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Biopolimeros sintetizados por linhagem selvagem de Escherichia coli

Rafaela Marise Hall'; Camila Patricia Favaro?; Monalisa Ayumi Ohara®; Carolina
Castilho Garcia®

Resumo: Os biopolimeros séo polissacarideos que apresentam grande diversidade de
aplicacdes, podendo ser utilizados na producdo de embalagens e filmes flexiveis, possuem
ampla utilizacdo na area de alimentos, especialmente como espessantes e gelificantes, com
uso potencial na area de cosméticos e na exploracdo do petréleo. Atualmente, muitos estudos
estdo relacionados ao fato dos biopolimeros apresentarem propriedades reoldgicas de
interesse, representando um alto potencial de aplicacdo industrial. O presente trabalho teve
como objetivo estudar a viabilidade da producdo de biopolimeros através de processo
fermentativo utilizando linhagem selvagem de Escherichia coli isolada do ambiente, a partir
dos substratos glicose, sacarose e melaco. Os ensaios foram realizados em triplicata, sob
condicdes controladas de temperatura e agitacdo, e a extracdo do biopolimero foi realizada em
acetona e alcool isopropilico. Foram avaliados a produtividade do processo fermentativo e 0
rendimento da extracdo com os dois solventes. Verificou-se que a maior produtividade da
fermentacdo foi obtida no meio convencional de sacarose e que a acetona apresentou maior
rendimento de extracdo do biopolimero quando o processo fermentativo foi conduzido
utilizando os meios de sacarose e melaco.

Palavras chave: Processo fermentativo; produtividade.
Biopolymers synthesized by wild strain of Escherichia coli

Abstract: Biopolymers are polysaccharides with a great lack of application, being used to
produce packages and flexible films, wildly used in food industry as thickener or jellying
agents, presenting potential to be used in cosmetic and oil industries. Recently many studies
were related to the rheological properties of biopolymers, showing its high potential of use by
industries. The present work aimed to study the viability of producing biopolymers through
the fermentation of glucose, sucrose and molasses medium by a wild strain of Escherichia
coli isolated from the environment. The assays were conducted in triplicate under controlled
temperature and agitation and the extraction of the biopolymer was made using acetone and
isopropyl alcohol. The productivity of the fermentation process and the yield of extraction
with both solvents were evaluated. The highest productivity was verified when the
fermentation was conducted in sucrose media and acetone resulted in the highest yield of
extraction when the process was done in sucrose and molasses medium.

Keywords: Fermentation process, productivity.
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Introducéo

Biopolimeros sdo polissacarideos de origem microbiana, também conhecidos como
gomas ou exopolissacarideos, que tém a capacidade de formar geis e solucBes viscosas em
meio aquoso (BERWANGER, 2005).

Os biopolimeros microbianos vém sendo estudados com profundo interesse devido ao
seu alto potencial de aplicacdo industrial resultado de suas propriedades reoldgicas, que, em
muitos casos, superam as caracteristicas funcionais dos polissacarideos de origem vegetal.
Seu alto potencial de aplicacdo em vérios segmentos industriais se deve fundamentalmente as
caracteristicas que suas solugdes tém de manter a viscosidade em ampla faixa de pH e
temperatura. Este fato, explica porque alguns sdo amplamente utilizados como espessantes,
geleificantes, estabilizantes e, em alguns casos, como emulsificantes e como colodides
protetores (BASTOS et al., 2005).

Além disso, destaca-se o papel fundamental dos bioprocessos no ambito ambiental, ja
que substituem processos tradicionais de producdo cujas emissGes de carbono e impactos
ambientais sdo consideraveis (CHEN et al., 2013).

Ernandes & Garcia-Cruz (2005) fizeram uma revisdo sobre a producdo de
biopolimeros, sua classificacdo, caracteristicas e aplica¢des industriais. Nesse trabalho, os
autores afirmam que exopolissacarideos, como a xantana, vém sendo utilizados ha muitos
anos pela industria de alimentos devido as suas propriedades espessantes e estabilizantes; a
dextrana € utilizada na industria farmacéutica como fonte de glicose; e outros biopolimeros,
como a gelana, sdo gelificantes, ou como a celulose bacteriana que € usada para producdo de
biofilmes (pele sintética) ou como o acido hialurénico em cosméticos.

A levana é um exemplo de biopolimero de grande potencial de utilizacdo na industria
de alimentos, podendo ser empregada, segundo Ernandes & Garcia-Cruz (2005), como
fixador de cores e sabores, espessante e estabilizante em géis para sobremesas, em temperos
prontos para salada, em pudins, sorvetes e derivados do leite, em bebidas, coberturas para
produtos de confeitaria e, ainda, como involucro de embutidos. Ainda, segundo os autores, a
levana seria um eficiente aditivo para influenciar de maneira benéfica o funcionamento do
trato intestinal, constituindo-se como um produto probidtico.

Os biopolimeros podem ser obtidos a partir de uma variedade de substratos como, por
exemplo, agUcares, amido, celulose, metano, 6leo mineral e subprodutos da agroinddstria
como melago, soro de queijo, entre outros (LUVIZETTO, 2007, BERWANGER et al., 2007),
sendo a glicose e a sacarose as fontes de carbono preferenciais para a producdo de
biopolimeros (BERWANGER et al., 2007).
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A principal caracteristica dos biopolimeros é a sua capacidade de mudar a reologia de
solucdes, além de serem, em sua maioria, multifuncionais, ainda exibem uma combinacédo de
propriedades que sdo essenciais para definir sua aplicacdo final. Tais propriedades sdo
determinadas por sua composi¢do quimica, agrupamentos e ligacbes moleculares, seu peso
molecular médio e a sua distribuicdo (PACE, 1991).

A producéo de biopolimeros por micro-organismos pode ser realizada em meio liquido
contendo fonte de carbono e sais minerais, processo utilizado na producdo de dextrana e
xantana, por exemplo; ou por via enzimatica, utilizando enzimas purificadas, sem a adigdo de
micro-organismos (PADILHA, 1997).

O rendimento e a qualidade do biopolimero dependem da composi¢do do meio, da
linhagem e das condicGes de fermentacéo utilizadas (BERWANGER, 2005).

Para muitos micro-organismos, a cinética e a eficiéncia de producdo de polimeros, o
peso molecular e sua estrutura podem ser afetados por variacbes nas condicGes de
crescimento. As relacGes cinéticas entre o crescimento e a formacdo de produtos sdo
importantes para determinar o modo de operacdo mais econémico. A velocidade e eficiéncia
de formagdo de polimero sdo influenciadas pela natureza dos fatores limitantes de
crescimento, assim como por outras variaveis ambientais como oxigénio dissolvido, pH e
temperatura. Variacdes nos grupos substituintes podem afetar drasticamente as propriedades
reoldgicas do polimero e, portanto, sua aplicacdo (PACE, 1991).

Comparando-se os polissacarideos de origem microbiana e aqueles de origem vegetal
ou marinha, verifica-se que 0s primeiros apresentam algumas vantagens para sua obtencéo em
relacdo as outras gomas. Dentre elas, a ndo dependéncia das condicBes climaticas,
contaminacdo marinha ou falha na colheita e a maior rapidez na obtencéo do produto acabado,
além disso, as gomas de origem microbiana apresentam maior uniformidade em suas
propriedades fisico-quimicas, devido a especificidade do micro-organismo utilizado e a
possibilidade de um rigido controle dos parametros de processo (SANTOS et al., 2012;
BERWANGER et al., 2007; ERNANDES & GARCIA-CRUZ, 2005.

A Escherichia coli € uma bactéria com formato de bacilo, gram negativa, anaerobia
facultativa, comumente presente no intestino de animais endotérmicos, como o homem. Esse
micro-organismo apresenta uma série de caracteristicas que o torna interessante para a
producdo em escala industrial de metabdlitos e de certos bioprodutos de interesse, tais como
rdpida taxa de crescimento, facilidade de fermentagdo, baixo custo de producéo,
conhecimento detalhado de seu metabolismo e disponibilidade de ferramentas genéticas para

o melhoramento das linhagens (CHEN et al., 2013).
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Nos ultimos 50 anos a Escherichia coli foi amplamente estudada, tornando-se o micro-
organismo hospedeiro predominante de uso industrial. Ainda, com o avango da engenharia
genética, novas linhagens de maior producdo e variedade de bioprodutos vém sendo
desenvolvidas (CHEN et al., 2013). Chen e colaboradores (2013) escreveram uma revisdo
completa sobre o assunto, tendo compilado uma série de estudos que utilizam linhagens de E.
coli na producéo de etanol, butanol, propanol, acido latico, &cido succinico e aminoacidos.

Este trabalho teve como objetivo estudar a viabilidade da producéo de biopolimero por
processo fermentativo utilizando linhagem selvagem de Escherichia coli, isolada do meio
ambiente, a partir dos substratos glicose, sacarose e melaco.

Material e Métodos
Micro-organismo e caracteristicas morfoldgicas da colonia

Foi utilizada linhagem selvagem de Escherichia coli, a qual foi isolada do meio
ambiente em agar nutriente. Uma alcada de col6nias caracteristicas de E. coli foi transferida
para agar EMB e mantida sob refrigeracdo no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Campus Medianeira.

A fim de verificar as caracteristicas morfoldgicas das col6nias de E. coli, foram
realizados ensaios de coloracdo de Gram e plagueamento da cultura mantida sob refrigeracdo

em agar EMB, que foi mantida em estufa a 28 °C por 48 h.

Producdo de células

Inicialmente, foi preparado o pré-indculo, tomando-se uma algada da cultura de E. coli
crescida em &gar EMB e inoculando em 50 mL de caldo nutriente estéril contido em um
erlenmeyer de 300 mL. Este recipiente foi incubado em agitador orbital a 35 °C por 24 horas
sob agitacdo de 120 rpm.

Transcorrido esse periodo, preparou-se o indculo, através da transferéncia asséptica de
1 mL do pré-inéculo para nove erlenmeyers de 300 mL, contendo 50 mL de caldo nutriente
estéril, os quais foram incubados em agitador orbital a 35 °C por 24 horas sob agitacdo de 120

rpm, com o objetivo de atingir uma maior concentragdo celular.

Producdo de biopolimeros
A producdo do biopolimero foi realizada em erlenmeyers de 500 mL sob agitagdo e
temperatura controlada, utilizando 300 mL dos seguintes meios: sacarose, glicose e melago.

Os meios utilizados no preparo do biopolimero continham: 1 g/L de KNOs; 0,2 g/L
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MgS0QO4.7H20; 0,5 g/L KoHPOg; 0,1 g/L CaSO0s; 0,05 g/L NaMoOs; 100 g/L de sacarose no
meio de sacarose; 100 g/L de glicose no meio de glicose e 100 g/L de melago no meio de
melaco. Esse meio de producdo foi adicionado ao meio contendo as células e incubado em
agitador orbital, com agitacdo de 180 rpm, a 35 °C por 120 horas. Transcorrido o tempo de
incubacdo os meios foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C, para a

destruicdo dos micro-organismos.

Recuperacao do biopolimero

Apo0s a esterilizagdo dos meios, procedeu-se a sua centrifugacdo a 2400 rpm por 40
minutos a 4 °C para que ocorresse a sedimentacdo das células. Ao sobrenadante foram
adicionados diferentes solventes, com o intuito de formacéo de precipitado para a recuperagédo
do biopolimero. O recipiente contendo a mistura (sobrenadante e solvente) foi armazenado
sob refrigeracdo por 12 horas. Apo6s a refrigeracdo, o polimero foi recuperado por
centrifugacdo (2400 rpm, 40 minutos, 4 °C), seco em estufa a 50 °C por 24 horas e pesado.

Os solventes de extracdo do biopolimero utilizados foram acetona P.A. (1:2) e alcool
isopropilico P.A. (1:3), cuja escolha baseou-se em estudos realizados por Berwanger (2005).

Os ensaios foram realizados em triplicata e a resposta avaliada foi a produtividade de
biopolimero, considerando seu peso Umido apos a fermentacao.

A produtividade de biopolimero foi calculada segundo a Equacdo 1 (SANTOS et al.,
2012):

_mr
T vty (1)

Em que: P é a produtividade, em g/L-h; ms € a massa de biopolimero precipitado no
tempo final de cultivo, em g; V € o volume de amostra, em L; tr € o tempo final de
fermentacdo, em h. Neste trabalho o tempo de fermentacéo foi de 120 h para todos 0s meios
utilizados.

Avaliacéo visual do biopolimero
Apds a secagem dos biopolimeros, avaliou-se visualmente o aspecto dos biopolimeros

produzidos.

Resultados e Discusséo
Caracteristicas morfoldgicas da coldnia
As colonias da linhagem selvagem de E. coli apresentaram formato de bacilos,

resposta negativa ao reagente de Gram e coloracao verde brilhante. A Figura 1 apresenta uma
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fotografia das colbnias de Escherichia coli utilizadas nos experimentos e mantidas no
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do Parand, Campus
Medianeira (UTFPR-MD).

Figura 1 — Aspecto das coldnias de Escherichia coli utilizadas nos experimentos.

Fonte: autores.

Producdo do biopolimero

A Tabela 1 apresenta as massas de biopolimeros produzidos ap6s 120 h de
fermentagdo (35 °C por 120 h sob agitacdo de 180 rpm) utilizando Escherichia coli e as
produtividades médias do biopolimero nos diferentes meios (glicose, melaco e sacarose) e

solventes de extracao utilizados.

Tabela 1 — Massas de biopolimeros produzidos pela fermentagdo de diferentes meios por E.
coli e produtividades obtidas (g/L-h) nos diferentes meios fermentativos e

solventes de extracdo

Meio Produtividade

Solvente fermentativo  Massa Umida (g) Massa seca (g) (g/L-h)
Glicose 0,4254 + 0,0001* 0,1569 + 0,0001* 0,01
Acetona Melago 1,0017 + 0,0001* 0,536 + 0,0001* 0,03
Sacarose 1,8676 + 0,0001* 0,7642 + 0,0001* 0,05
) Glicose 0,8069 + 0,0001* 0,3293 + 0,0001* 0,02
Alcool 0,02

isopropilico Melago 0,7717 +0,0001* 0,4692 + 0,0001*

Sacarose 1,3059 + 0,0001* 0,908 + 0,0001* 0,03

*valores estimados a partir do erro do instrumento de medigdo — balanca analitica.
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A partir da Tabela 1, verificou-se que a maior produtividade do biopolimero ocorreu
no meio fermentativo convencional, utilizando sacarose como fonte de carbono. O meio que
utilizou a glicose como fonte de carbono apresentou 0 menor rendimento quanto a producao.
No meio fermentativo contendo melago a produtividade foi intermediaria.

Segundo Berwanger (2005), a producédo de biopolimero é maximizada a partir de meio
convencional de sacarose concentrado a 4%, corroborando os resultados encontrados, onde a
maior produtividade do biopolimero foi alcancada utilizando o meio fermentativo contendo
sacarose.

Por outro lado, a produtividade de biopolimero encontrada no presente estudo foi
inferior a valores encontrados na literatura, 0 que provavelmente esta relacionado ao fato do
processo fermentativo ter sido conduzido utilizando linhagens selvagens de micro-organismos
e ndo linhagens modificadas, as quais s&o mais produtivas. Assim, o tempo final de cultivo foi
bastante elevado (120 h) em relacédo a outros trabalhos encontrados na literatura.

Santos et al. (2012) avaliaram a producdo do biopolimero obtido pela fermentacdo do
meio contendo diferentes concentragdes de glicose por uma linhagem mutante de
Pseudomonas. A produtividade do biopolimero foi de 0,31 g/L-h quando a concentracdo
inicial de glicose utilizada foi de 20 g/L. Ainda, os autores verificaram que o aumento da
concentracdo de glicose no meio fermentativo de 20 g/L para 40 g/L e 80 g/L resultou na
reducdo da produtividade do biopolimero, o que esta provavelmente relacionado ao efeito
osmotico de inibicdo do substrato no crescimento do micro-organismo.

A produtividade média de biopolimero obtido pela fermentacdo do melaco (na
concentracdo de 4%) por linhagem modificada de Sphingomonas foi de 0,1051 g/L-h,
enguanto que ao utilizar-se melaco pré tratado como meio fermentativo a produtividade foi
aproximadamente 63% maior (BERWANGER et al., 2007). O tratamento do melago consistiu
no ajuste da solucdo de melaco a diferentes pH com periodos de descanso, com o objetivo de
clarificar o meio e remover parcialmente metais pesados e inibidores especificos, os quais
resultam na inibicdo do crescimento microbiano.

No presente trabalho o melago utilizado como meio fermentativo ndo sofreu nenhum
tipo de pré tratamento, de maneira que € provavel que o crescimento das bactérias tenha sido
comprometido pela presenca de metais pesados e inibidores especificos e, assim, a
produtividade média do biopolimero foi de 0,02 g/L-h.

Nos estudos conduzidos por Berwanger (2005) e Berwanger et al. (2007) o melago

ndo tratado foi usado como fonte de carbono e nitrogénio, sem qualquer suplementacéo do
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meio. No presente trabalho, o meio foi suplementado com nitrogénio, magneésio, fosforo,
calcio e molibdénio.

Ha na literatura inimeros estudos utilizando residuos agroindustriais, como é o0 caso
do melago, para a producdo de biopolimeros, dentre os quais, a producdo de xantana a partir
de melago de aglcar de beterraba pré-tratado (KALAGIANNIS et al., 2003), soro de leite
(NITSCHKE et al, 2001) e residuos agroindustriais de café e de mandioca
(WOICIECHOWSKI, 2001); a producéo de gelana a partir de residuo da indudstria de soja
(JIN et al., 2003); a producdo de celulose bacteriana a partir de melagco de cana-de-agUcar pré-
tratado (BAE & SHODA, 2004) e a producdo de pululana utilizando hidrolisado de torta de
soja (BOZA et al., 2004).

Portanto, é grande a quantidade de estudos relacionados ao aproveitamento de residuos
das industrias como meio fermentativo para a producao de biopolimeros, ja que a busca por
menores custos de producdo e reducdo dos problemas ambientais € uma realidade em
qualquer inddstria.

O rendimento de extracdo medio do biopolimero em acetona P.A. e em alcool
isopropilico P.A. foi calculado em relacdo a massa seca de biopolimero obtido, considerando
as densidades dos solventes a 20 °C. A Tabela 2 apresenta o rendimento médio obtido
utilizando os diferentes solventes.

Tabela 2 — Rendimento de extracdo medio de biopolimeros (%) utilizando acetona e alcool

propilico como solvente de extracdo

Rendimento de

Solvente Densidade a 20 °C Meio . extracdo médio
(9/mL) fermentativo (%)
Acetona P.A. 0,785 Glicose 0,03
Melaco 0,11
Sacarose 0,16
Alcool 'FfOApmp"'CO 0,791 Glicose 0,05
Melaco 0,07
Sacarose 0,13

Com excecdo das fermentagdes conduzidas em meio de glicose, a acetona foi o
solvente que apresentou o maior rendimento de extragcdo. O tipo de solvente utilizado para
extrair o biopolimero influencia no rendimento de extracdo, porém como 0s valores
encontrados no presente trabalho foram préximos, ndo é possivel afirmar qual o solvente mais

adequado para precipitar os biopolimeros produzidos. Berwanger (2005) afirma que uma vez
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recuperados por centrifugacdo, os biopolimeros devem ser precipitados utilizando um
solvente organico solivel em agua, como alcool isopropilico ou acetona.

A seguir sdo apresentadas algumas fotografias referentes as etapas da producdo do
biopolimero. A Figura 2 apresenta o aspecto inicial dos meios de sacarose, glicose e melago
utilizados nos experimentos. Conforme relatado anteriormente, o0 meio de melago néo sofreu
nenhum tipo de purificacdo ou clarificacdo, apresentando coloracéo inicial mais escura que 0s
demais meios estudados.

Figura 2 — Aspecto inicial dos meios utilizados nos ensaios fermentativos. (a) sacarose, (b)

glicose e (c) melaco.

W
" | s

Fonte: autores.

A Figura 3 apresenta o aspecto do meio de melago apds 120 h de fermentacdo por E.
coli, na qual é possivel verificar a ocorréncia de turvacdo do meio apds a producdo do
biopolimero.

Figura 3 — Solucéo turva ap6s a producdo do biopolimero no meio de melaco.

Fonte: autores.
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As Figuras 4 e 5 apresentam o aspecto dos biopolimeros produzidos pela fermentacdo

(120 h) dos meios de sacarose, glicose e melaco por E. coli ap6s a secagem em estufa a 50 °C

(24 h). Na Figura 4, o solvente utilizado na precipitacdo dos biopolimeros foi a acetona e na
Figura 5, o solvente foi o alcool isopropilico.

Figura 4 — Aspecto dos biopolimeros produzidos por fermentacdo (120 h) dos meios de

sacarose (a), glicose (b) e melaco (c) por linhagem selvagem de E. coli ap6s

secagem (24 h) em estufa a 50 °C. O solvente utilizado para a precipitacdo dos

biopolimeros foi & acetona

Fonte: autores.

Figura 5 — Aspecto dos biopolimeros produzidos por fermentacdo (120 h) dos meios de
sacarose (a), glicose (b) e melago (c) por linhagem selvagem de E. coli ap6s
secagem (24 h) em estufa a 50 °C. O solvente utilizado para a precipitacdo dos

biopolimeros foi o alcool isopropilico.

Fonte: autores.

Verifica-se na Figura 4 que, quando precipitado em acetona, o biopolimero produzido
no meio de sacarose (a) apresentou coloracdo creme (amarelada); enquanto que aquele
produzido no meio de glicose (b) apresentou coloracdo cobre e o produzido no meio de

melaco (c) apresentou coloragdo marrom escuro.

104



Cultivando o Saber Volume 8 -n°1, p. 95 - 106, 2015 105

De acordo com a Figura 5, verificou-se que os biopolimeros precipitados com &lcool
isopropilico apresentaram coloracdo diferenciada daqueles precipitados em acetona, com
excecao do produzido no meio de melaco. O biopolimero produzido em meio de sacarose (a)
apresentou coloragcdo alaranjada se precipitado em alcool isopropilico; engquanto que o
produzido no meio de glicose (b) apresentou coloragdo marrom e o biopolimero produzido em
meio de melaco (c) apresentou coloragdo marrom escura.

Cabe ressaltar que a coloracdo dos biopolimeros obtidos nos diferentes meios podera
limitar sua aplicacdo para alguns produtos. Porém, considerando que o percentual de uso
necessario para conferir ao produto final caracteristicas espessantes é baixo, o problema da

cor podera desaparecer.

Conclusdes

Os estudos realizados permitiram verificar que objetivando a producdo de
biopolimeros, a utilizacdo de linhagens selvagens de micro-organismos em processos
fermentativos apresenta produtividades muito reduzidas quando comparadas com linhagens
modificadas geneticamente.

Dos trés meios utilizados na producédo do biopolimero (glicose, melaco e sacarose, na
concentracdo de 100 g/L), a fermentacdo em meio tendo como fonte de carbono a sacarose
apresentou a maior produtividade, independentemente do solvente utilizado para extracdo. No
meio de glicose, por sua vez, verificaram-se as menores produtividades.

Com a utilizacdo de acetona como solvente verificou-se maior rendimento na extragao

do biopolimero quando comparado com a utilizacdo do alcool isopropilico.
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