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Um dos problemas ecoldgicos mais graves atualmente estd associado a atividade extrativa mineral devido a
poluicdo ambiental produzida no decorrer do tempo apds a deposicao de rejeitos de processamento de minério e
rochas residuais. Uma nova abordagem visa a utilizagdo de métodos baseados na quimica verde, com uma
visdo biotecnoldgica, para aplicagdes na remediacéo, recuperagéo ou redugéo da toxicidade destes ambientes.
Alguns mecanismos promissores de imobilizagdo envolvem o uso de microrganismos, ou de seus metabolitos
através da biossor¢do, sendo ligados a peptideos, proteinas, polissacarideos e outras biomoléculas.
Paenibacillus polymyxa tem recebido grande atengdo para produgdo de Substancias Poliméricas Extracelulares
(EPS) por possuir varias caracteristicas que s@o adequadas as necessidades industriais. O presente trabalho
visa avaliar a produgdo EPS por uma estirpe de P. polymyxa a partir de diferentes fontes de carbono (frutose,
galactose, glicose, glicerol e sacarose) e avaliar a construgdo da isoterma de adsorgéo de niquel. Em todos os
casos ocorreram a producgao de EPS, sendo a maior produgao de 48 g/L utilizando a sacarose como fonte de
carbono. O maior crescimento celular foi com o uso de frutose e galactose obtendo-se 1,39 e 1,24 giL,
respectivamente. A Isoterma de adsor¢do de niquel apresentou valores de gmsx de 316 mg/g e constante b de
0,00054. A partir de todas as fontes de carbono foi possivel produzir EPS demonstrando assim a versatilidade do
P. polymyxa. Os valores de qmax €stdo acima dos citados na literatura indicando alto potencial para utilizagéo da

EPS na biossorg&o.

Palavras chave: Paenibacillus polymyxa; Isoterma de niquel; Biobeneficiamento; Substéncias Poliméricas

Extracelulares (EPS).

Abstract
One of the most serious ecological problems currently is associated with mineral extraction activity due to
environmental pollution produced in the course of time after the deposition of processing rejects from ore and
waste rock. A new approach aims at using methods based on green chemistry, with a biotechnological view, for
applications in remediation, recovery or reduction of toxicity of these environments. Some promising mechanisms
of immobilization involve the use of microorganisms, or their metabolites through biosorption, being linked to

peptides, proteins, polysaccharides and other biomolecules. Paenibacillus polymyxa has received great attention
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for the production of Extracellular Polymeric Substances (EPS) because it has several characteristics that are
suitable for industrial needs. The present work aims to evaluate the EPS production by a P. polymyxa strain from
different carbon sources (fructose, galactose, glucose, glycerol and sucrose) and to evaluate the construction of
the nickel adsorption isotherm. In all cases EPS production occurred, being the highest production of 48 g/L using
sucrose as carbon source. The highest cell growth was with the use of fructose and galactose obtaining 1.39 and
1.24 g/L, respectively. The nickel adsorption isotherm presented values of gmax of 316 mg/g and constant b of
0.00054. From all carbon sources it was possible to produce EPS thus demonstrating the versatility of P.
polymyxa. The Qmax values are above those quoted in the literature indicating a high potential for using EPS in

biosorption.

Key words: Paenibacillus polymyxa; Nickel isotherm; Bio-beneficiation; Extracellular Polymeric Substances
(EPS)

1. Introdugao

A industria extrativa mineral tem um papel estratégico no desenvolvimento econdmico de todos os paises, ao
mesmo tempo se apresenta como uma grande ameaga ao meio ambiente. De fato, a atividade mineradora gera
um dos maiores fluxos de residuos sendo responsavel por cerca de 20% dos residuos totais no mundo.
Em particular, um dos problemas ecoldgicos mais graves esta associado a poluicdo ambiental produzida no
decorrer do tempo apos a deposigao dos rejeitos de processamento de minério e rochas residuais. Para superar
esses problemas, as industrias de mineragéo tém feito enormes esforcos para reduzir esses efeitos negativos
através da racionalizagao de etapas de processamento (quimicas e fisicas) de minério e seus residuos. A nova
abordagem utiliza métodos baseados na quimica verde, com uma visdo biotecnolégica, oferecendo aplicagdes
na remediagdo, recuperagdo ou redugdo/remogdo da toxicidade. Alguns mecanismos promissores de
imobilizagdo dos metais envolvem a biossor¢do e a ligagdo dos componentes da solugdo com peptideos,

proteinas, polissacarideos e outras biomoléculas (RAO et al., 2010).

As EPS (Substancias Poliméricas Extracelulares), também denominadas exopolissacarideos, produzidas por
microrganismos sdo significativamente influenciadas por diferentes fatores, tais como temperatura, pH,
composicdo do meio, concentragdo de oxigénio, concentragdo de sal e/ou metais pesados. A sintese ocorre
especialmente sob estresse celular, relacionado a concentragdo de nutrientes, em especial, excesso de fonte de
carbono e limitagdo de nitrogénio, potassio ou fosfato. Sob condigdes limitantes de crescimento, a fonte de
carbono é levada para a sintese de polissacarideos. Contudo, isto é importante pra definir a faixa apropriada da
quantidade de substrato, pois dentro de certas condigdes a sintese de EPS pode ser impedida. Com a presenca
de nitrogénio em grande quantidade, o crescimento celular € favorecido, frequentemente diminuindo a produgao
de EPS. Em contraste, a disponibilidade de nitrogénio estimula a produgdo de levana por Bacillus subitilis e
Paenibacillus sp. 2H2, pois a enzima requerida para a produgao de polimeros € sintetizada concomitantemente
ao crescimento celular (RUTERING, 2020; LING;WANG, 2015).
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A bactéria Paenibacillus polymyxa vem se apresentando como eficaz no beneficiamento mineral onde varias
estirpes e seus metabdlitos extracelulares (EPS) estdo associadas a a¢éo sobre a superficie da calcita, hematita,
corindo, caulinita e quartzo. Esses minerais interagem mais com os microrganismos, quando ha crescimento no
meio com produgdo de EPS, além disso, em alguns casos sdo usados biorreagentes com potencial para
aplicacdo em algumas técnicas como na flotagdo. Além da curdlana, outras substancias produzidas por P.
polymyxa séo descritas na literatura, principalmente o 2,3-butanediol e acetoina. Das EPS produzidas, ha uma
grande variedade relatada atualmente, onde ha a descricdo de inimeras contendo levana, com grande
concentragdo de frutose, bem como ha diversas EPS contendo heteropolissacarideos, que incluem glicose,

galactose, manose, raminose, xilose, sorbose, fucose, frutose, entre outras (RUTERING, 2020).

Seguindo as diretrizes do Ministério de Minas e Energia, no atual programa de mineragao e desenvolvimento de
28 de setembro de 2020 (portaria MME n° 354), que busca o desenvolvimento tecnolégico e a aplicagdo nas
cadeias produtivas de metais e minerais para inovagao tecnoldgica, ha o interesse estratégico, que incentiva a
obtengdo de nidbio, niquel, cobalto, enxofre, grafite, litio, silicio, tantalo, terras raras, titanio, tungsténio, uranio,
vanadio e Zinco. Neste contexto o presente trabalho, objetivou explorar a versatilidade da estirpe bacteriana de
Paenibacillus polymyxa utilizando diversas fontes de carbono, identificando em qual ha maior potencial de
produgéo das biomoléculas. A partir da maior producdo de EPS foi construida a isoterma de adsorgéo niquel.

Com os resultados pretende-se expandir a pesquisa para novos metais de interesse.

2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial da estirpe de Paenibacillus polymyxa na
produgdo de EPS utilizando diversas fontes de carbono e em seguida avaliar a capacidade de adsorgéo de

niquel pela EPS obtida em maior concentragao.

2.1. Objetivos especificos

(i) Investigar o potencial de produgdo de EPS e o crescimento celular utilizando frutose, galactose, glicose,
glicerol e sacarose, bem como realizar o monitoramento do pH. (ii) Construir as isotermas de adsorg&o de niquel

da EPS produzida em maior concentragdo utilizando o0 modelo de Langmuir.

3. Material e Métodos
3.1. Etapas de Produgao de EPS

3.1.1. Ativagéo e propagagédo do microrganismo Paenibacillus polymyxa

A estirpe de Paenibacillus polymyxa foi conservada em microtubos Eppendorf contendo solugao 20% glicerol em
agua destilada e estocada a -22°C. Sua ativagao foi feita em 100 mL de meio contendo extrato de levedura
(5 g/L); sacarose (100 g/L), peptona de carne (5 g/L), fosfato de potéssio dibasico (3 g/L), fosfato monobasico

(1 g/lL) e Sulfato de magnésio heptahidratado (1,025 g/L), em frascos Erlenmeyers de 500 mL, pH 7,00, sob
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agitacdo de 150 rpm, durante 48 horas. Em seguida foi realizada a propagagéo, adicionando volume de 10%
(viv) em 100 mL do mesmo meio de cultivo, ou seja, em meio de producdo, durante 24 horas, 30°C e 150 rpm,

com a finalidade de obteng&o do indculo.

3.1.2. Producdo de EPS, quantificacdo e separacdo da fragdo celular

Foi realizada a produgdo de EPS em frascos Erlenmeyers de 100 mL com diferentes fontes de carbono
(na concentragéo de 100 g/L) a saber: frutose, galactose, glicose, glicerol, sacarose, esse Ultimo, além de usar
na concentragdo de 100 g/L foi utilizado na concentragdo de 300 g/L. Adicionalmente, 0 meio de produgéo
continha extrato de levedura (5 g/L), peptona de carne (5 g/L), fosfato de potassio dibasico (3 g/L), fosfato de
potassio monobasico (1 g/L) e Sulfato de magnésio heptahidratado (1,025 g/L), com volume final de 50 mL, pH
7,00, incubado sob agitacdo, durante 24 horas (Liu et al., 2009). Ao final de cada processo o cultivo foi mantido
em banho Maria a 70°C por 15 min para liberar 0 EPS da superficie celular, e em seguida realizou-se a
centrifugacdo a 4.000 rpm para a remogéo da fragdo celular. Apds essa etapa foi adicionado etanol gelado na
proporgéo 3:1 (etanol: sobrenadante) para a precipitagdo da EPS. Esta mistura foi mantida refrigerada a 4°C por
24 horas. Ao final deste periodo, foi separado o precipitado e incubado a 60°C até atingir peso constante.
A fragdo celular foi adicionada 4gua destilada (10 mL), em seguida levada ao vortex e por fim centrifugada a
4000 rpm. Por fim, foi conduzida a filtragdo em membrana de 0,22 um e posteriormente foi colocada em estufa a

100°C até peso constante.

3.2. Isoterma de niquel

Com o intuito de avaliar a capacidade de sor¢édo de niquel pela EPS, foi realizada a constru¢do da isoterma de
sor¢ao segundo o modelo de Langmuir. Utilizou-se 50 mL de solugao de cloreto de niquel nos Erlenmeyers em
diferentes concentragdes, a saber, 1, 10, 50, 100, 150 e 200 mg/L, partindo de uma solugdo concentrada de 400
mg/L. A concentragéo utilizada da EPS foi de 1,0 g/L. Os frascos foram colocados sob agitagdo de 150 rpm em
agitador rotatério, a 30°C, durante 24 horas. Em seguida foram realizadas duas filtragdes sucessivas por
pressao positiva, em membranas de 0,45 y e 100 kDa, respectivamente. O meio foi acidulado com acido nitrico
e enviado para quantificag@o por espectrometria de absorcéo atémica. Por fim, foi utilizado o software Statistica
13 e o0 dados foram ajustados de acordo com a equagéo de modelo de Langmuir, g = b*Cf*qmad(1 +b*Cf), onde

foram estimadas a constante b e o valor de gmax.

4. Resultados e Discussao

4.1. Produgao de EPS

A biossintese de exopolissacarideos € um processo que envolve muitas etapas, onde se inicia com uma sintese
intracelular de agucares precursores de nucleotideos, que servem como doadores ativos para posterior
construgéo da EPS. Dependendo do mecanismo usado, as unidades de repeticdo de oligossacarideos ou toda a

cadeia dos polimeros sdo montadas a partir dos precursores pela agdo de uma ou mais glicosiltransferases.
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Seguindo as montagens das unidades de monossacarideos, a EPS é secretada para o espago extracelular.
Em contraste com a enorme diversidade estrutural dos polissacarideos, o nimero de mecanismos moleculares
subjacentes a biossintese de EPS ¢ limitado. Atualmente quatro diferentes caminhos s&o descritos pelos quais
0s biopolimeros s&o estruturados, sendo trés desses mecanismos descritos sdo intracelulares (\Wzx/Wzy-rota
dependente, ABC-rota dependente do transportador e sintese-rota dependente) e um é catalisado de forma
extracelular mediado por uma enzima (sintese extracelular catalisada por sacarases). As levanas que estdo
presentes na EPS produzida neste trabalho utilizando a sacarose como fonte de carbono (SOUZA et al., aceito
para publicagao, 2020) sao conhecidas por serem produzidas por essa ultima rota. A sintese destas EPS ocorre
por acdo de sacarases que sao secretadas ou ligadas a parede da célula. Ao contrario das vias intracelulares, as
sacarases néo exigem precursores de nucleotideos. Estas enzimas aceitam di ou trissacarideos como sacarose,
como substrato, e transferem diretamente uma das porgdes do agucar para uma cadeia crescente de polimeros
pelo uso da energia obtida a partir da ligagéo glicosidica clivada (RUTERING, 2020; SHUKLA et al., 2019).

Em geral a fonte de carbono € o nutriente mais critico e a fonte de energia para o crescimento celular, e
diferentes fontes de carbono podem ter diferentes efeitos de repressdo catabdlica sobre o metabolismo. Para
selecionar a adequada fonte de carbono para crescimento e produgéo de EPS, varios substratos foram testados
na concentragdo de 100 g/L. Como apresentado na Tabela 1 a fonte de carbono mais adequada para a
produgéo da EPS foi a sacarose, cujo resultado esta de acordo com outros estudos (LIU et al, 2009; SHUKLA
et al., 2019; Grinev et al., 2020), bem como com resultados obtidos neste projeto (Jornada PCI VIl e VIII).
Os melhores valores de crescimento dos microrganismos foram obtidos na presenca de frutose e galactose. Ha
uma relag&o linear entre a produgéo de EPS e o crescimento, porém essa relagdo ndo € sempre a mesma para
o microrganismo, podendo ser influenciada pela fonte de carbono. No presente trabalho, com a modificagéo da
fonte de carbono para sacarose houve um menor crescimento e devido ao estresse sofrido foi produzida uma
maior concentracdo de EPS (SHUKLA et al., 2019). O que tem sido reportado é que Paenibacillus polymyxa tem
alta atividade de levanasacarase induzida pela presenga de sacarose, no qual sdo responsaveis pelas altas
produgdes de EPS durante o crescimento celular (RUTERING, 2020; GRINEV et al., 2020). O pH é um
parametro crucial para o processo fermentativo, onde muitos microrganismos requerem pH neutro.
Adicionalmente ao valor de pH inicial neutro de um meio de cultivo, a mudanga do valor durante o ensaio pode
afetar a membrana celular, a morfologia e estrutura da célula, a absorgdo de vérios nutrientes e a biossintese
das EPS. Normalmente o pH étimo para a produgédo de EPS por Paenibacillus polymyxa deve ser mantido

proximo da neutralidade (LIU et al, 2009; SHUKLA et al., 2019), conforme no presente trabalho.
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Tabela 1. Efeitos da fonte de carbono sobre o pH, a produgéo de biomassa e a produgao de EPS por

Paenibacillus polymyxa.

Fonte de Carbono pH final Peso seco (g/L) Concentracao de EPS obtida (g/L)
Frutose (100 g/L) 5,80£0,19 1,39 + 0,056 7,78 £0,39
Galactose (100 g/L) 6,10 £ 0,03 1,24 £ 0,012 9,25+1,03
Glicose (100 g/L) 6,15+ 0,09 0,742 + 0,039 9,21 0,37
Glicerol (100 g/L) 5,92 £ 0,01 0,841+ 0,028 1,96 + 0,68
Sacarose (100 g/L) 6,12 £ 0,02 0,366 + 0,164 37,28 £1,03
Sacarose (300 g/L) 6,07 £ 0,03 0,155 + 0,004 48,25+ 1,35

4.2, Isoterma de adsorg¢ao de niquel

Os polissacarideos do tipo levana tém atraido cada vez mais atengéo devido as suas promissoras propriedades

fisico-quimicas, seus efeitos fisioldgicos, de biodegradabilidade e biocompatibilidade. Esses polimeros podem ter

diversos usos (como antivirais, antitumorais, anti-inflamatério, na agricultura, biomineragéo, dentre outras

aplicacbes) e vem ganhando destaque principalmente para a redugdo da biotoxidade de diversos metais

pesados. Desta forma, os polimeros de levana sdo potencialmente efetivos e acessiveis como biossorventes
para remogao de metais (GRINEV et al., 2020; DAVE, SODHA & TIPRE, 2018), bem como na biomineragéo
(SUKLA, PATTANAIK & PRADHAN, 2019). A Figura 1 apresenta os valores da concentragdo do equilibrio (Cf) e
da relacdo massa adsorvida (mg)/g da EPS (q), necessarios para construgdo da isoterma de adsorcéo de niquel

com intuito de estimar os valores de gms € a constante b, que s&o usados para comparagdo de seu potencial de

aplicagao em relagéo a literatura.

Cf(mg/L) -

q(mg/g de

concentragéo final do EPS)

metal em golucio)

188.00 33.00

143.00 16.00 = 209
93.30 18,70

73,60 11.50

47.50 3.00

0,96 0,14 A

..........

Figura 1. (A) Quadro dos valores de Concentragéo do equilibrio (Cf) x massa adsorvida (mg)/g de EPS (q). (B)

Isoterma de niquel para experimentos conduzido utilizando concentragéo de EPS 1 g/L.
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A avaliagdo da adsor¢do de niquel pela EPS foi construida baseada no modelo de Langmuir, cujo gmsx é a
capacidade maxima de adsorg¢do e a constante b indica a interagdo adsorvato/adsorvente, ou seja, a afinidade
do biossorvente pelo metal. Os valores estimados pelo modelo foram b = 0,00054 e qmax = 316,6 mg/g de EPS,
sendo R? = 0,91 (valor esse aceito para processos bioldgicos) indicando que o modelo como adequado.
Comparando a valores da literatura (KARAKAGH et al., 2012; MORILLO et al., 2008) o valor de qmex foi superior
e os valor de b foi menor. Com os resultados obtidos, a EPS indicou potencial para o uso na biossorgdo, sendo o
valor de qmax obtido para niquel préximo aos melhores citados pela literatura especializada. Desta forma, a

pesquisa é suportada para realizar isotermas de adsorcdo de outros elementos quimicos de interesse.

5. Conclusao

A producdo de EPS por Paenibacillus polymyxa foi obtida a partir de todas as fontes de carbono testadas,
demonstrando assim a grande versatilidade desse microrganismo. A maior producdo foi encontrada usando a
sacarose (em torno de 48 g/L). O fato desta rota utilizar as levanasacarases indica ser a producao extracelular, o
que facilita a recuperagéo das EPS, trazendo vantagem econdmica ao processo. O modelo de Langmuir foi
adequado para esta isoterma de adsorgdo de niquel, obtendo qmsx de 316 mg/g de EPS, sendo melhor do que os
apresentados pela literatura. Portanto, a EPS apresenta potencial para aplicacdo da biossorcdo de niquel e

ainda pode ser avaliado para outros elementos quimicos de interesse do CETEM.
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