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RESUMO

Substancias poliméricas extracelulares (SPE) sdo excretadas por diversos micro-organismos,
incluindo bactérias diazotréficas, sendo compostos majoritariamente de polissacarideos, além
de proteinas, dcidos nucleicos, lipidios e substancias himicas. A secre¢ao de SPE pelos rizébios
estd associada ao processo de invasdo e desenvolvimento de bacteroides e nddulos nas raizes
das plantas, além de ser uma resposta a estresses ambientais. Por outro lado, a exploragao de
micro-organismos para a producio de SPE tém atraido a atencdo dos pesquisadores devido as
suas aplicacdes potenciais, em que estdo incluidas as embalagens biopoliméricas, que reduzem
impactos ambientais por sua biodegradabilidade, bem como o uso excessivo de materiais
oriundos de recursos nao-renovdveis. Logo, o presente trabalho tem como objetivo principal
avaliar o comportamento de Ensifer meliloti SEMIA 135 frente a diferentes condi¢des de
estresse para biossintese de SPE, bem como avaliar o potencial de aplicacao do biopolimero na
formacdo de filmes biodegradaveis. O meio de cultivo usado foi o caldo YMA (Yeast Mannitol)
em um meio ajustado com pH 7, composto por (g/L): manitol (10); K2HPO4 (0,1); KH2PO4
(0,4); MgS04.7H>0O (0,2); NaCl (0,1); extrato de levedura (0,4); MnCl..7H,O (0,12);
CaCl2.2H20 (0,15). Os cultivos foram realizados em frascos agitados a 30 °C e 200 rpm por 72
h. Diferentes estratégias para promover o aumento da biossintese de SPE foram avaliadas. As
condic¢des de estresse foram: dcido (acido acético, pH 3 e 5), alcalino (hidréxido de sédio, pH
9 e 11) e salino (cloreto de sddio, 0,2 a 1,0 M) em diferentes tempos de cultivo (24 h e 48 h).
Os resultados mostraram um incremento de cerca de 130% na producao de SPE quando Ensifer
meliloti SEMIA 135 foi submetido a adicao de solugdo salina (0,6 M) em 48 h de cultivo,
indicando a potencialidade desta estratégia para aumento da producdo destes biopolimeros. As
SPE foram utilizadas na formulacdo de filme, através da técnica de casting, usando uma solucao
filmogénica com a adi¢do de 20% de plastificante (glicerol) em relagdo a massa de SPE. A
espessura do filme foi de 0,046 mm. A permeabilidade ao vapor de &4gua (7,85
g.mm/kPa.dia.m?) indicou que o filme ndo € adequado para uso como barreira a umidade,
confirmando seu cardter hidrofilico. Em relacdo as propriedades mecanicas, resisténcia a tragao
e capacidade de elongagdo (52,90 MPa e 6,73%, respectivamente), o filme apresentou valores
superiores a alguns filmes obtidos com polissacarideos microbianos. Quanto a cor, o filme
apresentou uma alta luminosidade (L* = 93,87). Desta forma, as SPE produzidas por Ensifer
meliloti SEMIA 135 mostram-se promissoras para a elaboragao de filmes biodegraddveis com
potencial comercial.

Palavras-chave: rizébios, bactérias diazotréficas, estresse abidtico, filmes biopoliméricos.



ABSTRACT

Extracellular polymeric substances (EPS) are excreted by several microorganisms, including
diazotrophic bacteria, and are mainly composed by polysaccharides, in addition to proteins,
nucleic acids, lipids and humic substances. Secretion of SPE by rhizobia is associated with the
process of invasion and development of bacteroides and nodules on plant roots, in addition to
being a response to environmental stress. On the other hand, the exploitation of microorganisms
to produce SPE has attracted the attention of researchers due to its potential applications, which
include biopolymeric packaging, which reduces environmental impacts due to their
biodegradability, as well as the excessive use of materials from non-renewable resources.
Therefore, the main objective of this work is to evaluate the behavior of Ensifer meliloti SEMIA
135 under different stress conditions for SPE biosynthesis, as well as to evaluate the potential
application of the biopolymer in the formation of biodegradable films. The culture medium
used was YMA broth (Yeast Mannitol) adjusted to pH 7, composed by (g/L): mannitol (10);
K2HPOy4 (0.1); KH2PO4 (0.4); MgS04.7H20 (0.2); NaCl (0.1); yeast extract (0.4); MnCl..7H,0
(0.12); CaCl2.2H20 (0.15). Cultivations were carried out in shaken flasks at 30 °C and 200 rpm
for 72 h. Different strategies to promote increased SPE biosynthesis were evaluated. The stress
conditions were: acidic (acetic acid, pH 3 and 5), alkaline (sodium hydroxide, pH 9 and 12) and
saline (sodium chloride, 0.2 to 1.0 M) at different cultivation times (24 h and 48 h). The results
showed an increase of about 130% in the production of SPE when Ensifer meliloti SEMIA 135
was submitted to the addition of saline solution (0.6 M) in 48 h of cultivation, indicating the
potential of this strategy to increase the production of these biopolymers. The SPE were used
in the film formulation, through the casting technique, using a filmogenic solution with the
addition of 20% plasticizer (glycerol) in relation to the mass of SPE. The film thickness was
0.046 mm. Water vapor permeability (7.85 g.mm/kPa.day.m?) indicated that the film is not
suitable for use as a moisture barrier, confirming its hydrophilic character. Regarding the
mechanical properties, tensile strength and elongation (52.90 MPa and 6.73%, respectively),
the film showed higher values than some films obtained with microbial polysaccharides. As for
color, the film showed a high luminosity (L* = 93.87. Thus, the SPE produced by Ensifer
meliloti SEMIA 135 are promising for the development of biodegradable films with
commercial potential.

Keywords: rhizobia, diazotrophic bacteria, abiotic stress, biopolymeric films.
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1. INTRODUCAO GERAL

H4 um crescente interesse pelos biopolimeros de origem microbiana, ja4 que esses
exibem vantagens na sua obtencdo com relacdo as outras fontes, tais como: produgdo
independente de condi¢des climéticas, possibilidade de utilizagdo de matérias-primas regionais,
maior rapidez na obtencao do produto acabado e necessidade de espaco relativamente pequeno.
Além disso, os polimeros de origem microbiana apresentam maior uniformidade em suas
propriedades fisico-quimicas devido a especificidade do micro-organismo utilizado e a
possibilidade de controle dos pardmetros de cultivo, tais como pH, temperatura, taxa de aeragao,
velocidade de agitacdo, tempo de cultivo e composi¢do do meio de cultura (OLIVEIRA, 2013;
FREITAS; ALVES; REIS, 2011).

Neste sentindo, destacam-se as substincias poliméricas extracelulares (SPE), que
podem ser excretadas por diversos micro-organismos, sendo estas uma mistura complexa
formada majoritariamente por polissacarideos, além de proteinas, dcidos nucleicos, lipidios e
substincias humicas (VU et al., 2009). As SPE sdo sintetizadas por micro-organismos €
acumuladas no ambiente extracelular, apresentando uma ampla variedade de combinagdes
estruturais que ddo origem a diferentes propriedades e, assim, possibilidades de aplicacdes
distintas (MOSCOVICI, 2015).

Bactérias diazotréficas, micro-organismos que constituem associacdes simbidticas com
leguminosas, possibilitando a fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico ao reduzi-lo a
amoOnia, sdo reconhecidas como produtoras de SPE com potencial comercial (CASTELLANE
et al,, 2015; CASTELLANE et al.,, 2017; OLIVEIRA; AMARAL; BURKERT, 2018;
OLIVEIRA, MICHELON; BURKERT, 2020; ROESLER et al., 2021).

Existem varias pesquisas para o estabelecimento de condi¢des de cultivo com o intuito
de aumentar a producdo de polimeros por micro-organismos, bem como reduzir custos,
principalmente com o meio de cultivo. Baseiam-se, principalmente, na mudanca de fonte de
carbono com a utilizagdo de residuos agroindustriais (OLIVEIRA, AMARAL, BURKERT,
2018; GONZALEZ, 2019; OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020; ROESLER, 2021) e
varia¢do das condigdes operacionais tais como temperatura, aeragdo, agitacao, pH e razdo C/N,
entre outras (STAUDT; WOLFE; SHROUT, 2012; CRUZ, 2021; SANTOS, 2022).

Por outro lado, com este mesmo intuito, uma estratégia ainda pouco explorada é a
submissdo do micro-organismo a uma condicdo de estresse durante o cultivo. Como exemplos,
o uso de estresse dcido (LUVIELMO et al., 2016) e estresse alcalino (SHEHNI et al., 2011) no

cultivo de Xanthomonas campestris para produc¢do de goma xantana e a utilizacdo de estresse
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salino na producdo de SPE por cianobactérias (OZTURK; ASLIM, 2010) resultaram em um
maior rendimento dos biopolimero. No trabalho de Trindade, Munhoz e Burkert (2018), o
estresse alcalino levou a incrementos de 133,80%, 73,69% e 164,86% na produgdo de xantana
quando sacarose, glicerol bruto ou uma mistura de ambos foram usados como fonte de carbono,
respectivamente. E, apesar do comportamento reoldgico similar, a viscosidade inicial das
suspensodes de goma foi menor quando o estresse alcalino foi empregado

Segundo Galdeano et al. (2009), materiais sintéticos sdo resistentes ao ataque quimico
e bioldgico, o que faz com que os mesmos tenham durabilidade e suas propriedades mantidas
por periodos prolongados, logo o tempo necessdrio para a sua degradacao € longo, causando
impactos ambientais. Diante disto, o uso de polimeros biodegraddveis caracteriza-se como uma
possivel alternativa para reduzir tais efeitos. Entre os biomateriais com potencial aplica¢do na
formacao de filmes, tém-se destacado as SPE microbianas, conforme proposto por Piermaria et
al. (2009) e Alves et al. (2011), obtendo-se filmes com 6timas propriedades. No entanto, ndo
ha mencao na literartura de filmes biodegraddveis obtidos a partir de SPE rizobianas.

O Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Escola de Quimica e Alimentos (EQA)
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) vem se dedicando ao estudo da produgdo de
SPE de bactérias diazotréficas, avaliando o potencial de producdo de diferentes micro-
organismos, tais como Mesorhizobium sp. SEMIA 816 (OLIVEIRA; AMARAL; BURKERT,
2018; GONZALEZ, 2019; OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020; ROESLER et al.,
2021), Mesorhizobium huakuii SEMIA 6454 (GONZALEZ, 2019) e Rhizobium hautlense
SEMIA 6450 (OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020). Neste contexto, o presente
trabalho visa contribuir na elucidac@o de alguns aspectos da producao e aplicacdo de SPE de

Ensifer meliloti SEMIA 135.
2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o comportamento de Ensifer meliloti SEMIA 135 frente a diferentes condi¢Oes

de estresse para biossintese de SPE, bem como avaliar o potencial de aplica¢do do biopolimero

na formacdo de filmes biodegradaveis.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o comportamento do micro-organismo Ensifer meliloti SEMIA 135, em termos de
producdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE), quando submetido a condicdes
de estresse acido (pH 3 e 5), alcalino (pH 9 e 11) e salino (0,2 M a 1 M), em diferentes
tempos de cultivo (24 h ou 48 h).

Elaborar filme biopolimérico, utilizando substancias poliméricas extracelulares (SPE) de
Ensifer meliloti SEMIA 135 como biopolimero e glicerol como plastificante,

caracterizando-o com relacdo as propriedades de barreira, mecanicas, opticas e estruturais.



CAPITULO 11
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SUBSTANCIAS POLIMERICAS EXTRACELULARES — SPE

Os biopolimeros de origem microbiana, que sdo conhecidos como Substancias
Poliméricas Extracelulares - SPE (EPS, do inglés Extracellular Polymeric Substances), sdo
constituidos por uma mistura de polimeros de alta massa molar. A composi¢do quimica das
SPE ¢ muito heterogénea e complexa. No entanto, de um modo geral, sdo os polissacarideos
que predominam (WIMPENNEY; PETERS; SCOURFIELD, 1993), também podendo ser
constituidos por proteinas, substancias himicas, acidos nucleicos (JAHN; NIELSEN, 1995),
glicoproteinas e fosfolipidios (PHILLIPS et al., 2010). A concentracdo de cada componente das
SPE influéncia diretamente nas suas caracteristicas e, consequentemente, nas suas aplicagcoes
tecnolégicas (OMOIKE; CHOROVER, 2006; SHI et al., 2017).

Destaca-se que a sigla EPS foi usada como uma abreviatura para polissacarideos
extracelulares, exopolimeros ou exopolissacarideos (COSTA; RAAIJMAKERS; KURAMAE,
2018). No entanto, os agregados de células microbianas formam biofilmes, criando uma rede
de substancias poliméricas extracelulares, que incluem quaisquer substincias de origem
bioldgica (GEESEY, 1982). Thomas Neu, Hans-Curt Flemming e seus colaboradores também
conceituaram a sigla EPS para integrar as substancias poliméricas extracelulares ou secregdes
bacterianas. A abreviatura foi estruturada para ressaltar a ampla gama de moléculas tais como
proteinas, polissacarideos, dcidos nucleicos e lipidios que compreendem estas secrecoes
(DECHO,2013).

Os polissacarideos constituem o principal componente das SPE, sendo que a capacidade
de algumas bactérias em produzi-los € reconhecida hd décadas. Os polissacarideos
extracelulares sdo classificados como polissacarideos capsulares ou exopolissacarideos, logo
quando bactérias sdo cultivadas em cultura liquida e em seguida centrifugadas, os
polissacarideos extracelulares que permanecem associados a célula bacteriana sdo referidos
como cdpsula, enquanto aqueles que permanecem no sobrenadante sdo referidos como
exopolissacarideos (BRANDA et al., 2005).

Virios setores da inddstria de alimentos, farmacéutica, petrolifera, cosmética, téxtil, de
tintas, produtos agricolas, entre outras, utilizam polissacarideos microbianos, devido as suas
caracteristicas estruturais e, consequentemente, as suas propriedades. Logo, dependendo de sua

estrutura quimica, sdo utilizados como emulsificantes, estabilizantes, ligantes, agentes
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gelificantes, coagulantes, lubrificantes e formadores de filme. Esses biopolimeros emergiram
rapidamente como uma nova e importante fonte industrial de material polimérico, competindo
gradualmente, sob o ponto de vista econdmico, com gomas naturais de algas marinhas e plantas
(LOPES; ANDRADE; MANO, 1991; LOPES; ANDRADE, 1995). Comparado com as plantas,
os polissacarideos microbianos sd@o mais adequados a producdo em larga escala, independendo
das condi¢des climdticas e sazonalidade, bem como permitindo um melhor controle do
processo. Além disso, a diversidade microbiana permite a obtenc¢do de polissacarideos com

propriedades especificas, ampliando as possibilidades de aplicagao (KHAN et al., 2022).

2.2 MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES DE SPE

Bactérias fixadoras de nitrogénio sdo geralmente produtoras de SPE (BECKER;
PUHLER, 1998). Dentre estas, as da ordem Rhizobiales, pertencentes as familias Rhizobiaceae
(géneros Rhizobium, Sinorhizobium e Ensifer) e Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium),
sintetizam SPE (BECKER; PUHLER, 1998; CASTELLANE; LEMOS, 2007).

Bactérias dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Agrobacterium, Bradyrizobium e
Mesorhizobium constituem o grupo dos rizébios, as quais sdo Gram-negativas, aerobias,
capazes de produzir desde homopolissacarideos, como simples glicanas, até
heteropolissacarideos complexos (MONTEIRO et al., 2012; RIBEIRO, 2015; RIBEIRO;
BURKERT, 2016). De acordo com Monteiro et al. (2012), existem alguns tipos de biopolimeros
produzidos por essas bactérias, como succinoglicanas, poliglicurananas e glicanas ciclicas,
sendo estes constituidos por D-glicose, D-galactose e dcido D-glicurénico, contendo ou nao
piruvato, sendo este ultimo geralmente ligado as ramificacdes e grupos O-acetil.

Segundo Reinhold-Hurek e Hurek (1998), os rizobios sdo bactérias estudadas para
producdo de biopolimeros com potencial industrial e sdo classificados como bactérias
diazotréficas. Os micro-organismos diazotréficos possibilitam a fixacdo bioldgica do
nitrogénio atmosférico ao reduzi-lo via enzimatica a amonia, sendo desta forma accessivel aos
organismos vivos. Os autores afirmam também que plantas constituem associagdes simbioticas
com bactérias diazotréficas para obter este beneficio. A simbiose entre leguminosas e rizébios
€ um caso dessas associacdes, onde estas bactérias fixam nitrogénio como endossimbiontes,
dentro de nédulos radiculares em um microambiente rico em nutrientes. Estas associa¢des sao
muito especificas entre estes parceiros simbidticos, significando que sO certas combinacdes
entre estes organismos sao efetivas para o processo de fixacdo (SCHULTZE; KONDOROSI,
1998).
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A fonte de carbono comumente utilizada no cultivo destas bactérias é o manitol
(FERNANDES JUNIOR et al., 2010; PRIYANKA et al., 2015; RAZIKA et al., 2012), mas
diversos estudos t€ém abordado a substituicdo do manitol por outras fontes de carbono, como
o glicerol (CASTELLANE; LEMOS, 2007), glicose e galactose (CASTELLANE; LEMOS,
2007; RAZIKA et al., 2012) e sacarose (CASTELLANE; LEMOS, 2007; CASTELLANE;
LEMOS; LEMOS, 2014; CASTELLANE et al.,, 2015; CASTELLANE et al., 2017;
MORETTO et al., 2015, RAZIKA et al., 2012). Devido ao alto custo para utilizacdo dos
acucares citados acima, fontes de carbono alternativas vém sendo pesquisadas, como o uso de
coprodutos agroindustriais, tais como: glicerol oriundo do biodiesel (RIBEIRO, 2015;
OLIVEIRA; AMARAL; BURKERT, 2018); coprodutos lacteos, como permeado de soro
(TRINDADE, 2018; GONZALEZ, 2019) e colostro bovino (GONZALEZ, 2019); melaco de
soja (OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020); e hidrolisado de cascas de soja
(ROESLER, 2021).

2.3 ESTRESSE SALINO, ALCALINO E ACIDO

Para as condic¢des 6timas de crescimento, os organismos unicelulares precisam de um
ambiente intracelular especifico e balanceado. Diferentes condi¢des no ambiente externo
podem resultar em uma variedade de perturbacdes que podem reduzir a atividade enzimatica,
interromper o fluxo metabdlico, danificar as estruturas celulares e alterar os gradientes
quimicos levando a célula a uma condi¢do de instabilidade. Entretanto, as células sdo capazes
de manter a homeostase mesmo diante de mudancas no ambiente externo (GASCH et al.,
2000).

A resposta aos diferentes tipos de estresse € uma caracteristica fundamental na
adaptacdo dos organismos vivos as condi¢des adversas do ambiente (MELO, 2006). Logo,
pesquisas vém sendo realizadas para compreender o comportamento dos micro-organismos
frente a condi¢des de estresse. Luvielmo et al. (2016) demostraram que 9,4 g/L. de goma
xantana foram obtidos apds 72 h de cultivo, enquanto 11,8 g/ de goma xantana foram obtidos
apos 1 h de estresse alcalino, utilizando hidréxido de s6dio 10 M até atingir um pH de 12, o
que representa um aumento de 25,7% na producdo. Depois de 24 h de estresse alcalino, a
quantidade de biopolimero aumentou para 16,5 g/L, representando um aumento de 74,8% na
producdo de xantana em relacdo ao processo convencional sem estresse alcalino. De acordo
com 0s mesmos autores, os resultados encontrados indicam que o estresse alcalino pode

induzir as células a produzirem uma quantidade maior de xantana como um mecanismo de
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protecdo contra condi¢des adversas do meio.

Ozturk e Aslim (2010) realizaram uma investigacio para determinar a correlacdo entre
a resisténcia ao sal e a produgdo de SPE por trés isolados de cianobactérias. Os referidos
autores afirmam que o estresse salino € um dos mais importantes para micro-organismos, no
entanto ndo existe muito conhecimento relacionado a esse comportamento. Os autores
analisaram no seu trabalho o efeito da concentracdo de cloreto de sédio (0,2 e 0,4 M) na
producdo de SPE por trés linhagens (Synechocystis sp. BASO444, Synechocystis sp.
BASOS511 e Synechocystis sp. BASO507). Observaram aumento significativo e regular na
producdo de SPE por Synechocystis sp. BASO444, de 500 mg/L, sem NaCl, para 650 mg/L
com 0,4 M de NaCl. Condi¢des de alta salinidade causam efeitos de estresse no micro-
organismo que, como resposta, elevam a producdo de SPE, com o intuito de aliviar os efeitos
do estresse sobre o crescimento e atividade metabdlica (MOSHABAKI ISFAHANI et al.,
2018).

Shehni et al. (2011) utilizaram 4cido acético para aumentar a producdo de xantana a
partir do Xanthomonas campestris b82, sendo que o 4cido utilizado € um acido carboxilico
organico relativamente fraco que as vezes € usado em pequenas quantidades na formacdo de
goma xantana. Assim, duas concentracdes de dcido acético (de 1,56 e 6,25 mM), em um (apds
24 h), dois (apds 24 e 26 h) ou trés pulsos (apds 22, 24 e 26 h) foram adicionadas ao meio,
com posterior 72 h de incubacdo a 28-30°C. O aumento na concentragdo de xantana foi
observado de acordo com as concentracdes € nimeros de pulsos de adi¢do de 4cido acético,
sendo que a formac¢do de xantana aumentou quando foram alimentados dois pulsos de 6,25
mM apés 24 e 26 h de incubacdo. Observaram também que o aumento da concentracdo do
acido ndo apresentou um efeito significativo na sintese de xantana. Sendo assim, os autores
concluiram que os resultados encontrados mostraram efeito positivo da adi¢do de 4cido acético

na biossintese de xantana por Xanthomonas campestris b82.

2.4 USO DE BIOPOLIMEROS COMO EMBALAGENS

O uso de revestimentos de protecio e embalagens adequadas pela industria de
alimentos se tornou um tema de grande interesse devido ao seu potencial para aumentar a vida
util de muitos produtos alimenticios e ainda minimizar o impacto ambiental gerado pelos
residuos e descarte de polimeros sintéticos, tais como polimetacrilato de metila (acrilico),
poliestireno, policloreto de vinila (PVC), polietileno e polipropileno. Sendo assim, incentiva-

se a exploracao e pesquisas de novos produtos de base bioldgica para materiais de embalagem,
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como filmes comestiveis e biodegraddveis de recursos renovaveis (BRITO et al., 2011).

O processo de biodegradacdo baseia-se na conversio de compostos organicos em
compostos simples através do ciclo elementar do carbono, nitrogénio e enxofre, levando em
consideracdo a acdo de micro-organismos e enzimas encontrados no solo. Embalagens e
polimeros biodegradaveis por sua vez sdo fontes de nutrientes e, em condi¢des normais de
umidade, pressdo e temperatura, sdo consumidos e degradados (LANDIM et al., 2016).

Neste sentido, nas ultimas duas décadas, houve um crescente interesse publico e
cientifico com relagdo ao uso e desenvolvimento de biopolimeros. Além de possuirem as
propriedades fisicas e quimicas semelhantes aos plésticos sintéticos convencionais, eles
podem ser obtidos a partir de fontes renovaveis (RHIM; PARK; HA, 2013). Entretanto, ainda
ha limitacdes de aplicacdo quando comparados aos materiais sintéticos, por serem menos
flexiveis e apresentarem alto custo (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

Pesquisas estdo sendo realizadas para a aplicacido dos biopolimeros na elaboracdo de
filmes. Dependendo da matriz polimérica, o filme tem diferentes caracteristicas tecnoldgicas,
como por exemplo: filmes formados por polissacarideos e proteinas possuem excelentes
propriedades mecanicas, porém apresentam alta permeabilidade ao vapor de dgua; o contririo

ocorrendo com os filmes compostos de lipidios (GALLO et al., 2000).

2.5 FORMACAO DE FILMES

Os filmes biopoliméricos sdo formados por polimeros naturais como os polissacarideos,
proteinas e lipidios (MUZZARELLI, 2001). Diversas matérias-primas estao sendo pesquisadas
para obtenc¢ao de filmes biopoliméricos, onde os mais utilizados sdo os polissacarideos, com
destaque para o amido, celulose, quitina, quitosana, xantana e alguns polipeptideos naturais
(FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). A degradagdo destes polimeros na natureza ocorre
por fungos que secretam endo e exoenzimas e por micro-organismos especificos que degradam
o polissacarideo até aos produtos finais CO; e 4gua (SHIGEMASA et al., 1999).

Definem-se como filmes biodegradaveis as finas peliculas obtidas a partir de material
biodegraddvel, tais como polissacarideos, proteinas e lipidios oriundos das mais diversas fontes,
utilizando também solventes e plastificantes, tendo sua utilizagdo baseada principalmente na
protecao dos alimentos através de barreiras a agentes externos, desta forma protegendo os
produtos e elevando o tempo de vida util dos mesmos (KROCHTA, 2002).

Dentre as técnicas mais utilizadas na obtenc¢do de filmes destaca-se o método de casting,

o qual consiste na dispersao ou solubilizacdo de biopolimeros em um solvente adicionado de
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plastificantes, obtendo assim uma solucdo filmogénica que apds estar seca é capaz de formar
um filme (SOARES, 2012).

Os plastificantes comumente usados na producao de filmes sdo os polidis, tais como o
glicerol e o sorbitol, devido a compatibilidade destes com diversos polimeros (LEE; CHOI,
1998). O glicerol caracteriza-se como uma molécula altamente higroscépica, de baixa massa
molar, baixo custo, atéxico e de alto ponto de ebulicdo. Este plastificante é considerado como
um dos mais efetivos em termos de propriedades térmicas e mecanicas, uma vez que possui a
capacidade de reduzir o nimero de pontes de hidrogénio, interferindo no espago molecular,
bem como pelo fato de que possui a capacidade de se inserir e posicionar-se dentro da rede
tridimensional do biopolimero (HAN et al., 2006; HERNANDEZ-IZQUIERDO; KROCHTA,
2008).

Sabe-se pouco em relacdo a aplicacdo de SPE em filmes. No entanto, Piermaria et al.
(2009) elaboraram filmes a partir de Kefiran, um polissacarideo obtido pela microflora de graos
de Kefir. Nesse estudo, os autores avaliaram diferentes concentragdes de polissacarideos e
glicerol. Foi possivel a formacdo de filmes transparentes comestiveis, sendo a melhor
performance obtida com concentracdo de 10 g/kg de polissacarideos e a utilizagdo de 25 g de
glicerol por 100 g de Kefiran. Tais valores permitiram obter uma matriz com menor
permeabilidade ao vapor de dgua e excelente flexibilidade, ainda maior do que aquelas
correspondentes ao polietileno de baixa densidade, que é comumente utilizado nas inddstrias
alimenticias.

Alves et al. (2011) produziram SPE por Pseudomonas oleovorans NRRL B-14682
cultivada em um meio modificado suplementado com glicerol (subproduto). Os filmes
produzidos se apresentaram transparentes, de facil manuseio, mesmo apresentando certa rigidez
e com baixa tensdao na ruptura quando submetido a testes de tracdo. Apresentaram, também,
alta permeabilidade ao vapor de dgua, mas exibiram boas propriedades de barreira ao diéxido
de carbono, melhor do que alguns polimeros sintéticos. Os autores, ainda, realizaram testes
preliminares quanto a biodegradabilidade dos filmes, os quais revelaram uma boa
biodegrada¢do em um experimento de 28 dias em placas de 4gar com um indculo preparado a
partir de uma amostra de solo.

Gongi et al. (2022) estudaram a elaboracdo de filmes a partir da sintese de SPE
produzidas pela microalga termofilica Graesiella sp. Os resultados mostraram uma estrutura
compacta € homogénea. Apesar de sua baixa resisténcia a tracao (16,24 MPa) e capacidade de
elongacdo (4,76%), em comparagdo com outros filmes sintéticos, o filme exibiu uma resisténcia

a perfuracado, permeabilidade ao vapor de dgua (0,008 kg/s.m2.Pa) e transparéncia 6tima para
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filmes. Além disso, os autores realizaram a aplicacdo do filme em embalagens de carne,
aumentando a vida util da carne durante o armazenamento a frio, limitando a deterioracao
microbioldgica e reduzindo a perda de qualidade em relacdo a oxidacao lipidica, degradagdo de
proteinas e descoloracdo. Afirmam ainda que os filmes sdo uma possivel alternativa para
substituir embalagens sintéticas poluentes por um material natural, biodegraddvel e de
qualidade alimentar.

De maneira similar, 4cido hialurdnico (SUN; ZHITOMIRSKY, 2009) e gelana (XU et
al., 2007) sao outros exemplos de polissacarideos microbianos que foram testados para produzir
filmes biodegraddveis. A goma xantana, por sua vez, vem sendo utilizada em misturas com

outros biopolimeros (SOARES et al., 2005).
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CAPITULO 111

Biossintese de Substancias Poliméricas Extracelulares por Ensifer meliloti SEMIA 135 sob

Diferentes Condi¢des de Estresse
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RESUMO

O objetivo principal deste trabalho foi investigar os efeitos de diferentes estresses quimicos
(4cido, alcalino e salino) na produgdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE) de
Ensifer meliloti SEMIA 135. O meio de cultivo usado foi o caldo YMA (Yeast Mannitol) em
um meio ajustado com pH 7, composto por (g/L): manitol (10); KzHPO4 (0,1); KH2PO4 (0,4);
MgS04.7H20 (0,2); NaCl (0,1); extrato de levedura (0,4); MnCl.7H>0 (0,12); CaCl,.2H>O
(0,15). Os cultivos foram realizados em frascos agitados a 30 °C e 200 rpm por 72h. Diferentes
estratégias para promover o aumento da biossintese de SPE foram avaliadas. As condicdes de
estresse foram: 4cido (4cido acético, pH 3 e 5), alcalino (hidréxido de sédio, pH9 e 11) e salino
(cloreto de sddio, 0,2 a 1,0 M) em diferentes tempos de cultivo (24 h e 48 h). Os resultados
mostraram um incremento de cerca de 130% na producdo de SPE quando Ensifer meliloti
SEMIA 135 foi submetido a adicao de solugdo salina (0,6 M) em 48 h de cultivo, indicando a
potencialidade desta estratégia para aumento da produgdo destes biopolimeros.

Palavras-Chaves: estresse abidtico, biopolimeros, bactérias diazotréficas.
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1. INTRODUCAO

Substancias Poliméricas Extracelulares - SPE (EPS, do inglés Extracellular Polymeric
Substances) sdo constituidas por uma mistura de polimeros de alta massa molar. A composi¢ao
quimica das SPE € muito heterogénea e complexa. No entanto, de um modo geral, sdo os
polissacarideos que predominam (WIMPENNEY; PETERS; SCOURFIELD, 1993), também
podendo conter proteinas, substancias himicas, acidos nucleicos (JAHN; NIELSEN, 1995),
glicoproteinas e fosfolipidios (PHILLIPS et al., 2010).

As SPE podem ser produzidas por vérios grupos de micro-organismos, tais como fungos
filamentosos, leveduras e bactérias, sendo que diversos estudos vém sendo conduzidos com o
intuito de estabelecer as melhores condi¢Oes visando aumentar a producao. Soma-se a i1Sso 0
crescente interesse em recursos renovaveis que estd conduzindo também a expansido do
mercado de SPE microbianas (PESSOA et al., 2019).

Os rizébios constituem um grupo de bactérias fixadoras de nitrogénio que produzem
uma variedade de SPE, desde glicanas simples até heteropolimeros complexos. A secrec¢do de
SPE pelos rizébios esta associada ao processo de invasdo e desenvolvimento de bacteroides e
nédulos nas raizes das plantas, além de ser uma resposta a estresses ambientais. Existem
diferentes tipos de polissacarideos de superficie, como lipopolissacarideos, polissacarideos
capsulares e polissacarideos neutros e dcidos encontrados nos rizébios. A producdo de
polissacarideos simbioticamente ativos também pode fornecer adaptabilidade ao estresse para
cepas de rizébios contra mudangas nas condi¢cOes ambientais (SENTHIL KUMAR;
SWARNALAKSHMI; ANNAPURNA, 2017).

Estudos envolvendo a producdo de SPE por rizébios tém sido focados sobretudo na
mudanca da fonte de carbono comumente utilizada (manitol) por residuos agroindustriais
(OLIVEIRA, AMARAL, BURKERT, 2018; GONZALEZ, 2019; OLIVEIRA; MICHELON;
BURKERT, 2020; ROESLER, 2021) e variacdo das condicdes operacionais tais como
temperatura, aeracdo, agitacdo, pH e razao C/N, entre outras (STAUDT; WOLFE; SHROUT,
2012; SANTOS, 2022; CRUZ, 2021).

Por outro lado, tem sido reportado que um incremento na produ¢do de biopolimeros
microbianos pode ser conseguido como uma resposta a uma condi¢ao de estresse a que 0 micro-
organismo € submetido, como na produg¢do de goma xantana (TRINDADE; MUNHOZ;
BURKERT, 2018; LUVIELMO et al., 2016; SHEHNI et al., 2011). Entretanto, tal estratégia

ndo € reportada para os rizobios. Desta forma, este trabalho propde avaliar o efeito de diferentes
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condi¢des de estresse (dcido, alcalino e salino) na biossintese de SPE por Ensifer meliloti

SEMIA 135.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de Engenharia de
Bioprocessos da Escola de Quimica de Alimentos (EQA) da Universidade Federal do Rio

Grande (FURG), utilizando também a estrutura de outros laboratérios da unidade.

2.1 MATERIAL

2.1.1 Micro-organismo

A bactéria Ensifer meliloti SEMIA 135 utilizada no presente estudo foi fornecida pelo
Departamento de Diagndstico e Pesquisa Agropecudria - DDPA da Secretaria de Agricultura,

Pecudria e Irrigacdo - SEAP (Porto Alegre, RS, Brasil).

2.2 METODOS

2.2.1 Cultivos para Produciao de SPE

2.2.1.1 Manutengao da cultura

A vpartir da cultura refrigerada a 8°C, foram realizados repiques sucessivos, sendo
utilizado o dgar YMA (Yeast Mannitol), contendo (g/L): manitol (10); KoHPO4 (0,4);
MgS04.7H20 (0,2); NaCl (0,1); extrato de levedura (0,4); dgar (15). A bactéria foi incubada
em estufa bacterioldgica (Quimis QE316M2, Brasil) a 30°C por 48 h. A cepa foi mantida

refrigerada (8 °C), sendo realizados repiques trimestrais.
2.2.1.2 Preparo do in6culo
O ind6culo foi preparado partindo de um tubo contendo a cultura microbiana reativada,

sendo coletada com 10 mL dgua peptonada 0,1% (m/v), a fim de resultar em uma suspensao de

células. Posteriormente, transferiu-se para frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de
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caldo YMA, com a seguinte composi¢ao (g/L): 10 manitol; 0,1 KoHPO4; 0,4 KH2POy; 0,2
MgS04.7H20; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de levedura. Os frascos foram mantidos em incubadora

refrigerada com agitagdo orbital (Tecnal TE-424, Brasil) a 30°C e 200 rpm, até atingir a
densidade ética (DO) de 0,8 a 600 nm (STAUDT; WOLFE; SHROUT, 2012).

2.2.1.3 Cultivos em frascos agitados

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de
meio com a seguinte composi¢do (g/L): 10 manitol; 0,1 KoHPO4; 0,4 KH>PO4; 0,2
MgS04.7H20; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de levedura; 0,12 MnCl,.7H>0; 0,15 CaCl..2H,0; pH
ajustado em 7,0. Os frascos foram incubados a 30 °C e 200 rpm por 72 h, adicionando-se 10%
v/v de inéculo (OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020). Foram realizados cultivos
submetidos ao estresse alcalino, salino e dcido (em 24 h ou 48 h ap6s a inoculacdo), bem como

um cultivo controle (sem estresse). Todos os cultivos foram realizados em triplicata.
2.2.2 Condicoes de Estresse
2.2.2.1 Estresse alcalino

Em 24 h ou 48 h apo6s o inicio do cultivo, foram adicionados 0,15 mL de hidréxido de
s6dio 10 M para atingir pH 9 e 0,35 mL para pH 11, baseado em Luvielmo et al. (2016), com
adaptacdes. Ap6s 72 h de cultivo, foram retiradas amostras para determinagdo da concentragao
de SPE.
2.2.2.2 Estresse salino

Nos tempos de 24 e 48 h, apds o inicio do cultivos, foram adicionadas solugdes de NaCl
nas concentragdes de 0,2, 0.4, 0,6, 0,8 e 1 M, baseado em Ozturk e Aslim (2010), com

adaptacdes. Apos 72 h, foram retiradas amostras para determinagdo da concentracdo de SPE.

2.2.2.3 Estresse acido
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Em 24 h ou 48 h ap6s o inicio dos cultivos, foram adicionados 0,3 mL de acido acético
para obter pH 3 e 0,15 mL para pH 5, baseado em Shehni et al. (2011), com adaptacdes. Apos

72 h de cultivo, amostras foram retiradas para a determinagao da concentragio de SPE.

2.2.3 Determinaciao de SPE e Biomassa

A recuperacdo do SPE do meio de cultivo foi realizada através da centrifugacio
(Eppendorf modelo 5804-R, Alemanha) a 13.000 x g por 30 min a 4 °C para separar a biomassa
microbiana do sobrenadante. A fim de facilitar a separa¢do, nos tubos foram adicionados o meio
de cultivo e a mesma quantidade de uma solu¢do de NaCl 0,89% (ALVES-GAUTERIO;
MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2015). O sobrenadante foi reservado para a precipitacdo das
SPE pela adicao de dlcool etilico 96% (1:3 v/v). Esta solug@o ficou em repouso por 24 h a + 8
°C (YANG et al., 2018, com modificacdes).

Posteriormente, com auxilio de uma espatula, as SPE precipitadas foram transferidas
para placas de Petri, previamente pesadas, secando em estufa a 50 °C por 24 h,sendo entdo
pesadas. As SPE obtidas foram maceradas e armazenadas em dessecador com umidade
controlada com brometo de célcio.

A biomassa da solu¢do foi monitorada nos tempos de 0, 24, 48 e 72 h (em triplicata) por
absorbancia em espectrofotometro (Bioespectro SP-220, China) a 600 nm, sendo expressa em
massa seca (g/L), obtida a partir da curva padrdo previamente determinada (Apéndice 1)

(TRINDADE et al., 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os dados relativos aos estresses dcido e alcalino. Pode-se observar
que houve diferencas significativas (p<0,05) para os diferentes pH, em relacdo ao controle,
quando a adi¢ao de 4cido ou élcali ocorreu em 24 h de cultivo. Em todos os pH testados houve
uma reducgdo da concentracdo de SPE em relacido ao controle (sem estresse), com menores
valores para os pH 3 e 5, que ndo diferiram entre si (p>0,05). J4 em relacdo a biomassa (Tabela
2), observa-se reducdo da producdo de biomassa em 72 h de cultivo quando comparado ao
controle, com excecdo do pH 9, que foi estatisticamente igual (p>0,05), indicando o efeito
negativo das condi¢des de estresse testadas sobre o crescimento celular. Por outro lado,
conforme Figura 1A, € possivel observar que, apds a adi¢do de acido ou dalcali, houve uma

tendéncia a desaceleracao do crescimento celular, o que nao foi observado no controle, em que
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houve um incremento de biomassa apds 24 h de cultivo, o que pode ter contribuido para a
reduc¢do da producio de SPE.

Com relac@o a adi¢do em 48 h (Tabela 1), comportamento similar foi observado em
relacdo a producdo de SPE, com diminui¢do da concentracdo em relacdo ao controle, com
excecdo do pH 9, cuja producdo foi estatisticamente igual (p>0,05) ao controle. Da mesma
forma, a biomassa em 72 h de cultivo foi estatisticamente diferente ao comparar-se com o
controle (p<0,05) para todos os pH testados (Tabela 2), sendo corroborado pelo comportamento
observado na Figura 1B, com uma tendéncia de reducdo da biomassa nos pH mais extremos (3
e 11) a partir de 48 h. Luviemo et al. (2016) observaram diferencas estruturais apds o estresse
alcalino durante o cultivo de Xanthomonas campestris pv. manihotis 280-95 para produgdo de
xantana, incluindo um citoplasma mais vacuolizado e descontinuidades na membrana celular,

indicando lise celular.

Tabela 1- Estresses 4cido e alcalino na produ¢do de SPE por Ensifer meliloti SEMIA 135 em

72 h de cultivo.
Tempo de Adicao da Soluciao Acida/Alcalina

PH 24 h 48 h
Controle* 1,020,044 1,020,044
3 0,24+0,04B 0,55+0,08%4
5 0,26+0,04B 0,63£0,15%4
9 0,64+0,02°8 0,9540,044
11 0,61+0,12>4 0,660,194

* Sem adi¢@o de solugdo 4cida ou alcalina.

Valores médios + desvio padrio (n=3).

Letras mintusculas iguais na mesma coluna representam que nao ha diferenca significativa nas concentragdes
de SPE a 95% de confianca (teste Tukey) para os diferentes pH; letras maitsculas iguais na mesma linha
representam que ndo ha diferenga significativa entre as concentracdes de SPE em diferentes tempos de adi¢do

a 95% de confianga (teste T).

Para as condi¢des 6timas de crescimento, os organismos unicelulares precisam de um
ambiente intracelular especifico e balanceado. Diferentes condi¢dbes no ambiente externo
podem resultar em uma variedade de perturbacdes que podem reduzir a atividade enzimatica,

interromper o fluxo metabdlico, danificar as estruturas celulares e alterar os gradientes
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quimicos, levando a célula a uma condi¢@o de instabilidade. Entretanto, as células sdo capazes
de manter a homeostase mesmo diante de mudangas no ambiente externo (GASCH et al., 2000).

Ja comparando cada condi¢do de estresse (pH) nos diferentes tempos de adicdao da
solucdo 4cida ou alcalina (Tabela 1), nota-se uma tendéncia de uma maior produgao (p<0,05)
com adi¢do em 48 h do que em 24 h (pH 3, 5 € 9), mesmo que inferiores ao controle. A excecao
foi o pH 11, em que os valores obtidos de SPE foram estatisticamente iguais (p>0,05) com
adi¢do em 24 h e 48 h. Em relag¢@o a biomassa, ndo foram observadas diferengas significativas
(p>0,05) em relagao ao tempo de adi¢ao da solucao acida ou alcalina para todos os pH testados

(Tabela 2).

Tabela 2 - Estresses dcido e alcalino na produ¢do de biomassa por Ensifer meliloti SEMIA

135 em 72 h de cultivo

Tempo de Adicao da Solucao Acida/Alcalina

H
P 24 h 48 h
Controle* 1,25+0,03*4 1,25+0,03*4
3 0,75+0,0244 0,710,084
5 0,980,074 0,85+0,01"4
9 1,130,044 1,00£0,17>4
11 0,860,154 0,65+0,014

* Sem adi¢@o de solucdo 4cida ou alcalina.

Valores médios + desvio padrao (n=3).

Letras mindsculas iguais na mesma coluna representam que ndo hd diferenca significativa nas
concentragdes de biomassa a 95% de confiancga (teste Tukey) para os diferentes pH; letras maidsculas iguais
na mesma linha representam que ndo ha diferenca significativa entre as concentragdes de biomassa em

diferentes tempos de adi¢do a 95% de confianga (teste T).

A Tabela 3 apresenta os dados relativos a produgdo de SPE por Ensifer meliloti SEMIA
135 para o estresse salino. Pode se observar que, quando a solucdo salina foi adicionada em 24
h de cultivo, houve uma tendéncia de redug¢do da produ¢do de SPE com as maiores
concentracgdes de sal testadas (0,6 a 1,0 M) ao comparar-se com o controle (p<0,05), enquanto
apenas na menor concentracio (0,2 M) houve um incremento na produgado (p<0,05). Por outro
lado, com a adi¢do em 48 h, aumentos expressivos foram observados para as concentracdes de
0,2 M e 0,6 M, diferindo entre si e em relacdo ao controle (p<0,05), obtendo-se o maior valor

(2,36 g/L) para a concentracdo de 0,6 M, o que representa um acréscimo de cerca de 130% na
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producdo de SPE em relagdo ao controle (1,02 g/L). J4 comparando-se os diferentes tempos de
adicao da solucdo salina para cada concentragdo testada, a adicdo em 48 h foi estatisticamente
diferente ao comparar-se com 24 h (p<0,05), com excecao da concentracdo de 0,4 M. De acordo
com Ozturk e Aslim (2010), a producao de exopolissacarideos microbianos € considerada uma
estratégia metabdlica para a sobrevivéncia e crescimento sob condicdes ambientais
desfavoraveis, atuando como uma barreira difusional entre a parede celular e o ambiente
extremo.

Em relagdo a biomassa obtida em 72 h de cultivo sob estresse salino, em todas as
concentracdes salinas testadas houve decréscimo da concentracdo comparado ao controle
(p<0,05), tanto para a adicdo em 24 h e 48 h (Tabela 4). Por outro lado, comparando-se os
diferentes tempos de adi¢do da solugdo salina para cada concentracao testada, houve diferencas
significativas (p<0,05) entre 24 h e 48 h em todas as concentracdes salinas testadas, com
maiores valores de biomassa em 48 h para as concentragdes de 0,8 e 1,0 M; e em 24 h para 0,2
a 0,6 M (Tabela 4). Esses comportamentos também podem ser observados nas Figuras 2A e

2B.

Tabela 3 - Estresse salino na producao de SPE por Ensifer meliloti SEMIA 135 em 72h de

cultivo

Tempo de Adicao da Solucio Salina

Concentracao (M)

24 h 48 h
Controle* 1,02+0,04%4 1,02+0,04°4A
0,2 1,40+0,05%B 1,72+0,12%4
0,4 0,91+0,12%4 1,22+0,10%4
0,6 0,560,088 2.36+0,20%4
0,8 0,08+0,024B 1,000,084
1,0 0,06+0,05%B 0,840,094

* Sem adi¢@o de solucdo salina.
Valores médios + desvio padrido (n=3).

Letras mintsculas iguais na mesma coluna representam que ndo ha diferenca significativa nas concentracdes
de SPE a 95% de confianca (teste Tukey) para as diferentes concentra¢des salinas; letras maitisculas iguais
na mesma linha representam que ndo ha diferenca significativa entre as concentracdes de SPE em diferentes
tempos de adi¢do a 95% de confianga (teste T).
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Tabela 4- Estresse salino na producao de biomassa por Ensifer meliloti SEMIA 135 em 72 h

de cultivo

Tempo de Adicao da Solucido Salina
Concentracao (M)

24 h 48 h
Controle* 1,25+0,03*4 1,25+0,03*4
0,2 0,74+0,02°4 0,510,038
0,4 0,890,114 0,62+0,03%8
0,6 0,760,064 0,54+0,07°4B
0,8 0,720,078 0,88+0,02>4
1,0 0,63+0,02¢8 0,78+0,01>4

* Sem adi¢@o de solucdo salina.

Valores médios + desvio padrdo (n=3).

Letras mintsculas iguais na mesma coluna representam que nao ha diferenca significativa nas concentracdes
de SPE a 95% de confianga (teste Tukey) para as diferentes concentragdes salinas; letras maitsculas iguais
na mesma linha representam que nao ha diferenca significativa entre as concentra¢cdes de SPE em diferentes
tempos de adicdo a 95% de confianga (teste T).

Luvielmo et al. (2016) demostraram que 9,4 g/L. de goma xantana foram obtidos apds
72 h de cultivo, enquanto 11,8 g/l de goma xantana foram obtidos ap6s 1 h de estresse
alcalino, utilizando hidréxido de s6dio 10 M até atingir um pH de 12, o que representa um
aumento de 25,7% na producdo. Depois de 24 h de estresse alcalino, a quantidade de
biopolimero aumentou para 16,5 g/L, representando um aumento de 74,8% na producdo de
xantana em relacio ao processo convencional sem estresse alcalino. De acordo com 0os mesmos
autores, os resultados encontrados indicam que o estresse alcalino pode induzir as células a
produzirem uma quantidade maior de xantana como um mecanismo de prote¢do contra
condig¢des adversas do meio.

Ozturk e Aslim (2010) analisaram o efeito da concentracdo de cloreto de sédio (0,2 e
0,4 M) na producgdo de SPE por trés linhagens de cianobactérias (Synechocystis sp. BASO444,
Synechocystis sp. BASOS5S11 e Synechocystis sp. BASOS507). Observaram aumento
significativo e regular na produ¢@o de SPE por Synechocystis sp. BASO444, de 500 mg/L,
sem NaCl, para 650 mg/L com 0,4 M de NaCl. Condicdes de alta salinidade causam efeitos
de estresse no micro-organismo que, como resposta, elevam a producdo de SPE, com o intuito
de aliviar os efeitos do estresse sobre o crescimento e atividade microbiana (MOSHABAKI

ISFAHANTI et al., 2018).



Figura 1 - Biomassa ao longo do cultivo de Ensifer meliloti SEMIA 135 submetida a
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diferentes pH. A, estresse dcido e alcalino em 24 h de cultivo; B, estresse acido e alcalino em
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Figura 2 - Biomassa ao longo do cultivo de Ensifer meliloti SEMIA 135 submetida a diferentes

concentracoes salinas. A, estresse salino em 24 h de cultivo; B, estresse salino em 48 h de

cultivo.
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho, diferentes condi¢des de estresse (4cido, alcalino e salino) foram

avaliadas, a fim de verificar seus efeitos sobre a producao de SPE e biomassa de Ensifer meliloti

SEMIA 135. Observou-se que as condic¢des de estresse, independe do tempo de aplicacio das

mesmas (24 h ou 48 h de cultivo), teve efeito negativo predominante sobre o crescimento
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celular, indicando os efeitos inibitérios das mesmas. Por outro lado, a producao de SPE apés a
adicao de solugdo salina em 48 h de cultivo, correspondendo a uma concentracio de 0,6 M, foi
incrementada em cerca de 130% quando comparado ao controle (sem estresse), indicando nesta

condi¢do uma resposta do micro-organismo a uma condi¢do ambiental desfavordvel.
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RESUMO

Nesta pesquisa, um novo tipo de filme baseado em substancias poliméricas extracelulares (SPE)
produzidas por Ensifer meliloti SEMIA 135 foi elaborado pela técnica de casting e
caracterizado quanto as suas propriedades mecanicas, Oticas, de barreira e estruturais. Entre as
formulacdes testadas, a com a adicdo de 20% de plastificante (glicerol) em relacdo a massa de
SPE foi escolhida, apresentando uma superficie visualmente homogénea e continua. A
espessura do filme foi de 0,046 mm. A permeabilidade ao vapor de 4gua (7,85 g.mm/kPa.d.m?)
indicou que o filme ndo é adequado para uso como barreira a umidade, confirmando seu carater
hidrofilico. Em relagdo as propriedades mecanicas, resisténcia a tracdo e capacidade de
elongacdo (52,90 MPa e 6,73%, respectivamente), o filme apresentou valores superiores a
alguns filmes obtidos com polissacarideos microbianos. Quanto a cor, o filme apresentou uma
alta luminosidade (L* = 93,87). Desta forma, as SPE produzidas por Ensifer meliloti SEMIA
135 mostram-se promissoras para a elaboracdo de filmes biodegraddveis com potencial
comercial.

Palavras-chaves: Filmes biopoliméricos, bactérias diazotréficas, exopolissacarideos.
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1. INTRODUCAO

Durante muito tempo, os polimeros tradicionais forneceram a maior parte da matéria-
prima para as embalagens comuns, pois apresentam diversas caracteristicas desejadas, tais
como maciez, leveza e transparéncia (SIRACUSA et al., 2008). No entanto, a elimina¢cao dos
residuos desses polimeros € um grave problema ambiental que enfrentamos, resultando em
impacto ambiental. Consequentemente, essas questdes levam a ameaca crescente de
aquecimento global resultante das emissdes de diéxido de carbono devido a queima de
polimeros convencionais ndo biodegraddveis (SAMIR et al., 2022).

Além de outras estratégias para reduzir os impactos, como reciclagem e reutilizacdo, a
alternativa de utilizar materiais que sio ecologicamente corretos, biodegradéaveis e de origem
natural para embalagens se tornou indispensdvel. Logo, polimeros biodegradéveis e/ou de base
biolégica como novos materiais de embalagem estdo sendo amplamente explorados neste
contexto (LJUNGBERG, 2007).

Alguns biopolimeros sdo comumente extraidos para produgado de filmes biodegradéveis,
conhecidos por suas propriedades de formacdo de filme, tais como pectina (ALVES; COSTA;
COELHOSO, 2010), quitosana (MONTE, 2016; GRANDINI, 2022), entre outros. Pensando
em producdo industrial, os biopolimeros microbianos possuem uma grande vantagem quanto a
disponibilidade e a qualidade e ndo dependem de algumas varidveis, tal como condi¢des
climaticas ou polui¢do marinha (GONGI et al., 2022).

Os polimeros sintetizados por micro-organismos tém varias vantagens em comparagao
com os polissacarideos acima mencionados, principalmente por sua producdo ndo ser afetada
pela sazonalidade (VIJAYENDRA; SHAMALA, 2014). Logo, o uso de substincias
poliméricas extracelulares (SPE) microbianas na producgao de filmes biodegradaveis representa
uma alternativa de material para elaboracdo de embalagens biodegraddveis.

Os rizébios sdo bactérias estudadas para producdo de biopolimeros e sdo classificados
como bactérias diazotréficas, micro-organismos que constituem associagdes simbidticas com
leguminosas, possibilitando a fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico ao reduzi-lo a amodnia
(OLIVEIRA; AMARAL; BURKERT, 2018; OLIVEIRA, MICHELON; BURKERT, 2020;
ROESLER et al., 2021). Os rizébios sao capazes de produzir expressivas quantidades de EPS
com alta viscosidade (CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2014) e seu uso ndo reporta
nenhuma condicdo de inseguranga sobre a satide humana (GARCIA-FRAILLE et al., 2012).

Estes biopolimeros sdao formados pela condensacdo de monossacarideos e unidos através de
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ligacdes glicosidicas, resultando em polimeros de alta massa molar (DUTA; FRANCA;
LOPES, 2006).

Neste contexto, sao exemplos de polissacarideos microbianos testados na elaboracdo de
filmes biodegradaveis: dcido hialurdnico (SUN; ZHITOMIRSKY, 2009), gelana (XU et al.,
2007), Kefiran (PIERMARIA et al., 2009) e SPE produzidas a partir da microalga Graesiella
sp. (GONGI et al., 2022). No entanto, ndo sao mencionados estudos abordando o uso de SPE
produzidas por Ensifer meliloti na elaboracao de filmes biodegradéveis.

Conforme Primo et al. (2020), Ensifer meliloti ¢ uma rizobactéria Gram-negativa que
fixa nitrogénio atmosférico e produz principalmente dois EPS diferentes, chamados de EPS 1
(succinoglicana) e EPS II (galactoglicana), que possuem diferentes fun¢des no processo
simbidtico e apresentam uma complexa composi¢ao, o que possibilidade uma gama de estudos
e aplicacoes.

Para as andlises de elaboracdo dos filmes, foi reproduzido o método de casting,
geralmente utilizado na producdo de filmes biodegradédveis, que se baseia na solubiliza¢do do
biopolimero em um solvente (4dgua, etanol ou &cidos organicos), juntamente com aditivos
(plastificantes) sob determinado tempo e temperatura. Apds, a solucao filmogénica passa por
um processo de secagem para remogio do solvente (ROMANI; PRENTICE-HERNANDEZ;
MARTINS, 2017).

Diante do exposto, o estudo teve como objetivo avaliar a potencialidade de SPE
produzidas por Ensifer meliloti SEMIA 135 na formagao de um filme biodegradavel, sendo este

caracterizado em termos de suas propriedades Opticas, mecanicas, de barreira e estruturais.
2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram feitos no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Escola
de Quimica de Alimentos (EQA) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A
elaboragdo dos filmes contou com a colabora¢do do Laboratério de Tecnologia de Alimentos
(LTA) da EQA/FURG.

2.1 MATERIAL

2.1.1 Micro-organismo
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A bactéria Ensifer meliloti SEMIA 135 utilizada no presente estudo foi fornecida pelo
Departamento de Diagndstico e Pesquisa Agropecudria - DDPA da Secretaria de Agricultura,

Pecudria e Irrigagao - SEAP (Porto Alegre, RS, Brasil).

2.2 METODOS

2.2.1 Producio das Substancias Poliméricas Extracelulares (SPE)

O meio de cultivo utilizado foi o caldo YMA (Yeast Mannitol) ajustado em pH 7,
composto por (g/L): manitol (10); KoHPO4 (0,1); KH2PO4 (0,4); MgS04.7H20 (0,2); NaCl
(0,1); extrato de levedura (0,4); MnCl,.7H>O (0,12); CaCl..2H20 (0,15). Os cultivos foram
realizados em frascos agitados a 30 °C e 200 rpm por 72 h, sendo adicionados com 10% (v/v)
de in6culo.

A recuperagdo das SPE do meio de cultivo foi realizada através da centrifugacdo
(Eppendorf modelo 5804-R, Alemanha) a 13000 x g por 30 min a 4 °C para remocgao de células,
sendo o sobrenadante reservado para a precipitacdo do SPE pela adicdo de alcool etilico 96%
(1:3 v/v), seguido de repouso sob refrigeracdo (OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020).
Por fim, a concentracdo de SPE foi determinada por gravimetria, os precipitados foram
transferidos para uma placa de Petri, previamente pesada, secando a 50 °C por 24 h, até massa

constante. Posteriormente, as SPE obtidas foram maceradas e armazenadas em dessecador.
2.2.2 Parametros do Cultivo
2.2.2.1 Biomassa e pH

A biomassa da solu¢do foi determinada por absorbdncia em espectrofotdmetro
(Bioespectro SP-220, China) a 600 nm, sendo expressa em massa seca (g/L), obtida a partir da
curva de calibracdo (TRINDADE et al., 2017). O pH do sobrenadante foi determinado através
de um medidor de pH (Marte MB-10, Brasil).

2.2.2.2 Produtividades

A produtividade de SPE (Prodspg, em g/L.h) foi definida pela Equagao 1.
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SPE-SPE,
t

Prodspg = (1)
Onde:

SPE = Concentragdo de SPE (g/L) atingida em 72 h;

SPE( = Concentracdo de SPE inicial (g/L);

t = tempo (h) de cultivo (72 h).

A produtividade de biomassa (Prodg, em g/L.h) foi definida pela Equacio 2.

X—Xo

PrOdB =

(2)

Onde:
X = Concentracao de biomassa (g/L) atingida em 72 h;
Xo = Concentracao de biomassa inicial (g/L);

t = tempo (h) de cultivo (72 h).

2.2.2.3 Fator de conversdo de biomassa em produto

O fator de conversdo de biomassa em produto (Yp/x) foi calculado de acordo com a

Equacao 3 (HISS, 2001):

YP/X = Y wn (3)

Onde:

X: Concentracao de biomassa (g/L) ao final do cultivo (72 h);
Xo: Concentragdo de biomassa (g/L) inicial;

P: Concentracdo de SPE (g/L) ao final do cultivo (72 h);

Po: Concentracdo de SPE (g/L) inicial.

2.2.3 Analise Elementar CHN
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As amostras de SPE foram analisadas em analisador elementar (Perkin Elmer 2400
series II, EUA), através da combustdo das amostras em atmosfera de oxigénio puro, sendo os

gases de saida quantificados em detector TCD (detector de condutividade térmica).

2.2.4 Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

Os grupos funcionais presentes nas SPE foram identificados a partir da utilizacdo de um
espectrometro de infravermelho (Shimadzu IR Prestige-21, Japdo). As amostras foram
analisadas sob a forma de pastilhas de KBr (200 mg de KBr e 2 mg de SPE). Os espectros foram

obtidos com 70 scans e resolucdo de 2,0 cm™! na faixa de 145-4000 cm™'.

2.2.5 Formacio do Filme Biopolimérico

A elaboragao dos filmes foi realizada através do método de casting, adaptado conforme
metodologia utilizada por Gongi et al. (2022). De acordo com os testes preliminares, utilizou-
se 1 g de SPE e 20% de glicerol (percentual em massa de glicerol em relagdo a massa de SPE),
adicionados em dgua destilada (100 mL). A mistura foi solubilizada com auxilio de agitador
mecanico (Fisatom 712, Brasil) durante 40 min a 60 °C e 1000 rpm. Para retirada de possiveis
bolhas na solucdo, foi utilizado um disruptor de ponteira ultrassonica (Eco-Sonics, Brasil), por
alguns instantes.

Posteriormente, 25 g desta solucdo filmogénica foram vertidas em placa de Petri de 9
cm, secando-se a 40 °C em estufa ventilada (Quimis Q316M, Brasil) até massa constante. Os
filmes apds a secagem foram colocados em dessecadores por 24 h em ambiente com umidade

relativa de 50%, utilizando brometo de sodio, para posteriores analises de caracterizacao.
2.2.6 Caracterizacao do Filme Biopolimérico
2.2.6.1 Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares para definir a formulacdo para a producdo dos

filmes, variando a massa utilizada das SPE, a proporcao de glicerol e a quantidade de solucdo

filmogénica vertida nas placas de Petri.
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2.2.6.2 Solubilidade em dgua

Os filmes foram submetidos a andlise de solubilidade em 4gua realizada de acordo com
o método proposto por Gontard et al. (1994). Os filmes foram cortados em quadrados de 1 cm?
e levados a estufa (DELEO, A15E, Brasil) a 105 °C por 24 h para determinaciao da matéria seca
inicial. Apés, a amostra seca foi imersa em 50 mL de dgua destilada e este sistema foi mantido
sob as condicdes de 25 °C, 175 rpm por 24 h. Entdo a amostra foi removida e seca a 105 °C
para determinagdo da massa seca. Para o cédlculo dos valores de solubilidade S (%) foi utilizada
a Equacido 4, onde mi corresponde a massa seca inicial e mf corresponde a massa seca final (g).

mi-mf

S = x 100 4

mi

2.2.6.3 Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor d’dgua (PVA) dos filmes foi determinada gravimetricamente
segundo o método E96-00 da ASTM (ASTM, 2000), sendo calculada conforme Equacdo 5. O
método consiste na pesagem de uma cédpsula fechada, contendo o filme na superficie e a
substancia dessecante (silica) no interior. A cdpsula foi colocada em ambiente com umidade
controlada, utilizando solug@o de brometo de sédio para manter o ambiente a 75% de umidade

relativa.

M.E
A.t.AP

PVA = (5)

Onde:

M: Ganho de massa da silica (g);

E: Espessura do filme (mm);

A: Area de permeacio (m?);

t: Tempo (dias);

AP: diferencial de pressao de vapor (kPa).
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2.2.6.4 Propriedades opticas

Os parametros de cor foram determinados utilizando um colorimetro (Minolta CR-300,
Minolta Corporation, Estados Unidos), através da medida do diagrama tridimensional de cor
(L*a*b*). Os parametros L* (luminosidade), a* (verde-vermelho) e b* (amarelo-azul) foram

determinados. A diferenga total de cor (AE) dos filmes foi determinada conforme a Equagao 6.

AE = \/(Ly — L)2+(ag — a)2+(by — b)? (6)

Sendo Lo, ag e bo os valores de cor do padrao; L, a e b os valores de cor dos filmes. Para
determinacdo da opacidade dos filmes foi calculada a relagdo entre a opacidade do filme

sobreposto ao padrao preto (Ypreto) € a0 padrdo branco (Yoranco), segundo a Equacdo 7.

Ypreto

Opacidade (%) = x 100 @)

Ybramco

2.2.6.5 Propriedades mecanicas

A espessura dos filmes foi mensurada com um micrometro (Insize IP54, precisao 0,001
mm, Brasil) em dez posicoes. As demais propriedades mecédnicas dos filmes foram
determinadas em texturometro (Stable Micro Systems, TA.XTplus, Reino Unido), empregando-
se a metodologia ASTM D882- 02 (ASTM, 2002). As propriedades determinadas foram
resisténcia a tracdo (MPa) e capacidade de elongacdo (%), utilizando-se distancia inicial e
velocidade do probe de 50 mm e 1 mm/s, respectivamente. Os corpos de prova foram cortados
em tiras de 85 mm de comprimento e 25 mm de largura e posteriormente acopladas
verticalmente a um sistema de garras do equipamento. Para a determinacdo dos valores de
resisténcia a tracdo (MPa) foi utilizada a Equacdo 8, em que F € a for¢ca no momento da ruptura

do filme (N) e A € a drea da secciio transversal do filme (m?).

RT

> |

®)

A capacidade de elonga¢do (E%) foi calculada utilizando a Equacdo 9, em que df (mm)
corresponde a distancia final de alongamento do filme e di (mm) € a distancia inicial entre as

garras (50 mm).
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E (%) = Sx100 9)

2.2.6.6 Propriedades microestruturais

A microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes foi realizada na Universidade
Federal do Rio Grande, no Centro de Microscopia Eletronica da Zona Sul (CEME-SUL),
utilizando um microscépio eletronico de varredura (JSM 6060, JEOL, Japao). As amostras
foram fragmentadas por imersdo em nitrogénio liquido e acopladas sobre stubs de aluminio e

revestidas de camada de ouro antes de obtencao das imagens.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS SPE

A Tabela 1 mostra os principais parametros obtidos para o cultivo de Ensifer meliloti

SEMIA 135.

Tabela 1- Parametros do cultivo* de Ensifer meliloti SEMIA 135

X EPS PI‘OdB PI‘OdSPE YP/X

pH
(g/L) (g/L) (g/L.h) (g/L.h) (g/2)
Valor  1,25+0,03 1,02+0,04 6,24+0,19 0,017+<0,001 0,014+0,001 0,86+0,07

Parametro

*72 h.

X, biomassa; Prodg, produtividade em biomassa; Prodspg, produtividade em SPE, Yp/x, fator de conversdo de
biomassa em produto.
Valor médio + desvio padrdo (n=3).

Oliveira, Michelon e Burkert (2020) realizaram estudos em relagdo aos parametros de
cultivo de Ensifer meliloti SEMIA 135 e outros micro-organismos, comparando diferentes
fontes de carbono. Para essa bactéria e utilizando manitol como fonte de carbono, os autores
encontraram os seguintes valores: produg@o de biomassa de 1,69+0,14 g/L, producdo de EPS
de 3,50+0,13 g/L e fator de conversao de biomassa em produto de 3,46+ 0,14 g/g. Observa-se

que os valores de biomassa apresentaram mais semelhanga ao presente estudo, no entanto,
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quando comparados os valores de SPE, os referidos autores apresentaram valores maiores,
entretanto obtidos em 96 h de cultivo.

A Tabela 2 mostra a composicao das SPE obtidas no cultivo de Ensifer meliloti SEMIA
135 em termos de composi¢do elementar. A composicao em nitrogénio pode estar relacionada
a presenca de proteinas e/ou dcidos nucleicos, sendo que podem ser precipitados por solventes
como o etanol. A composicao quimica das SPE é muito heterogénea e complexa. No entanto,
de um modo geral, s@o os polissacarideos que predominam (WIMPENNEY; PETERS;
SCOURFIELD, 1993), também podendo ser constituidos por proteinas, substancias himicas,
acidos nucleicos (JAHN; NIELSEN, 1995), glicoproteinas e fosfolipidios (PHILLIPS et al.,
2010). E importante ainda ressaltar que as SPE utilizadas neste estudo, apés precipitagdo, ndo
foram submetidas a outras técnicas de purificacdo, tais como a didlise. Por outro lado, os
resultados divergem daqueles obtidos por Santos (2022), que obteve 37,36% m/m de carbono,
1,81% m/m de nitrogénio e 6,81% m/ de hidrogénio para EPS de Ensifer meliloti SEMIA 135

cultivado em meio a base de melagco de soja em biorreator de bancada.

Tabela 2 - Teores de C, N e H nas amostras de SPE produzidas por Ensifer meliloti SEMIA
135

Componente  Composicao (% m/m)

Carbono 26,05+0,03
Nitrogénio 0,39+0,03
Hidrogénio 4,82+0,02

Valor médio + desvio padrdo (n=2).

A Figura 1 mostra o espectro de FT-IR obtido para amostra de SPE de Ensifer meliloti
SEMIA 135 obtida no cultivo.

Conforme a Figura 1, as bandas detectadas entre 3417-3422 cm™ (1) estdo associadas a
grupos hidroxila (OH) e a absorc¢ao de dgua, apresentando uma banda alongada, ampla e intensa
(ANDHARE et al., 2017; CARRION; DELGADO; MERCADE, 2015; OLIVEIRA;
AMARAL; BURKERT, 2018).

O pico em 3365 cm™ (1) e o formato da banda em 3390 cm™!, com a presenca de dois
picos finos nesta regido, indica a sobreposi¢@o dos alongamentos de O-H e N-H, onde a tltima
pode ser referente a possivel presencga de proteinas (OSIRO; FRANCO; COLNAGO, 2011).

A banda 2 esté relacionada a vibragdes de estiramento C—H dos grupos CH> e CH3 (ou

grupos metil ou etil) e pode estar relacionada a presenca de hexoses como glicose ou galactose
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(CASTELLANE et al, 2015; ANDHARE et al., 2017, CARRION; DELGADO; MERCADE,
2015). A faixa de absorcdo entre 2500 e 2000 cm™! (banda 3) esté relacionada as ligagdes C—H
(ROESLER et al., 2021).

Figura 1 - Espectro de absorcdo no infravermelho para a amostra de EPS de Ensifer meliloti

SEMIA 135
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J4 a vibracdo reportada perto de 1735 cm™! (4) pode estar relacionada a vibragio de
estiramento C=0 de ésteres relacionados a grupos acetil (ANDHARE et al., 2017), piruvato ou
acetato (CASTELLANE et al., 2015). A banda em 1650 cm™ (5) corresponde a presenca de
acidos carboxilicos (CASTELLANE et al., 2015; ROESLER et al., 2021).

O pico de adsor¢do entre 1420-1653 cm™ (6) é caracteristico de estiramentos de
carboxilatos (—COQO") presentes em residuos dcidos como succinato e acetato (ANDHARE et
al., 2017; CASTELLANE et al., 2017; OLIVEIRA; AMARAL; BURKERT, 2018). O pico em
1350 cm™ (7) estd ligado 2 presenca de fons carboxilato. Sinais entre 1251-1255 cm™ (8) podem
corresponder a grupos acetil (PRIYANKA et al., 2015).

Os picos detectados entre 1035-1153 cm™ (9) podem estar associados a presenca de
vibragdes de estiramento C—O a grupos CH3—C=0, bem como C—O e C—C de carboidratos
(ANDHARE et al., 2017; CARRION; DELGADQO; MERCADE, 2015), assim como indicam a
presenca de 4cidos uronicos (DEEPIKA et al., 2016). Os picos entre 983 e 1200 (10) podem

estar relacionados a presenca de mondmeros como galactose e glicose. Ja os picos inferiores a
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800 (10) indicam a presenca de ligacOes glicosidicas (CASTELLANE et al., 2015), com
possivel predominéncia de configurag¢des do tipo B nas ligagdes glicosidicas (10) (OLIVEIRA;
AMARAL; BURKERT, 2018; PRIYANKA et al., 2015).

3.2 FORMACAO DO FILME BIOPOLIMERO

A formacdo do filme de SPE a partir do método de casting foi conduzida conforme
ilustrado na Figura 2, isto €, obtencdo da SPE por precipita¢do a partir do cultivo microbiano,

secagem em estufa a 40 °C, maceragdo da SPE e, por fim, os testes de formacdo de filmes.

Figura 2 - Etapas do processo da obten¢@o do filme de SPE.

ﬂF © SPESECO SPE MACERADO FILME DE SPE

3.2.1 Caracterizaciao do Filme Biopolimérico

3.2.1.1 Testes preliminares

Através dos testes preliminares foi possivel definir a formulacdo que mais se adequava
a produgdo desse tipo de filme, bem como as quantidades de solucdo filmogénica vertidas nas
placas que resultassem em uma superficie visualmente mais homogénea e continua,
formulacgdes apresentadas na Tabela 3.

Sendo assim, a formula¢do com 20% de plastificante em relacdo a massa de SPE, ou
seja, 1 g de biopolimero, com 0,20 g de glicerol diluidos em 100 mL de agua destilada, vertendo
sobre a placa 25 g de solugdo filmogénica, apresentou melhores caracteristicas em relagdo as
demais formulagdes, correspondendo a formulagdo E (Tabela 3), tais como melhor
manuseabilidade, sem ruptura ao remover da placa e espessura suficiente. Nas demais

formulagdes testadas foram observadas falhas, rachaduras, fragilidade e extremidades
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quebradicas (Apéndice 2). Os filmes obtidos nos testes preliminares podem ser observados na

Figura 3.

Tabela 3 — Formulagdes utilizadas nos testes preliminares para producgdo de filmes

Formulacao SPE Agua Glicerol Solucio filmogénica
() (mL) (% m/m)* (g)**
A 1,0 100 15 20
B 1,0 100 15 10
C 0,5 100 30 30
D 0,5 100 20 25
E 1,0 100 20 25

* Em relacdo a massa de SPE;

** Adicionada a cada placa.

Figura 3 - Diferentes formulagdes de filmes obtidos nos testes preliminares.

A, 1 g SPE, 100 mL dgua, 15% glicerol, 20 g solucdo filmogénica; B, 1 g SPE, 100 mL dgua, 15% glicerol, 10 g
solucdo filmogénica; C, 0,5 g SPE, 100 mL dgua, 30% glicerol, 30 g solucdo filmogénica; D, 0,5 g SPE, 100 mL
dgua, 20% glicerol, 25 g solucdo filmogénica; E, 1,0 g SPE, 100 mL dgua, 20% glicerol, 25 g solucdo filmogénica.

Na Tabela 4, estdo apresentados os valores encontrados para as propriedades fisicas,

mecdnicas e Opticas, que serdo discutidas nos topicos a seguir.
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Tabela 4 - Propriedades fisicas, mecanicas e opticas obtidas do filme de SPE

Média + Desvio
Propriedades dos Filmes de SPE

Padrao
Espessura (mm)
P 0,046 = 0,01
Permeabilidade ao vapor d’agua (g.mm/
Fisicas 7,85 +£0,29
m2.dia.kPa)
83,61 2,67
Solubilidade (%)
Trag¢do (MPa) 52,90 +£ 0,61
Mecanicas
Elongacao (%) 6,73 +£2,02
L* 93,87 +£0,72
a* -0,65 £ 0,29
Oticas b* 8,30 + 0,69
AE 7,33 +£0,84
Opacidade (%) 14,36 + 0,03

3.2.1.2 Propriedades fisicas

A espessura do filme de SPE de Ensifer meliloti SEMIA 135 resultou em uma média de
0,046 mm (Tabela 4), com desvio baixo apresentando homogeneidade entre as espessuras do
filme produzido. A espessura constitui um importante pardmetro de caracterizagdo de filmes,
uma vez que influencia outras propriedades, como Opticas, mecénicas, permeabilidade,
morfologia e solubilidade. Ressaltando que a metodologia, a massa de solu¢do, as condi¢des de
secagem (técnica de producao do filme) e caracteristicas do polimero sdo de extrema relevancia
para comparagdes e que diferentes espessuras de filmes permitem aplicagdes distintas. Autores
como Gongi et al. (2022) encontraram filmes de SPE produzidas através da microalga
Graesiella sp., com 0,22 mm de espessura, valor dentro da faixa dos filmes comerciais, ou seja,
menor que 0,3 mm (SKURTYS et al., 2010). Logo, a espessura do filme em estudo mostra-se
menor, no entanto, conforme Parreidt, Muller ¢ Schmid (2018), filmes mais finos conferem
flexibilidade, reduzem a fragilidade e melhoram a resisténcia ao impacto. Filmes de origem
bioldgica apresentam espessuras em torno de 0,020 a 0,067 mm (HANANI et al., 2013; JRIDI
et al., 2014). Piermaria et al. (2009) produziram filmes a partir de SPE, com espessura de 0,021

mim.
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A permeabilidade ao vapor de dgua encontrada foi de 7,85 g.mm/kPa.dia.m?, nao
havendo muitos dados disponiveis para filmes a partir de SPE com relacdo a esta propriedade,
além de serem utilizados outros métodos, impossibilitando a comparacao. No entanto, Oliveira,
Michelon e Burkert (2020) obtiveram os espectros de FT-IR de SPE produzidas por Ensifer
meliloti SEMIA 135 em que foram observadas caracteristicas hidrofilicas, sendo assim o filme
em questdo ndo € adequado para uso como barreira a umidade (FORATO; ASSIS;
BERNARDES FILHO, 2011). Outro aspecto relevante € a quantidade de plastificante utilizada
na solucdo filmogénica. De acordo com Turhan et al. (2007), o glicerol, quando incorporado a
matriz do filme em altas concentra¢des, diminui as forgas atrativas entre as cadeias poliméricas,
aumenta o volume livre e movimentos segmentares, as moléculas de dgua difundem mais
facilmente, o que resulta em maior PVA. Portanto, os plastificantes s6 devem ser usados na
quantidade minima necessdria para obter a vantagem de melhoramento das propriedades do
filme (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005).

Em relagdo a solubilidade, nos estudos realizados por Piermaria et al. (2009), observou-
se a solubilidade total dos filmes de Kefiran em 4gua, a 100 °C, resultado um pouco inferior ao
encontrado neste trabalho (83,61%). Sabe-se que a matéria prima utilizada, SPE, possui em sua
composi¢do dcidos urdnicos ou até mesmo piruvato, o que determina o cardter polianidnico,
promovendo assim alteragdes na sua conformacio molecular e aumentando a sua solubilidade

(DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004; RADCHENKOVA et al., 2013).

3.2.1.3 Propriedades mecanicas

A Tabela 5 apresenta algumas propriedades mecénicas (tracdo e elongacio) de filmes
de SPE sintetizadas por diferentes micro-organismos, incluindo o do presente trabalho. As
diferencas observadas podem ser atribuidas a composicao e estrutura desses biopolimeros, bem

como as técnicas utilizadas na preparacdo de filmes.
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Tabela S - Propriedades mecénicas dos filmes de SPE de diferentes micro-organismos.

Tracao Elongacao .
Origem do SPE Referéncia
(MPa) (%)
Ensifer meliloti SEMIA 135 52,90 £ 0,60 6,73 + 2,02 Este trabalho
Pseud l
seudomonds oteovorans 51,00 + 3,00 9,50 +£3,90 Alves et al. (2011)

NRRL B-14682

Kefir grains CIDCA AGK1 4092 +7,83 270047 Piermaria et al. (2009)

Graesiella sp. BEA1940B  1625+0,03 +28+0.09 Gongi et al. (2022)

Diante dos resultados encontrados, quando comparados aos da literatura, o filme do
presente estudo apresentou valores superiores tanto para a tracdo quanto para a elongacdo. As
propriedades mecanicas sdo extremamente importantes para filmes, ja que é possivel sugerir
aplicagdes para cada material dependo das suas propriedades. Confirma Filipini (2019),
geralmente valores mais altos de resisténcia a tracio e capacidade de elongacdo s@o necessarios

para que esses bioplasticos tenham uma maior gama de aplicagdes.

3.2.1.4 Propriedades Opticas

Conforme a Tabela 4, os valores de diferenca total de cor (AE) resultaram em uma média
de 7,33, quando comparado a amostra controle (placa branca). E, de acordo com os parametros
de caracterizag@o propostos pelo espago de cor CIELAB - a* (-0,65), valor este que se refere a
cor mais esverdiada; e b*(8,30), este sendo uma cor mais amarelada - observa-se que o filme
apresentou uma tendéncia ao acinzentado, confirmado pela andlise de opacidade, 14,36%. O

valor de L*, de 93,87, indica uma luminosidade mais para o claro do que para o escuro.

3.2.3.5 Propriedades microestruturais

Segundo Yun et al. (2017), as avaliacdes por microscopia t€ém como principal objetivo
verificar a estrutura dos filmes, possibilitando a visualizagdo da superficie e auxiliando na
caracterizacdo quanto a estrutura e presen¢a de poros, rachaduras, rugas e particulas

aglomeradas. De acordo com Antonino et al. (2017), é uma técnica que possibilita a obtencao
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de imagens com poder de resolugdo elevado, permitindo a analise dos aspectos estruturais dos
materiais. Logo, essas estruturas dependem das interagdes entre os componentes da formulagdo
e a sua disposi¢do na formacgdo durante a etapa de secagem (PASTOR et al., 2010).

As imagens da se¢do transversal (Figura 4) e da superficie (Figura 5) dos filmes foram
utilizadas para entender a relacdo entre as caracteristicas superficiais e internas. Ao observar as
imagens, verifica-se que os filmes ndo apresentaram superficies totalmente compactas e lisas.
Na Figura 4, na seccdo transversal observa-se uma espessura homogénea, no entanto
apresentando rugosidades, podendo ser observado melhor na Figura 5, na microscopia
eletrOnica de varredura da superficie, onde se observa aglomerados em sua superficie.

Sabe-se pouco sobre a interacdo das SPE com glicerol na formagéo de filmes. O glicerol
¢ uma molécula hidrofilica de baixa massa molar que poderia caber facilmente nas cadeias por
estabelecimento de pontes de hidrogénio com grupos reativos do polimero. Ressaltando
também que o plastificante ajuda nas propriedades durante o armazenamento, dependendo da
quantidade adicionada de glicerol, poderd haver perdas das suas propriedades ao longo do
tempo (PIERMARIA et al., 2009). Portanto, os plastificantes s6 devem ser usados na
quantidade minima necessdria para obter o melhoramento (SOTHORNVIT; KROCHTA,
2005). Por isso, os testes preliminares das formulag¢oes de filmes de SPE variaram a quantidade

de plastificante adicionado a solucdo filmogénica.

Figura 4 - Microscopia eletronica de varredura da seccao transversal dos filmes de
SPE de Ensifer meliloti SEMIA 135.

N

~

SEl  15kV WD16mm SS31 x1,000 10pm
CEME-Sul

SElI  15kV WD16mm SS31 x2,000 10pm  —
CEME-Sul
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Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura da superficie dos filmes de SPE de Ensifer

meliloti SEMIA 135

C R,
SEI  15kV WD14mm SS36 S — SEl  15kV WD14mm
CEME-Sul CEME-Sul

e

SElI  15kV WD14mm SS36 x1,000 SElI  15kV WD14mm SS36
CEME-Sul CEME-Sul

4. CONCLUSAO

Diante do exposto, foi possivel elaborar filmes biopoliméricos a partir da técnica de
casting usando SPE produzidas pela bactéria Ensifer meliloti SEMIA 135, com formulacio de
20% de glicerol (plastificante) em relacdo a massa de SPE (g). Obteve-se filmes com uma
espessura homogénea e com um facil manuseio, sem demonstrar rachaduras ou fragilidades,
com propriedades mecénicas superiores a outros filmes obtidos de SPE por diferentes micro-
organismos. Sendo assim, a produc¢do de substincias poliméricas extracelulares a partir de
micro-organismos para a fabricacdo de filmes biodegraddveis apresenta diversos beneficios.
Além de contribuir para investigagoes de solugOes sustentaveis € ambientais, esses materiais
oferecem boas caracteristicas e propriedades, como resisténcia, flexibilidade e degradacdo
natural. A pesquisa e o desenvolvimento continuos nesse campo sdo essenciais para impulsionar

ainda mais a otimiza¢do da produgdo de SPE e a utilizag@o desses filmes biodegradaveis.
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5. CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho, diferentes condi¢des de estresse (4cido, alcalino e salino) foram
avaliadas, a fim de verificar seus efeitos no cultivo de Ensifer meliloti SEMIA 135 visando a
produgdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE). Observou-se que as condi¢des de
estresse, independe do tempo de aplicagdo das mesmas (24 h ou 48 h de cultivo), teve efeito
negativo predominante sobre o crescimento celular, indicando os efeitos inibitrios das
mesmas. Por outro lado, a producdo de SPE foi aumentada em cerca de 130% em relacdo ao
cultivo controle (sem estresse) apOs a adicdo de solucdo salina 0,6 M em 48 h de cultivo,
indicando nesta condi¢do um provéavel mecanismo de prote¢do do micro-organismo diante de
uma condi¢do ambiental desfavordvel.

As SPE produzidas pela bactéria Ensifer meliloti SEMIA 135 usando manitol como
fonte de carbono sem aplicacao de estresse (cultivo controle) foram utilizadas para obtencao de
um filme biopolimérico a partir da técnica de casting, usando glicerol como plastificante (20%
em relacdo a massa de SPE). Obteve-se filmes com uma boa espessura para um facil manuseio,
sem demonstrar rachaduras ou fragilidades, com propriedades mecanicas superiores a outros
filmes obtidos de SPE por diferentes micro-organismos, destacando-se os maiores valores de
resisténcia a tracdo e capacidade de elongacdo (52,90 MPa e 6,73%, respectivamente),

mostrando sua potencialidade para futuras aplicacoes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Todos os residuos gerados durante a execucdo deste estudo foram destinados de acordo
com a sua classificacdo, com base no Plano de Gerenciamento de Residuos Quimicos e
Perigosos (PGRQP) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os residuos quimicos
obtidos durante as andlises foram classificados de acordo com sua composicao, logo os mesmos
foram depositados em frascos ambar, devidamente identificados, etiquetados e adequadamente
acondicionados, a fim de evitar quaisquer riscos. E posteriormente, quando preenchidos por
completo, esses residuos foram encaminhados a Unidade de Armazenamento Temporario de
Residuos do EQA e recolhidos assim que atingida a quantidade minima para solicitacdo de

recolhimento pela Coordenagdo de Gestao Ambiental (PROINFRA-FURG).

6.2 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a possibilidade de produgdo de filmes através da biossintese de SPE em cultivo

com estresse salino;

e Estudar a sintese de SPE utilizando diferentes fontes de carbono, como, por exemplo,

coprodutos agroindustriais, submetendo a diferentes condi¢des de estresse;

e Utlizar formulacdo de solucdo filmogénica com adi¢cdo de outro biopolimero,
verificando o efeito sobre as propriedades, em particular permeabilidade ao vapor

d’4gua e solubilidade;

e Avaliar a acdo antioxidante e a capacidade antimicrobiana dos filmes biopoliméricos;

e Estudar a biodegradagdo dos filmes;

e Aplicar o filme como embalagem e determinar a vida util de um alimento;

e Avaliar a composicao centesimal das SPE (proveniente dos estresses dcido, alcalino,
salino e sem estresse), a fim de verificar possiveis alteracdes devido aos estresses € se

esse aspecto pode interferir no processo de formagao dos filmes.
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APENDICES

APENDICE 1 - Curva padrdo de biomassa de Ensifer meliloti SEMIA 135

Concentracdo (g/L)
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APENDICE 2 - Formulagdes utilizadas nos testes preliminares para produgdo de filmes e

suas caracteristicas.

78

Formulacao Caracteristicas
A Retirada quase impossivel da placa
B Fragilidade
C Dificil manuseio, ndo saia da placa sem rasgar, muito pegajoso
devido a quantidade de glicerol
D Dificil manuseio, ndo safa da placa sem rasgar, coloracdo nao
uniforme (esbranquicada)
E Fécil manuseio, retirada da placa muito mais fécil antes das demais

A, 1 g SPE, 100 mL agua, 15% glicerol, 20 mL solug¢do filmogénica; B, 1 g SPE, 100 mL 4gua, 15% glicerol, 10

mL solucdo filmogénica; C, 0,5 g SPE, 100 mL 4gua, 30% glicerol, 30 mL solug¢do filmogénica; D, 0,5 g SPE,

100 mL 4gua, 20% glicerol, 25 mL solu¢do filmogénica; E, 1,0 g SPE, 100 mL 4gua, 20% glicerol, 25 mL solucio

filmogénica.
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