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RESUMO — Na produgdo de biodiesel gera-se uma grande quantidade de glicerol como subproduto.
Neste contexto, os processos biologicos surgem como alternativa para absorver parte do glicerol
gerado, obtendo-se, assim, produtos de valor agregado. As rotas biologicas anaerobias sdo muito
diversificadas dependendo, dentre alguns fatores, do meio de cultivo. Este trabalho objetivou avaliar
a produgdo de diferentes metabolitos, a partir de glicerol como substrato, em diferentes meios de
cultivo, por processo biologico anaerobio. Foi estudada a linhagem Clostridium pasteurianum ATCC
6013 em diferentes meios de cultura e glicerol como substrato principal, em ensaios conduzidos
durante 10 dias a 37°C. Observou-se que os diferentes meios influenciam nas rotas metabolicas da
cepa, produzindo dcidos orgadnicos (acético, latico, propidmico, butirico, succinico, valérico e
isovalérico) e dlcoois (butanol e etanol). A partir destes resultados iniciais, sera possivel escolher o
meio de cultivo adequado para o desenvolvimento de novos processos biologicos.

1. INTRODUCAO

O atual interesse por fontes energéticas de origem renovavel acarreta uma procura por processos
biotecnolégicos que possam produzir combustiveis de forma eficiente e economicamente viavel. No
Brasil, o biodiesel ja ¢ produzido em larga escala e ¢ componente do diesel combustivel comum, o
qual ¢ formado por uma mistura de biodiesel e diesel de petroleo (ANP, 2013). O biodiesel ¢ um
combustivel alternativo que reduz a producdo dos gases do efeito estufa e o seu uso se tornou
obrigatdrio em varios paises do mundo (O’Connor, 2011). Segundo Taconi et al. (2009), o glicerol ¢
gerado como subproduto na cadeia produtiva do biodiesel e representa 10% do volume da produgao
onde as indlstrias quimicas conseguem absorver apenas parte desse volume. O glicerol passou por
uma queda répida de prego pelo rapido aumento da produgdo mundial de biodiesel (Yazdani, 2007).

O glicerol pode ser biologicamente utilizado para produzir diferentes produtos quimicos, tais
como 1,3-propanodiol (1,3-PD) (Jun et al., 2010), 4cido succinico (Lee et al., 2001), 4cido caproico
(Wasewar & Shende, 2010) e combustiveis alternativos, tais como hidrogénio (Ito et al., 2005), etanol
(Jarvis et al., 1997) e butanol (Biebl, 2001) dentre outros produtos, por diferentes rotas biologicas
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utilizando diferentes micro-organismos.

O principal aspecto da fermentagdo de glicerol versus a fermentagdo da glicose, por processos
anaerobios, ¢ a produgdo de 1,3-PD como método metabodlico para a regeneragdo do NADH, no
balango respiratério. O 1,3-PD ¢ um produto quimico valioso, utilizado principalmente como
mondmero para fabricagdo de materiais plasticos com caracteristicas especiais, como, por exemplo, a
alta biodegradabilidade, tais como o politereftalato de trimetileno (PTT). Também ¢ utilizado em
resinas, liquidos refrigerantes de motores, argamassas e tintas. O mercado de 1,3-PD tem mais de 100

milhdes de libras por ano e cresce rapidamente (Salembo et al., 2009).

O acido succinico € um bloco de construgdo importante que pode servir como um precursor de
muitos produtos quimicos de valor agregado, incluindo solventes, plastificantes, e plasticos
biodegradaveis. A maior parte do acido succinico ¢ atualmente produzida por sintese quimica,
utilizando anidrido maleico, derivado do petréleo. No entanto, nos ultimos anos, progressos
significativos foram feitos no sentido da produgdo em larga escala por processos fermentativos a

partir de fontes de carbono renovaveis, por exemplo, derivados de biomassa, a glicose (Yu et al.,
2015).

O acido caproéico (&cido n-hexandico) € um liquido oleoso incolor e transparente na luz, com um
cheiro pungente, encontrado em o6leos e gorduras animais e utilizado em sintese organica, fabricagao
de perfume, medicamentos, graxa lubrificante, borrachas e corantes. O mercado para o acido caprdico
seria grandemente expandido se pudesse ser produzido a partir de materiais de baixo custo, caso fosse
usado para formagdo de combustiveis alcanos e outros produtos. O 4cido caproico pode ser produzido
comercialmente por véarias vias, tais como a carbonilagdo do etileno com monoxido de carbono e
agua, a oxida¢do do propanal e a oxidagdo direta de hidrocarbonetos. Embora a via petroquimica
disponha de bom rendimento, por causa do seu elevado custo, geralmente ndo ¢ preferido. Devido ao
aumento dos custos do petroleo, os processos biologicos para producdo de acido caproico se
apresentam como uma forma vidvel para produzi-lo (Wasewar & Shende, 2010).

Segundo Lin et al. (2011), o butanol pode ser um dos combustiveis alternativos mais
promissores para resolver problemas de polui¢do ambiental podendo substituir a gasolina sem
qualquer modificacao dos veiculos atuais, e seus motores (Atsumi et al., 2008), possui potencial para
atender a necessidade de sistemas de energia verde e sustentavel e pode ser transportado através de
infraestrutura de tubulacdes ja existente (Li et al., 2014). Quando cepas de Clostridium, na forma
germinada (ndo esporulada), sdo utilizadas para fermentacdo ABE, vitaminas, minerais, solu¢do
tampao e um meio particular influenciam diretamente no rendimento de butanol. Meios de
propagagdo de inoculo e de fermentacdo sdo diferentes de acordo com as cepas utilizadas. A maior
parte dos meios consiste de extrato de levedura, glicose, KH,PO4, K;HPO4, FeSO4.7H,0, NaCl e
acetato de amonio, dentre alguns microelementos e vitaminas (Li et al., 2014). Cepas de Clostridium
pasteurianum té€m sido estudadas para a produgdo de butanol e 1,3-PD utilizando o glicerol como
fonte de carbono e energia, segundo Moon et al. (2011).

Este trabalho teve como objetivo a avaliacdo de diferentes meios de cultura para a produgdo de
diferentes metabolitos utilizando o glicerol como fonte de carbono e energia, via rota biologica
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anaerobia, em escala de bancada.
2. MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo dos experimentos, utilizou-se a linhagem de Clostridium pasteurianum
ATCC 6013, estocada e crescida em meio de cultura RCM. O processo ocorreu em batelada durante
10 dias a 37°C. Para isto, foram utilizados Frascos Schott de 250 mL com 100 mL de volume
racional, em triplicata. Devido ao pequeno volume reacional e as caracteristicas de anaerobiose, os
ensaios foram conduzidos sem agitacdo. Para garantir a anaerobiose, foi purgado nitrogénio no meio
liquido por 1 min.

Os meios de cultura utilizados para os experimentos foram de acordo com Kao et al. (2013)
meio A, Gallardo et al. (2014) meio B, Daria et al. (2014) meio C, Gallazi et al. (2015) meio D, Collin
et al. (2000) meio E, e o meio RCM, meio F, cujas composicdes sao mostradas nas Tabelas 1 e 2.
Apb6s o fim do experimento, os metabolitos foram quantificados por meio de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) usando a coluna HPX-87H, temperatura do forno de 65 °C, acido sulfurico
0,005 mM em agua MiliQ como fase movel e uma vazao de 0,6 mL/min usando-se o indice de
refracdo como deteccao. A biomassa celular foi determinada por espectrofotometria onde a ABS foi
correlacionada com massa seca (g/L).

Tabela 1 —Composi¢ao quimica dos meios de cultura

Composicao (g/L)

Componentes A B C D E F
Glicerol bruto 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 -
Glicose - - - - - 5,0
Acetato de sodio - - - 3,0 - 3,0
Agar - - - - - 0,5
Amido solavel - - - - - 1,0
Cisteina 0,5 0,5 - - 0,12 0,5
Extrato de carne - - - 10,0 - 10,0
Extrato de levedura 4,0 1,0 - 3,0 2,0 3,0
Peptona - - - - - 10,0
Triptona - - - 10,0 - -
(NHy),2.SO4 - - 1,23 2,0 -
CaCl, - - - 0,002 -
CaCl,.2H,0 - 0,02 0,01 - -
CoCl,.5H,0 1,25x10™ - - - -
CuSO4.5H20 0,005 - - - -
FeCl,.7H,0 - - 0,01 - -
FeS0,.7H,0 2,5x10°° - - 0,005 -
K,HPO,4 0,125 0,5 0,26 - -
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K;HPO4.3H,0 - - - - 3,4 -
KH,PO4 - 0,5 0,02 - 1,3 -
MgC126HzO 0,1 - - - - -
MgSO4.7H20 - - 0,1 - 0,2 -
MnS0O4.6H,O 0,1 - - - - -
NaCl - 0,01 - 5,0 - 5,0
NH4CI - 3,0 - - - -
Solucao acida - 1,0mL/L - - - -
Solucao basica - 1,0mL/L - - - -
Solucao mineral - - - - 40,0mL/L -

Tabela 2— Solugdes especificas para os meios B e E

Composicao (g/L)

Componente Solugdo dcida  Solucdo basica  Solucdo mineral
EDTA - - 5,0
CoCl, 0,06 - -
CuCl.2H,0 - - 0,005
FeCl, 0,94 - .
FeS0,.7H,0 - - 1,0
HCI 1,8 - -
MnCl, 0,06 - .
MnCl,.4H,0 - - 0,03
NaOH - 0,4 -
Na;MoOy - 0,02 0,03
NiCl, 0,01 - -
NiCl,.6H,0 - - 0,036
ZnCl 0,06 - -
ZnS0,.7H,0 - - 0,2

3. RESULTADOS E DICUSSAO

Nas Figuras de 1 a 3 sdo apresentadas as concentracdes de biomassa celular e metabolitos apds
o término dos experimentos realizados com diferentes meios de cultura e usando glicerol como tnica
fonte de carbono e energia.
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Figura 1- Concentracdes de biomassa celular nos ensaios em diferentes meios de cultura

0,5 T T g T

;

0,3—- -

0,2—- -

o,o- - . : . |
A B C D E

Meios de cultura

Biomassa celular (g/L)

Figura 2— Concentragdes de acidos organicos nos ensaios em diferentes meios de cultura
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Figura 3—Concentragdes de alcoois nos ensaios em diferentes meios de cultura
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Pela Figura 1 pode-se observar uma baixa produ¢ao de biomassa celular, onde parte ¢ causada
pela baixa producdo de ATP, uma caracteristica dos processos anaerodbios, € parte causada por
caréncia de nutrientes, ndo adaptacao a fonte de carbono (glicerol) e por inibicdo pelos metabolitos
formados. O Meio D foi o que apresentou maior produgao de biomassa celular, meio que contem
extrato de carne e extrato de levedura, componentes complexos em termos de nutrientes.

Pode-se observar uma produg¢ao maxima de acido propionico no Meio D e uma produgdo um
pouco menor no meio F, os mesmos meios que se obteve a maior producao de biomassa celular. Nos
ensaios nao foram detectados a producdo de 1,3-propanodiol. Provavelmente, devido ao niimero de
carbonos (3), a produgao de 1,3-PD e acido propidnico sejam concorrentes dentro da célula e nestes
estudos a rotas para produgdo de acido propionico foram ativadas pelos nutrientes contidos no meio.

Os valores de acidos foram bem variados para os diferentes meios de cultura, uma
caracteristica dos processos anaerdbios. O 4cido latico foi encontrado em maior concentracdo no meio
C, o acido succinico foi encontrado em maior quantidade nos meios C e E. No meio D obteve-se a
maior produgdo de acido acético e acido isovalérico. No meio F foi onde obteve-se a maior
quantidade de acido valérico.

O 4cido caprodico pode ser produzido metabolicamente através de um processo de alongamento
de cadeia partindo do acido acético a acido butirico e depois formando acido caproico. Entretanto, ndo
foram detectados os 4cidos butirico e caprdico nos processos aqui estudados.

Pelos resultados de alcoois pode-se observar uma maior producdo de 1 e 2-butanol para os
meios D e F que sd3o meios que contem extrato de carne e extrato de levedura, componentes
complexos em termos de nutrientes. Este resultado mostra que para a produgdo de butanol, deve-se
conhecer melhor os nutrientes adicionados ao meio, em relacdo ao tipo e sua concentragao.
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A Unica produgdo de etanol foi observada no meio F, e para a produ¢do de solventes, ndo foi
detectado a produgdo de acetona. A producdo de acetona ¢ concorrente da produgdo de butanol e
nestes estudos foi produzido butanol e ndo acetona.

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados pode-se concluir que as rotas metabdlicas dos processos anaerdbios
foram fortemente influenciadas pelos nutrientes adicionados nos meios de cultura, e suas
concentragdes. Para cada meio de cultivo foi produzido um metabolito especifico em maior
concentragdo. Portanto, para a produ¢do de um metabolito especifico, em um processo anaerdbio,
deve-se fazer um estudo minucioso dos componentes do meio de cultura como primeira etapa para
elaboragcdo de um novo processo biologico.
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