRODUCAOQ DE EPS EM BACTERIAS

Por ser um mecanismo complexo e que envolve varias enzimas, e até mesmo
diferentes vias metabolicas, a maioria dos trabalhos que objetivam aumentar a producdo de
EPS concentram-se nas alteracGes dos estimulos nutricionais e de operacdo de cultivo, como
os relatados nessa pesquisa. Portanto, essas alteracfes do processo de cultivo na verdade
buscam estimular mudancas metabdlicas reguladas por genes especificos do processo de
producdo de EPS e que estdo diretamente relacionados com a disponibilidade de fonte de
carbono e variagdes da concentracao de nutrientes (DONOT et al., 2012). Quando as referidas
alteracbes ndo produzem mudancas significativas na producdo de EPS é possivel que 0s
reguladores genéticos desse processo estejam defeituosos, inativos ou mesmo ausentes na
cepa ou variante em estudo.

Por outro lado, diversas pesquisas vém sendo realizadas para elucidar a biossintese e
mecanismos genéticos de biossintese de polissacarideos bacterianos para possibilitar um
melhor controle do aumento de producdo. Ates (2015) identifica que a regulacdo da

biossintese de EPSs esta relacionada a processos fisiolégicos como:

0] Disponibilidade de precursores de agucares;
(i) A grande variabilidade de sinais celulares e ambientais que estabelecem uma
sinalizacdo regulatoria da producéo de EPS;

(iif)  Aexpressdo genética a nivel enzimatico.

E conhecido, por exemplo, um complexo mecanismo genético que é controlado pelo c-
di-GMP (ciclic diguanosine monofosfato). Primeiramente essa substancia foi descrita como
um regulador enzimatico alésterico, mas, atualmente ja se sabe que essa substancia € um
segundo mensageiro ubiquo que medeia e estimula multiplas funcBes celulares. Além de
regular a producao de EPS, por exemplo, essa substancia também est4 envolvida na regulacdo
da formacdo de biofilmes e adesdo celular, Quorum Sensing, divisdo celular, diferenciacéo,

viruléncia, estimulagcdo da imunidade inata e inducdo de células NK (Natural Killer) (GUZZO
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et al., 2013; NAKAMURA et al ; 2015; PEREZ-MENDOZA et al., 2016). A producéo de c-
di-GMP também ¢é regulada intracelularmente pela quantidade de adenilato diguanilato
(DGCs) e fosfodiesterases (PDE), sendo que a primeira realiza a sintese e Gltima a hidrdlise
dessa molécula. Acredita-se que mecanismos transcricionais envolvendo a c-di- GMP pode
ativar ou reprimir a expressdo dos genes regulatérios da glicosil transferase, que é a enzima
responsavel pela secrecdo (transporte) e polimerizagdo do EPS extracelularmente (PEREZ-
MENDOZA et al., 2016 ; RAMIREZ-MATA et al., 2016).

Além das transferases, as enzimas intracelulares envolvidas na producdo de EPS sédo
conhecidas como hexoquinases e glicose pirofosfarilases que, intracelularmente, quebram os
acucares e nucleotideos, preparando para a formacdo de EPS que, posteriormente, sdo entdo
transportadas para fora da célula. Essas enzimas participam da via Wzx/Wzy (ATES, 2015).
Portanto, o sistema regulador da producdo de EPS é extremamente complexo e, até o
momento, ndo é conhecido um Unico mecanismo que atue no estimulo ou repressdo de todo o
processo relacionado com a producdo bacteriana de EPS. Por esse motivo, a maioria das
pesquisas que objetivam aumentar o processo produtivo de EPS s&o, portanto, ainda baseadas
em mudancas nutricionais e/ou caracteristicas operacionais de cultivo, como o que foi

realizado nessa pesquisa.
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4 MATERIAL E METODOS

O Fluxograma da Figura 2 mostra o arranjo experimental utilizado nessa pesquisa
para testar as alteragOes nutricionais propostas com o objetivo de aumentar a produgéo de
EPS por Enterobacter sp. O fluxograma mostra que foram testados variacbes nas
concentragdes de etanol, surfactante, temperatura e de aeragdo por rotacdo. Para
complementar os dados foram também realizados testes alternativos variando a

concentracdo de nitrogénio e da adicdo fracionada de fonte de carbono.

Figura 2 — Fluxograma mostrando o design experimental adotado na presente pesquisa.
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Fonte: Autoria propria
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4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental foi baseado no delineamento fatorial auxiliado através
da ferramenta computacional conhecida como “Metodologia de Superficie de Resposta”. Essa
ferramenta estatistica esta disponivel em varios softwares como MINITAB e Statistica. Para
que o uso dessa ferramenta de modelagem probabilistica de dados seja efetivo é necessario
conhecer alguns pontos basicos da técnica. Primeiro é preciso definir uma meta ou proposito,
como, por exemplo, a relagédo entre o aumento da producédo de EPS como fun¢do da mudanga,
combinada ou ndo, de fatores como temperatura e especificas fontes de carbono. A partir da
elaboracgdo dessa hipotese é possivel montar um planejamento experimental para testa-la.

A meta dessa pesquisa, portanto, foi a de estatisticamente testar combinacOes
nutricionais e condicdes de cultivo para otimizar a producdo de EPS através da realizacdo de
um namero reduzido de experimentos e repeticBes, minimizando, assim, o tempo e 0 custo
final dos testes (RODRIGUES e IEMMA, 2009). Portanto, a metodologia foi ajustada para
entender a influéncia combinada das seguintes variaveis operacionais: (i) temperatura e (ii)
agitacdo, (iii) concentracOes de surfactante e (iv) concentracdes de co-surfactante (etanol) no
meio de cultivo. Desta forma, na montagem, foram utilizados 4 niveis e um ponto central e 4
varigveis que estdo discriminados na Tabela 3.

Os valores (-1) minimos, (+ 1) maximos e o ponto central (0) foram preenchidos no
programa escolhido (Statistica versdo 8.0) utilizando valores obtidos a partir de resultados de
testes preliminares e/ou mesmo com auxilio de valores reportados em literatura. Os pontos
extras para avaliacdo sdo gerados pelo programa que testara a probabilidade de interacéo entre

as variaveis escolhidas.

Tabela 3 Variaveis e niveis da Metodologia de Superficie de Resposta.

Niveis
Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) 26 30 35 40 43
Agitacdo (rpm) 139 180 240 300 340
Surfactante (%) 0 0,061 0,015 0,239 0,03

Etanol (%) 0,00 0,81 2,00 3,19 4,00
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A partir da necessidade de compreender a influéncia de todas as varidveis na producao
do biopolimero foram elaborados primeiramente dois fatoriais completos: 22 com 6 pontos
axiais e 3 repeti¢es no ponto central como demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Planejamento da Metodologia de Superficie de Resposta. A - Para as variaveis:
temperatura, rotacdo e concentracdo de surfactante. B — Para as variaveis: temperatura,

rotacdo e concentracdo de etanol.

4A- Tempera- Rotacdo Surfac- 4B- Tempera- Rotacéo Etanol
Testes tura (°C) (rpm) tante (%) Testes tura (°C) (rpm) (%)
1 30 180 0,061 1 30 180 0,81
2 40 180 0,061 2 40 180 0,81
3 30 300 0,061 3 30 300 0,81
4 40 300 0,061 4 40 300 0,81
5 30 180 0,023 5 30 180 3,19
6 40 180 0,023 6 40 180 3,19
7 30 300 0,023 7 30 300 3,19
8 40 300 0,023 8 40 300 3,19
9 26 240 0,015 9 26 240 2,00
10 43 240 0,015 10 43 240 2,00
11 35 139 0,015 11 35 139 2,00
12 35 340 0,015 12 35 340 2,00
13 35 240 0,000 13 35 240 0,00
14 35 240 0,030 14 35 240 4,00
15* 35 240 0,015 15* 35 240 2,00
16* 35 240 0,015 16* 35 240 2,00
17* 35 240 0,015 17* 35 240 2,00

* Ponto central

Apos a realizacdo desses dois planejamentos foi realizado um terceiro planejamento
que pode ser conferido na Tabela 5, onde foi removida a influéncia da variagdo da
temperatura, fixando-a em 35°C e considerando dessa vez a estratégia combinada da adicéo

de surfactante e etanol com a varia¢ao de agitacao.
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Tabela 5. Planejamento da Metodologia de Superficie de Resposta para as variaveis rotacao e

concentracdo de surfactante e concentracdo de etanol.

Teste Rotacdo (rpm)  Surfactante (%)  Etanol (%)
1 180,00 0,061 0,81
2 300,00 0,061 0,81
3 180,00 0,023 0,81
4 300,00 0,023 0,81
5 180,00 0,061 3,19
6 300,00 0,061 3,19
7 180,00 0,023 3,19
8 300,00 0,023 3,19
9 139,09 0,015 2,00
10 340,91 0,015 2,00
11 240,00 0,000 2,00
12 240,00 0,030 2,00
13 240,00 0,015 0,00
14 240,00 0,015 4,00
15* 240,00 0,015 2,00
16* 240,00 0,015 2,00
17* 240,00 0,015 2,00

* Ponto central

Todos os ensaios foram realizados em duplicata, tendo como variavel resposta a

producdo de polimero. O efeito das variaveis (proporcdes de condi¢bes experimentais e dos

suplementos) foi analisado com o auxilio do pacote estatistico Statistica versdo 8.0. As

concentragdes utilizadas nos experimentos foram convertidas de porcentagem (v/v) para

concentracgdo e estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Correspondéncia das porcentagens utilizadas nos experimentos convertidas

para ml.
Etanol % 0,81% 2,00% 3,19% 4,00%
Etanol (ml) 0,2025 ml 0,5 ml 0,795 ml 1,00 ml
Surfactante % 0,061% 0,015% 0,024% 0,03%
Surfactante (ml) 0,1525ml 0,375 ml 0,5975 ml 0,75 ml
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4.2 MICRORGANISMO UTILIZADO

A bactéria utilizada foi a cepa Enterobacter amnigenus LABEM provenientes da
Colecdo de Culturas de Microrganismos do ICS - CCMICS pertencentes ao Laboratério de
Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos — LABEM. A cepa foi identificada através de
sequenciamento utilizando o gene 16S (SANTOS, 2014) e ficam armazenadas a -70°C em um

ultra-freezer da marca Thermolectron (2006).

4.3 ATIVACAO DA CEPA, PRE — INOCULO E INOCULO

Para ativagdo da cepa, a mesma foi removida do ultra-freezer e armazenada a
temperatura de -20°C por 30 minutos e depois a temperatura de 4°C por 20 minutos sendo

posteriormente homogeneizada em vortex por alguns segundos.

Para 0 pré-indculo houve transferéncia asséptica de 1000 pL da cultura de
Enterobacter amnigenus LABEM crioconservada em meio Hogness, previamente
descongelada, para erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio TSB — Trypticase Soy
Broth, meio nutritivo composto por Caseina pancreatica (17,0 g.L ), Digerido de soja por
papaina (3,0 g.L™?), Cloreto de sodio (5,0 g.L™?); Fosfato dipotassico (2,5 g.L™?) e Dextrose
(2,5 g.LY),incubado em agitador orbital, shaker (Innova, New Brunswik 4080) com agitacdo

de 120 rpm a uma temperatura de 28°C + 2°C por 24h.

Apos esse periodo houve o preparo do inéculo. Este preparo se deu através da
transferéncia asséptica de 1000 puL de pré-indculo para erlenmeyers de 250 mL , contendo 50
mL de meio TSB, montagem do fluxo apresentado na Figura 3. O indculo foi entdo incubado
em agitador orbital, com agitacdo de 120 rpm, a uma temperatura de 28°C + 2°C, até que
fosse atingida a densidade Otica de 2,2 (D.O 560nm ) com concentracao celular em torno de
108 (UFC/mL), em overnight.
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Figura 3 — Fluxo laminar organizado para o inéculo

Fonte: Autoria propria

4.4 MEIOS DE PRODUCAO

A producdo do biopolimero sintetizado por Enterobacter amnigenus foi realizada em
erlenmeyer de 125 ml, contendo 25 mL do Meio Minimo Mineral Marinho, baseado no meio

Zobell, 1941, composto pelos seguintes nutrientes nas seguintes proporgdes:

Citrato de ferro 0,1g.L*?
Cloreto de sédio 19,45g.L*
Cloreto de magnésio 8,8g.L*
Sulfato de sédio 3,24g.L1
Cloreto de célcio 1,8g.L1
Cloreto de potassio 0,55¢.L1
Bicarbonato de sédio 0,16g.L*
Acido borico 0,022g.L*
Nitrato de amonio 0,0016g.L*
Fosfato de sodio 0,008g.L™*
Fluoreto de sodio 0,0024g.L*
Extrato de carne 0,001g.L*
Agua destilada 1000 mL*
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O meio de producdo foi também suplementado com 3% (v/v) glicerol como Unica
fonte de carbono e com o tensoativo ndo- iénico lauril glicosideo da empresa EMFAL. Esse
composto também ¢ identificado como “Sodium Lauryl glucosides Hydroxypropylsulfonate”
pela NICNAS (2012). Adicionou — se ao meio, também o co-surfactante etanol.

Posteriormente o meio foi esterilizado por meio de vapor Umido (em autoclave) a
temperatura de 121°C por um periodo de 15 minutos. O meio de producéo foi inoculado com
10% (v/v) do inéculo de Enterobacter amnigenus LABEM e incubado em agitador orbital,
como demonstrado na Figura 4, com as condi¢des operacionais variando em agitagdo (139,
180, 240, 300 e 340rpm), temperatura (26, 30, 35, 40 e 43°C), concentracdo de surfactante (0,
0.061, 0.015, 0.024 e 0.03%) e/ou concentracbes de etanol (0; 0.81; 2.0; 3.19 e 4.00%),
segundo planejamento experimental obtido com o programa Statistica e que foi apresentado

na sessdo do delineamento experimental. O pH inicial foi fixado em 7,0.

Outro meio de producéo utilizado foi 0 Meio E (TORRES, 2014) composto por 3.3¢g
(NH4)2HPO4; 5.8g K2HPO4; 3.7g KH2PO4; 10 mL de 100 mM MgSOs; 1 mL da solugdo de
micronutrientes composta por 2.78g FeS04-7H20; 1.98g MnCI2-4H20; 2.81g CoS04-7H20,
1.67g CaCl2-2H20; 0.17g CuCI2-2H20 e 0.299 ZnS04-7H20 e 0 meio Luria-Bertani - LB
composto por: Triptona, Extrato de Levedura e Cloreto de Sédio (BERTANI, 1951; LURIA e
BURROUS, 1957).

Figura 4 — Meio de producgéo no agitador orbital.

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC

Fonte: Autoria propria
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4.5 ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS

ApoOs os testes de otimizacdo do meio orientados pela técnica de Superficie de
Resposta conduzidos no programa Statistica, foram também realizados dois outros grupos de
testes idealizados para averiguar o efeito do uso de diferentes fontes de nitrogénio, distintos
valores da razdo C:N e de uma substancia estressante ao cultivo de Enterobacter sp, o acido
borico como o indicado em literatura especializada (CHOWDHURY et al, 2011;
SARILMISER, 2014; TORRES et al., 2014 ; GALINDO E SALCEDO (1996).

4.5.1 Adicéo de substancias nitrogenadas e estressantes

A Tabela 7 identifica as diferentes fontes de nitrogénio utilizadas (organicas e
inorganicas) e as suas respectivas concentracdes que foram adicionadas ao meio de producéo
contendo 0,81 e 3,19 % (v/v) de etanol, uma vez que essas foram as concentragdes de maior
producdo de EPS identificada pelos resultados dos testes anteriores. A adi¢do de acido borico
foi testada nas diferentes concentrac¢Ges indicadas na Tabela 7 e foi utilizado 0 mesmo meio

de producéo Zobell.

Tabela 7 Listagem de 4 substancias e suas concentracdes, que foram testadas na tentativa de
aumentar a producdo de EPS por cepa Enterobacter sp LABEM cultivada em meio salino

contendo etanol.

Substancias nitrogenadas Concentracao
Acido casaminico 05e15¢g.L*
L-aspargina 05e15¢g.L?

Nitrato de amonio 0,016e0,16 g.L*
Substancia estressante Concentracao

Acido bérico 0,22e22g.L"
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4.5.2 Suplementacéo organica

Alem da utilizacdo das substancias nitrogenadas e estressantes, foi também testado a
suplementacdo adicional de fontes de carbono em diferentes momentos do cultivo de
Enterobacter sp. A estratégia de adicdo suplementar de fonte de carbono (glicerol) foi

realizada em trés experimentos distintos:

M Adicdo de 3% de glicerol apds 6 h de cultivo
(i)  Adicéo de 1,5% de glicerol &s 6 h e novamente &s 8 h de cultivo

(iif)  Adicao de 3% de glicerol as 8 h de cultivo

4.6 RECUPERACAO DO POLIMERO

A fim de obter o polimero, apds a fermentacdo de 48 horas o caldo foi transferido para
tubos tipo falcon de 50 ml sendo posteriormente centrifugado a 5500 rpm por 40 minutos em
centrifuga a 4°C para remocdo das células. Em seguida desprezou - se o pellet resultante da
centrifugacdo e, assim, o caldo livre de células foi transferido para outro tubo tipo falcon de
50 mL onde foi realizado o procedimento para a recuperacdao do polimero utilizando a
precipitacdo com etanol na proporcéo (3 :1, v/v). A mistura foi armazenada sob refrigeracdo a
4°C por 12 horas. Apos a refrigeracdo a mistura foi centrifugada a 7.000 rpm por 30 minutos
em temperatura de 4°C e o biopolimero precipitado foi coletado e reservado em placas de

vidro, Figuras 5 e 6, onde foram secos em estufa a 50°C, até obtencédo de peso constante.

Figura 5 — Goma para extragdo Figura 6 — Goma recuperada

Fonte: Autoria propria Fonte: Autoria propria
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4.7 ANALISE DAS PROPRIEDADES REOLOGICAS

Para todas estas analises, foi utilizado biopolimero produzido nas condi¢cdes em: Meio

de fermentacdo Zobell, com 3% de glicerol, em temperatura 35°C, pH 7.0, rotagao 240 rpm.

A viscosidade aparente das solucdes do biopolimero foi analisada com uma solucéo de
1% (m/v) da goma macerada, em &gua deionizada a 25°C. Essas solugdes foram agitadas e
aquecidas até a total dissolucdo da goma antes dos testes. Essa amostra foi analisada em
redbmetro digital Brookfield, modelo LVDV I+, acoplado a um banho-maria. As leituras

foram realizadas em intervalos de 10 segundos com variacdo da taxa de cisalhamento.

Foi também testado o comportamento pseudoplastico do polimero produzido
utilizando uma solucdo de 1% em diferentes temperaturas (15, 25, 45, 65, 80°C) e em

diferentes concentragdes de NaCl (1% -5%).

4.8 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER - FT-IR

As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr seco e analisadas em equipamento
Shimadzu IRAffinity-1 FTIR Spectrophotometer, operando em janela espectral de 400 a 4000
ondas.cm-%. Aproximadamente 1 mg de amostra purificada foi prensada em uma prensa
hidraulica (Bovenau, P15 ST) usando um molde (ICL, ICL’s Macro/Micro KBr die) e 7
toneladas de pressdo. Antes da analise de cada amostra o equipamento foi programado para
realizar um espectro de background do ar, sendo este utilizado para eliminar a influéncia dos

componentes do ar no espectrometro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizac&o do meio de producéao

Os resultados listados na Tabela 8 identificam que, na primeira fase de testes, o valor
numérico de melhor producéo de EPS (3,74 g.L™) foi encontrado na condicio de 35°C com a
agitacdo de 240 rpm e suplementagdo de 0,015% de surfactante. No entanto, apesar de
numericamente maior, esse valor ndo apresenta uma diferenca estatistica significativa como
pode ser observado na ANOVA da Tabela 9, quando comparado com outros tratamentos
reportados na Tabela 8. Esse resultado esta relacionado com a amplitude da variacdo da
concentracdo de surfactante utilizada, cujo objetivo foi, nessa etapa, encontrar o melhor

intervalo de concentragéo para estimular a producao de EPS.

Tabela 8 Producdo de biopolimero como resposta ao planejamento experimental definido na Tabela 4A

Testes Temperatura (°C)  Rotagéo (rpm) Surfactante Producéo g.L™

(%)
1 30 180 0,061 3,24
2 40 180 0,061 1,92
3 30 300 0,061 2,86
4 40 300 0,061 2,22
) 30 180 0,024 3,68
6 40 180 0,024 2,18
7 30 300 0,024 2,70
8 40 300 0,024 2,02
9 26 240 0,015 2,58
10 43 240 0,015 3,38
11 35 139 0,015 2,62
12 35 340 0,015 2,12
13 35 240 0,000 2,96
14 35 240 0,030 3,08
15*% 35 240 0,015 3,74
16* 35 240 0,015 3,28
17* 35 240 0,015 3,52

*Ponto Central
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Tabela 9 - Analise de variancia, estatistica ANOVA das melhores producfes de polimero
apos otimizacdo do Superficie de Resposta para as variavéis : temperatura, rotacdo e

surfactante.
Grupo Contagem Soma Média  Variancia
Teste 1 3 9,72 3,24 0,1024
Teste 5 3 11,04 3,68 0,0144
Teste 10 3 10,14 3,38 0,0004
Teste 15* 3 10,54 3,51 0,0529
ANOVA
Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 0,3176 3 0,105867 2,489028 0,134521 4,066181
Dentro dos grupos 0,3402 8 0,042533
Total 0,6578 11

SQ — Soma dos Quadrados, gl — graus de liberdade, MQ — Média quadratica, F — calculado , F critico — F tabelado

* Média das triplicatas do ponto central

Tabela 10 Producéo de biopolimero como resposta ao planejamento experimental definido na

Tabela 4B
Testes Temperatura (°C)  Rotacdo (rpm)  Etanol (%) Producio g.L*
1 30 180 0,81 3,80
2 40 180 0,81 1,42
3 30 300 0,81 2,52
4 40 300 0,81 1,46
5 30 180 3,19 3,38
6 40 180 3,19 2,34
7 30 300 3,19 2,88
8 40 300 3,19 1,76
9 26 240 2,00 2,84
10 43 240 2,00 2,36
11 35 139 2,00 2,84
12 35 340 2,00 3,06
13 35 240 0,00 2,96
14 35 240 4,00 2,28
15* 35 240 2,00 2,20
16* 35 240 2,00 2,74
17* 35 240 2,00 2,86

*Ponto central
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Como ndo ha diferenga estatistica entre os grupos, esse resultado sugere que o
surfactante pode ser aplicado numa ampla faixa de concentracdo (0,015 a 0,061%), uma vez
que a Concentragdo Micelar Critica (CMC) do surfactante lauril glicosidio esta em torno de
150 mg/L do peso total ou 0,015% (VALE, 2015).

Os dados da Tabela 10 mostraram um efeito significativo causado pela
variagdo de temperatura. A temperatura de 30° C e a concentracdo de etanol de 0,81% foi 0
tratamento que apresentou a melhor producéo de EPS (3,38 e 3,80 g.L™?). Temperaturas de
35° C resultaram em uma produgdo moderada e, a partir da temperatura de 40°C, observou-se
uma diminuicdo significativa da producdo do biopolimero. Com relacdo a agitacdo, apenas
valores acima de 340 rpm a 35° C causou um pequeno aumento na producao de EPS (Tabela
10). Esse ultimo resultado pode também estar relacionado com um potencial aumento da

evaporacdo do etanol causado pela alta temperatura e agitacao.

A andlise do grafico de Pareto (Figura 7) demonstrou que a temperatura foi o Unico

fator que significantemente (p <5) influenciou a producao do polimero nas condicGes testadas.

Figura 7 — Gréafico de Pareto demonstrando as relagcdes entre as variaveis analisadas

com nivel de significAncia de 95%

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Producéo g/L
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,3426847
DV: Producao g/L

S T I

Rotacao (rpm)(Q) |1.125816

(2)Rotacdo (rpm)(L) -,901391

1Lby3L | 7730678

1Lby2L | |.7489094

Alcool (%)(Q) 4561908

Temperatura (°C)(Q) 4160076

2Lby3L ,0966335

(3)Alcool (%)(L) .0079265
p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Destaca-se nesse ponto da discussdo que as condicdes ideais para a maior producdo de
EPS (7,5 g.L ™) por Enterobacter spp foi reportada em literatura por Torres et al. (2012) como
sendo de 30 °C, 180 rpm e 5% de glicerol em meio ndo salino sem complementacéo de
surfactante ou etanol e em reator de operacdo continua. Infelizmente, os autores citados nao
reportaram a taxa de producdo de EPS do sistema impossibilitando fazer uma comparacéo que
levasse em conta o tempo de cultivo. Por outro lado, Santos (2014) reporta que a melhor
producdo de EPS (5 g.L ™) pela cepa E. amnigenus LABEM ocorreu nas condigdes de 35°C,
240 rpm e 3% de glicerol com 60 horas de cultivo. Portanto, baseado nesses dados, a taxa de
producdo de EPS nas condicOes reportadas por Santos (2014) seria, provavelmente, por volta
de 0,08 g.Lt.h?. Nessa pesquisa foi realizado um experimento similar ao reportado por
Santos (2014), mas o resultado obtido foi de uma producio de EPS de 1,49 g.L? durante a
incubacéo de 48 horas. Portanto, os dados obtidos sugerem uma taxa de producdo de EPS de
0,03 g.L1.h. Essa aparente diminuicdo é deceptiva, pois, a autora supracitada incubou a
cultura da cepa E. amnigenus LABEM por 60 horas para obter esse resultado e, nessa
pesquisa, o periodo de incubacdo foi de 48 horas. A diferenca na taxa de producdo aqui
reportada, portanto, indica que, nas condi¢Oes reportadas por Santos (2014), a referida cepa
aumenta o processo de acumulo de EPS apenas na fase estacionaria de crescimento. Portanto,
nessa pesquisa, para identificar a melhor condigcdo nutricional capaz de significativamente
aumentar a producdo de EPS pela cepa E. amnigenus LABEM deve-se tomar como base o
valor de 1,49 g.L em 48 horas (ou 0,03 g.L2.h?)

Na terceira fase de experimento (planejamento 3) a maior producdo de EPS foi de 4,8
g.L * nas condicdes de 35° C, 240 rpm com a combinagdo da adicdo de 0,015 e 2% de
surfactante e etanol em meio salino, respectivamente (Tabela 11). Como o periodo de
incubacdo foi de 48 horas, a provavel taxa de producdo foi de 0,1 g.Lt.h? Esse valor
representou um aumento de mais de 3 vezes do que o obtido com o controle experimental, ou

seja, sem a suplementacao de surfactante e etanol que representou uma producéo de 1,49 g.L-
1

Essa pesquisa reporta, portanto, o efeito sinérgico da combinacdo do uso do
surfactante e do etanol para estimular a producdo de EPS, como foi também observado por
Iglauer (2009) em meio ndo salino. Acredita-se que o etanol auxilie na reducdo da tensdo
interfacial do meio e também melhore a solubilizacdo do surfactante (microemulsao)

facilitando a difusdo do oxigénio no meio de cultivo. Torres et al. (2011), que também
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trabalhou com uma cepa de Enterobacter sp, alcancou uma producdo de EPS de 7,5 g.L7,
mas, as condicdes de cultivo reportadas foram de 52 horas de incubacéo, a 30°C e 150 rpm,
utilizando 2% glicerol como fonte de carbono, porém, em meio nao salino. A fim de comparar
os resultados, a cepa E. amnigenus LABEM foi submetida ao mesmo tratamento reportado
por Torres et al (2011). Os resultados desse experimento mostram que a cepa E. amnigenus
LABEM também produz uma quantidade similar de EPS (7,08 g.L), mas, em um periodo
menor de incubagdo (48 horas). Portanto, conclui-se que, em condig¢des ndo salinas, a cepa E.
amnigenus LABEM demonstra, se ndo a mesma, uma melhor capacidade de producéo de EPS
do que a descrita pelo trabalho de Torres et al (2011). Também para efeito comparativo, a
cepa E. amnigenus LABEM foi cultivada em meio rico, meio LB para assim avaliar a
capacidade da cepa de produzir EPS com uma maior disponibilidade de nutrientes. Os
resultados mostraram uma baixa producdo de EPS (0,8 g.L?), Figura 8. Esse resultado
evidencia que as condicdes de estresse e limitacdo de nutrientes sdo, portanto, essenciais para

o0 estimulo da producdo de EPS pela cepa Enterobacter amnigenus LABEM.

Figura 8 Producdo de EPS por Enterobacter amnigenus LABEM em meio LB
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Tabela 11. Producéo de biopolimero como resposta ao planejamento experimental definido na

Tabela 5
Testes  Rotacdo (rpm) Surfactante Etanol Producédo

(%) (%) gL*

1 180,00 0,061 0,81 3,58

2 300,00 0,061 0,81 2,44

3 180,00 0,024 0,81 1,68

4 300,00 0,024 0,81 2,34

5 180,00 0,061 3,19 2,70

6 300,00 0,061 3,19 2,94

7 180,00 0,024 3,19 1,42

8 300,00 0,024 3,19 3,24

9 139,09 0,015 2,00 2,66
10 340,91 0,015 2,00 2,70
11 240,00 0,000 2,00 2,20
12 240,00 0,030 2,00 3,94
13 240,00 0,015 0,00 3,74
14 240,00 0,015 4,00 2,82
15* 240,00 0,015 2,00 4,20
16* 240,00 0,015 2,00 4,44
17* 240,00 0,015 2,00 5,76

* Ponto central
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Figura 9 Gréfico 3D da Superficie de Resposta da producéo de biopolimero por Enterobacter
amnigenus com variacdo em rotacao e concentracdo de etanol.
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Figura 10 Grafico 3D da Superficie de Resposta da producao de biopolimero por
Enterobacter amnigenus com variacao em rotacao e concentracdo de surfactante.
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Figura 11 Grafico 3D da Superficie de Resposta da producdo de biopolimero por
Enterobacter amnigenus com variacao nas concentracoes de etanol e de surfactante.
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Analisando as condicGes operacionais do estudo observou-se que rotagdes acima de
240 rpm, reduzem a producao do biopolimero, como observado na Tabela 11 e na Figura 9.
RotacOes muito elevadas podem induzir um estresse mecanico que provavelmente destroem

as celulas, o que é explicado por Prasertsan et al (2008).

Nos experimentos onde foi utilizado intervalos de concentracfes melhorados por
experimentos anteriores a melhor producdo de biopolimero ocorreu na concentragdo de
surfactante de 0,015%, com agitacdo de 240 rpm, como apresentado no grafico 3D da Figura
10. Porém ndo houve diferenca estatistica significativa para a influéncia do surfactante ao

meio de producdo, como apresentado no grafico de Pareto da Figura 12.

Figura 12 — Gréfico de Pareto demonstrando as relacfes entre as variaveis analisadas com

nivel de significAncia de 95%

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Producéo g/L
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,278146
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Temperatura (°C)(Q) |<1 ,8942
Surfactante (%)(Q) |—1 ,80417
(1)Temperatura (°C)(L) |—1 ,43385
(2)Rotacao (rpm)(L) ‘—1 05741
1Lby2L |1,005564

2Lby3L - 710599
(3)Surfactante (%)(L) 2779965
1Lby3L -147483
B b=05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Ja a melhor concentracdo de etanol que possibilitou a melhor producdo de
biopolimero situou-se ao redor do valor de 2% (v/v), o que diferiu do seu uso isolado
(0,81%) e assim resultou em um aumento na producdo de EPS de 1,5 vezes, como

demonstrado pelo gréafico da Figura 11.



46

5.2 — ALTERNATIVAS DE CULTIVO PARA AVALIAR A PRODUC}AO DA GOMA
BACTERIANA DE Enterobacter amnigenus LABEM

Apos a realizacdo dos experimentos para otimizacdo do meio foram elaborados cinco
experimentos na tentativa de aumentar ainda mais a produgdo do polimero. Nesses
experimentos foram utilizados a suplementagdo com nutrientes, vitaminas ou a introducéo da
fonte de carbono em momentos diferentes de cultivo. As condigcdes operacionais foram as
otimizadas, 240 rpm, pH 7,0 e 35°C. Optou-se pela ndo utilizacdo do surfactante, para
entender mais claramente a agcdo dos novos compostos utilizados. Em todos os testes foram
utilizadas apenas a suplementacdo de etanol nas concentracdes de 0,202 e 0,797 ml.L™.

Intervalo que apresentou os melhores resultados para a produgéo de EPS.

A primeira estratégia utilizada, portanto, foi baseada na alteracdo da relacdo C: N com
a adicdo de glicerol em momentos distintos do cultivo. E reportado em literatura que as
alteracdes da relacdo C: N pode ser um estimulo para a producdo de EPS em espécies
bacterianas (ZHAO et al., 2013). A maior disponibilidade de fonte de carbono em relagéo a
fonte de nitrogénio pode estimular algumas bactérias a produzirem EPS como mecanismo de
estocagem de carbono para posterior utilizagdo. Nesse experimento observou-se uma
producéo de 1,67 e 2,52 g.L'de EPS com a adicdo de 6% de glicerol suplementado com
0,202 e 0,797 ml.L? de etanol, respectivamente (Figura 13). Os dados indicam um aumento

de 1,7 vezes em relacdo ao valor controle.

Alguns autores descrevem que varias cepas bacterianas podem aumentar a producao
de EPS na presenca de acido borico (EL-TAYEB et al., 2006; SARIMILSER et al., 2014).
Estudos com Halomonas smyrnensis AAD6 demonstraram um aumento de 5 vezes na
producdo de EPS. Essa substancia tem um papel importante nos mecanismos de estresse e,
por isso, na inducdo do Quorum Sensing, mecanismo no qual ocorre maior comunicagao
entre as células, estimulando assim a producdo de EPS (SARILMISER et al., 2015). Nesse
experimento foram testadas as concentragdes de 0,22 e 2,2g.Lt de &cido bdrico, o que
resultou na producéo de 2,25 e 2,17 g.L™* de EPS em meio suplementado com 0,202 e 0,797
ml.L de etanol, respectivamente (Figura 13). Os dados indicam um aumento de 1,5 vezes

em relacdo ao valor controle.
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Figura 13- Producdo de polimero com adicdo extra de glicerol e suplementacéo de &cido borico
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Fonte: Autoria propria

A terceira estratégia foi a suplementacdo do meio de cultura com L-aspargina, um
aminoacido que é habitualmente utilizado na composicdo de meios de cultura e que pode
estimular a producdo de polimeros. Por exemplo, Chowdhury et al (2011) reporta um
aumento de 20% na producdo de EPS por Streptococcus thermophilus com a adicdo desse
aminoacido. Foram adicionadas 4 concentracdes distintas de L-aspargina e a média de
producdo foi de aproximadamente 2,5 g.L, a maior produgdo encontrada foi de 2,85 g.L*
com 0,797 ml de etanol e 1,5 g.L? de L-aspargina, demonstrados na Figura 14. Esses
resultados, apesar de discretos, representaram 0 mesmo aumento de 20% reportado por
Chowdhury et al (2011).
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Figura 14- Producdo de polimero com suplementacédo de L-aspargina e etanol
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Chowdhury et al (2011) ainda analisando a influéncia de compostos nitrogenados no

aumento da producdo de EPS reportaram que a adicdo de 0,5 g.L™ de acido casaminico

aumentou a producdo bacteriana de EPS. Esse resultado foi confirmado nesse experimento

como pode ser verificado na Figura 15, onde a suplementacdo com essa substancia resultou

na producéo de 3,43 g.L™* com a adicdo de 0,205 ml de etanol e 0,5 g.L " de acido casaminico,

0 que ocasionou um aumento de 20% em relag&o ao controle.
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Figura 15- Producdo de polimero com suplementacdo de acido casaminico e etanol.
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Torres et al (2014) reportaram a utilizacdo de nitrogénio e glicerol em diferentes
concentragdes e momentos da fase de crescimento bacteriano. O aumento da producéo de
EPS por Enterobacter A 47 s6 foi reportado quando a adicdo se deu na fase de crescimento
da bactéria o que contrariou os resultados aqui encontrados, onde houve o aumento de mais
de 2 vezes na producdo de EPS pela cepa Enterobacter amnigenus LABEM quando foi
adicionado 0,016 g.L " de nitrato de amdnio suplementado com 0,797 ml de etanol ao meio
de producdo desde o inicio do processo como representado na Figura 16. Esse resultado pode
ter ocorrido pela diferenciacdo na fonte de nitrogénio ofertada, pela quantidade de nitrogénio

ser 40x menor ou pela a¢do sinérgica do etanol no meio de producao.
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Figura 16 - Producéo de polimero com suplementagéo de nitrato de aménio e etanol.
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A (ltima estratégia adotada nessa pesquisa foi a adicdo da fonte de carbono em pulsos
durante o cultivo. A Figura 17 resume os dados que identificam as fases de crescimento da
cepa utilizada nessa pesquisa. Foi adicionado glicerol em dois intervalos diferentes, como
apresentado na Figura 18. No primeiro teste de adi¢do suplementar de glicerol, foi adicionada
a quantidade de 3% (v/v) apds 6h do indculo no meio de producdo. No segundo teste, foi
adicionado 1,5% (v/v) de glicerol apds 6h e mais 1,5% duas horas depois. No terceiro teste,
foi adicionado 3% de glicerol (v/v) ap6s 8h de cultivo. Essa estratégia foi inspirada no
trabalho de Sarilmiser et al. (2015) que objetivou testar alteragdes na relacdo C:N durante o
cultivo do microrganismo. Esses autores reportaram que a adicdo de fontes de carbono
suplementar logo ap6s o termino da fase exponencial de crescimento altera a relagdo C:N e
consequentemente pode aumentar a producdo bacteriana de EPS. Com a adicdo de glicerol
ap6s 6hs de cultivo observou-se a producdo de 2,7 g.L! de EPS. No segundo
experimento,observou-se a producdo 1.9 g.L? e no terceiro a producdo foi de 3 g.L ™
Portanto, a adicdo em 6 e 8h resultou em aumento de aproximadamente 50% no valor de

producdo de EPS quando suplementado com 0,202 ml de etanol.
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Figura 17 — Curva de crescimento da Enterobacter amnigenus LABEM

3 - - 1,00E+11
- 1,00E+10
g 2,5 1 - 1,00E+09
- - 1,00E+08
E 5
& - 1,00E+07
@ ]
I - 1,00E+06 £
& - 1,00E+05 g e D.0O
& L 1,00E+04
a 17 ——UFC/mL
5 - 1,00E+03
205 - - 1,00E+02
L 1,00E+01
0 —_— 1,00E+00
0 2 4 6 8 12 16 24 48 72
Tempo (h)

Fonte: SANTQOS, 2014

Figura 18 - Producéo de polimero com adicéo de glicerol em diferentes fases da curva de crescimento

da Enterobacter amnigenus LABEM
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Fonte: Autoria propria

Apesar das estratégias de alteracdo nutricional ndo terem levado ao aumento acima dos
encontrados na otimizagdo com surfactante e etanol, observaram-se resultados significativos
em relagdo ao controle e que essas substancias possuem influéncia positiva sobre a producéo

de EPS pela cepa Enterobacter amnigenus LABEM.
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5.3 CARACTERIZACAO DO POLIMERO

5.3.1 Propriedades reoldgicas

Foram analisadas as caracteristicas reoldgicas do polimero produzido por E.
amnigenus em relacdo a viscosidade do fluido. Foi medida a viscosidade aparente de solugdes
aquosas com diferentes concentracdes do polimero e com diferentes concentracdes de cloreto
de sodio em temperaturas variadas, Figuras 19 e 20. Analisando as amostras foi possivel
conferir o comportamento pseudoplastico em todas as amostras, que é 0 comportamento tipico
de polimeros bacterianos, onde a velocidade de deformacdo néo é diretamente proporcional a
tensdo de cisalhamento (PADILHA et al., 2003). Ou seja, ha diminuicdo da viscosidade
aparente com 0 aumento da tensdo sobre o fluido. Esse comportamento também foi
encontrado por Alves et al. (2010) analisando o tempo de cultivo no caldo de cultura onde a
existéncia das células bacterianas no caldo ndo influenciou significativamente para mudancas

na reologia do polimero nos primeiros dias de producao.

Figura 19 - Viscosidade aparente de solucdes aquosas com 1% do biopolimero sintetizado por

Enterobacter amnigenus em diferentes temperaturas.
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Figura 20- Viscosidade aparente de solucfes aquosas com 1% de EPS sintetizado por
Enterobacter amnigenus em diferentes concentracdes de NaCl
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A partir da analise da viscosidade aparente é possivel concluir que a goma mantém-se
estavel a altas temperaturas e com alta concentracdo de cloreto de sodio, essa estabilidade
qualifica esta goma para ser utilizada tanto em pocos de petréleo, como na agua residual que
possui altas concentracGes de sais, uma vez que esta essencialmente € proveniente de dgua do

mar.

5.3.2 — Espectroscopia de Infravermelho

A caracterizacdo do polimero sintetizado por Enterobacter amnigenus utilizando
glicerol como fonte de carbono, foi realizada pela técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho. Analisando o espectro do polimero produzido por Enterobacter amnigenus,
representado na Figura 21, foi possivel observar uma banda na regido de 3600 a 3000 (cm™),
indicando a presenca do grupo hidroxila (OH) possivelmente de uma amida, porém a banda
no espectrograma é larga podendo haver sobreposicdo. As bandas formadas entre a regido
acima citada sugerem a presenca de fendis, ou proveniente de algum composto carbonéaceo
ligado a hidroxila. A banda na regido entre 2400 e 2300 (cm™) sugere compostos

nitrogenados, podendo ter indicagdo de uma nitrila. As bandas na regido 1600 e 1740 (cm-1)
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sugerem a presenca de éster, amida e cetona. A banda 680 - 640 (cm™) é caracteristica da
presenca de haletos, indicando halogénios cloro e/ou bromo. Esse perfil possui similaridade

quimica ao perfil da goma comercial, goma xantana, denotando assim seu potencial de uso.

Figura 21 - Espectrometria na regido do infravermelho do polimero sintetizado por
Enterobacter amnigenus.
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6 CONCLUSAO

v" A melhor concentracdo de etanol individualmente utilizada para estimular a producao
de EPS (3,80g.L™) pela cepa de E. amnigenus LABEM foi de 0,81% (v/v). Portanto, a
adicdo de etanol pode melhorar significativamente a producéo de EPS em meio salino.

v' A melhor concentracdo de surfactante individualmente utilizada para estimular a
producéo de EPS (3,74g.L™) pela cepa de E amnigenus LABEM foi de 0,015% (v/w).
Portanto, a adicdo de surfactante pode melhorar significativamente a producéo de EPS

em meio salino.

v' A técnica de “Superficie de Resposta” identificou com significancia estatistica que a
melhor condicéo de producdo de EPS pela cepa E. amnigenus LABEM (4,8 g.L™) em
meio salino aconteceu nas condicGes de 35°C, pH 7,0, agitacdo de 240 rpm, e com a

suplementacédo de 0,015 e 2% de surfactante e etanol, respectivamente.

v Os resultados sugerem um efeito sinérgico da adicdo de etanol e biosurfactante no
aumento da producédo de EPS pela cepa E. amnigenus LABEM que partiu de 1,49 para
4,8 g.L! em 48 horas, portanto, um aumento de mais de 3 vezes. Observa-se também
que, guando utilizado em combinacdo com o surfactante a concentracdo 6tima do

etanol mudou de 0,81 para 2%.

v A producdo de EPS pela cepa E. amnigenus LABEM ¢é 32% menor em meio salino

que o valor obtido em meio nédo salino.

v' A estratégia de adicdo de fonte de carbono no meio de cultura no final da fase
exponencial de crescimento microbiano (6h; 6 e 8h; e 8h, respectivamente) nao
resultou em aumento da producdo de biopolimero. Portanto, a alteracdo da razdo C:N

nessas condi¢des ndo aumentou significativamente os valores de producao.

v As suplementacdes com nitrogénio organico, como acido casaminico e L-aspargina
aumentaram a producdo de EPS, em relacdo ao controle, de 2,1 e 1,6 vezes,

respectivamente. A suplementacdo com nitrogénio inorganico (nitrato de amdonio)
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resultou em um aumento de 2,3 vezes. Portanto, a suplementacdo do nitrogénio

inorganico apresentou o melhor resultado.

A adicdo de acido borico no meio de cultura resultou em um aumento de producéo de

EPS em relagéo ao controle de 1,6 vezes.

O polimero produzido por E. amnigenus LABEM possui alto potencial de aplicacdo
industrial em termos de seu comportamento reoldgico em altas salinidades (5% de
NaCl) e temperaturas (80°C).

A andlise da espectroscopia na regido de infravermelho demonstrou que o biopolimero

possui grupos funcionais semelhantes a da goma comercial xantana.

Em termos de inovacéo a estratégia de utilizar surfactante e etanol determinou a
reducdo de 20% no tempo de producdo em meio salino (60 h para 48 h) sem a

diminuicdo do rendimento.
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INCTI Name: Lauryl Gluceside
No CAS: 110615-47-9
Formula: 5D

Peso Molecular: 5D

FROPRIEDADES

E recomendado como um co-surfactantes em xampus, Shower-gel e formulagdes de espuma de banho,
onde a suavidade € necessaria.

Cuando & usado em conjunto com surfactantes dificeis de espessar como os sulfossuccinatos, ele realga a
viscosidade e o aumento de espuma em formmlages de baixo peder espumante. Além do mais, sumenta a
disposicio de polimeros catidnicos das formmulacdes de xampus, gque pode melhorar o efeito
condicionamento.

INDICACAO

E um poliglicosideo graxo preparado pela reagio de glicose de amide de milho com um alcool graxo
natural. E um surfactante ndo idnice, que ndo contém solventes. Ele & compativel com outras classes de
surfactantes e apresenta excelente biodegrabilidade.

DOSAGEM / CONCENTRACAO USUAL
4.0-12.0%

ABRMAZENAMENTO
Em temperatura ambiente, o produte pode parecer nic homogéneo, o que nio tem efeito negativo na
qualidade do mesmo. O produto deve ser agquecide & aproximadaments 45°C, com prévia agitacio para o

us0.
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	A meta desse trabalho é testar fatores do processo de cultivo que podem diretamente influenciar no rendimento da produção de exopolissacarídeos (EPS) por uma cepa de Enterobacter amnigenus LABEM em meio salino. A produção de EPS em meio salino foi pen...
	Analisando as condições operacionais do estudo observou-se que rotações acima de 240 rpm, reduzem a produção do biopolímero, como observado na Tabela 11 e na Figura 9. Rotações muito elevadas podem induzir um estresse mecânico que provavelmente destro...
	Nos experimentos onde foi utilizado intervalos de concentrações melhorados por experimentos anteriores a melhor produção de biopolímero ocorreu na concentração de surfactante de 0,015%, com agitação de 240 rpm, como apresentado no gráfico 3D da Figura...
	Já a melhor concentração de etanol que possibilitou a melhor produção de biopolímero situou-se ao redor do valor de 2% (v/v), o que diferiu do seu uso isolado (0,81%) e assim resultou em um aumento na produção de EPS de 1,5 vezes, como demonstrado pel...
	5.2 – ALTERNATIVAS DE CULTIVO PARA AVALIAR A PRODUÇÃO DA GOMA BACTERIANA DE Enterobacter amnigenus LABEM
	Após a realização dos experimentos para otimização do meio foram elaborados cinco experimentos na tentativa de aumentar ainda mais a produção do polímero. Nesses experimentos foram utilizados a suplementação com nutrientes, vitaminas ou a introdução d...
	A primeira estratégia utilizada, portanto, foi baseada na alteração da relação C: N com a adição de glicerol em momentos distintos do cultivo. É reportado em literatura que as alterações da relação C: N pode ser um estímulo para a produção de EPS em e...
	Alguns autores descrevem que várias cepas bacterianas podem aumentar a produção de EPS na presença de ácido bórico (EL-TAYEB et al., 2006; SARIMILSER et al., 2014). Estudos com Halomonas smyrnensis AAD6 demonstraram um aumento de 5 vezes na produção d...
	Figura 13- Produção de polímero com adição extra de glicerol e suplementação de ácido bórico
	Fonte: Autoria própria
	A terceira estratégia foi a suplementação do meio de cultura com L-aspargina, um aminoácido que é habitualmente utilizado na composição de meios de cultura e que pode estimular a produção de polímeros. Por exemplo, Chowdhury et al (2011) reporta um au...
	Figura 14- Produção de polímero com suplementação de L-aspargina e etanol
	Fonte: Autoria própria
	Chowdhury et al (2011) ainda analisando a influência de compostos nitrogenados no aumento da produção de EPS reportaram que a adição de 0,5 g.L-1 de ácido casamínico aumentou a produção bacteriana de EPS. Esse resultado foi confirmado nesse experiment...
	Figura 15- Produção de polímero com suplementação de ácido casamínico e etanol.
	Fonte: Autoria própria
	Torres et al (2014) reportaram a utilização de nitrogênio e glicerol em diferentes concentrações e momentos da fase de crescimento bacteriano. O aumento da produção de EPS por Enterobacter A 47 só foi reportado quando a adição se deu na fase de cresci...
	Figura 16 - Produção de polímero com suplementação de nitrato de amônio e etanol.
	Fonte: Autoria própria
	Fonte: SANTOS, 2014
	Figura 18 - Produção de polímero com adição de glicerol em diferentes fases da curva de crescimento da Enterobacter amnigenus LABEM

