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“Now, here, you see, it takes all the running you
can do, to keep in the same place. If you want to

get some where else, you must run at least twice as

fast as that! ”

(The Red Queen in “Alice through the look in glass” from Lewis Caroll.)

“Agora, aqui, entenda, ¢ preciso correr 0 maximo
que puder, para permanecer no mesmo lugar. Se
desejar ir a outro lugar, vocé devera correr pelo

menos duas vezes mais rapido! "

(Traducéo livre — A rainha vermelha em “Alice através do espelho” de Lewis Caroll)
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RESUMO

Botelho, Alanna Medeiros. Aumento da producdo de biomassa de Clostridium
carboxidivorans utilizando gés de sintese para fins biotecnolégicos. Rio de Janeiro, 2016.
Dissertacao (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2016.

A pressdo imposta pelos pactos internacionais para reducdo dos gases do efeito estufa,
reducdo da utilizacdo de fontes alimentares na inddstria quimica e destinacdo ambientalmente
correta de residuos motiva grande parte da pesquisa cientifica na atualidade. Dentre estas se
encontra a fermentacdo de gas de sintese, uma alternativa biotecnoldgica para producéo de
combustiveis e commodities quimicas, que utiliza o residuo gasoso gerado por processos de
pirdlise, gaseificacdo, reforma a vapor e também pode ser produzido por industrias como a do
aco. O gas de sintese € composto majoritariamente por CO e Hz, podendo conter CO2, CHa e
N2. No processo de fermentacdo do gas de sintese, micro-organismos capazes de assimilar o
gés como fonte de carbono produzem &cidos e solventes como metabdlitos. O grande gargalo
do processo se encontra na transferéncia de massa gas-liquido, que reduz a assimilagéo da fonte
de carbono pelo micro-organismo reduzindo a concentracdo celular obtida e os produtos
gerados. A fim de criar melhorias para esse processo, 0 objetivo do presente trabalho foi o
aumento de producéo de biomassa de Clostridium carboxidivorans através da aplicacdo de uma
sequéncia de planejamentos experimentais para avaliar a influéncia dos componentes do meio
de cultivo no crescimento celular. Os resultados indicam que o extrato de Iévedo é o principal
componente para o crescimento celular. Triptona e glicose sdo importantes para balancear a
proporcao carbono:nitrogénio resultando em maior concentracdo de células. Quando realizado
o cultivo de C. carboxidivorans em meio contendo 14,2 g.L* de triptona, 9,2 g.L! de extrato
de lévedo, 9,2 g.L ! de glicose e adicdo de gas de sintese como matéria prima detectou-se
consumo de glicose nas primeiras fases de crescimento, ocorrendo reducdo desse consumo
concomitantemente ao inicio da fase estacionéria, e a concentragdo celular maxima obtida foi
de 1,77 g peso seco de cel.L"* + 0,04. Como produto associado ao crescimento foi possivel
observar a producéo de &cido latico. Para reducdo dos custos do processo avaliou-se a milhocina
como substituto da triptona e do extrato de lévedo. A milhocina é fonte de vitaminas, minerais,
metais-traco, nitrogénio e aminoacidos e em meio contendo 100 g.L* de milhocinae 9,2 g.L™!
de glicose e adigdo de gas de sintese como matéria prima, a concentracao celular obtida foi 1,94
g peso seco de cél.L 1+ 0,21, a glicose foi totalmente consumida durante a fermentagéo e houve

respectiva producédo de &cido latico.



ABSTRACT

Botelho, Alanna Medeiros. Aumento da producdo de biomassa de Clostridium
carboxidivorans utilizando gés de sintese para fins biotecnolégicos. Rio de Janeiro, 2016.
Dissertacao (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2016.

Pressure imposed by international agreements to reduce greenhouse gas emissions, to
reduce the use of food sources in chemical industry and environmentally right destination of
wastes motivates several scientific research nowadays. Among these researches, fermentation
of syngas, a biotechnological alternative method to produce fuels and chemical commaodities,
uses gaseous waste generated by pyrolysis processes, gasification, steam reforming and may
also be produced by industries such as steel industry. Syngas consists mainly of CO and H>, but
may contain CO2, CH4 and Na. In the process of syngas fermentation, microorganisms able to
assimilate gas as carbon source have the ability to produce organic acids and solvents as
metabolites. The major bottleneck of the process is the gas-liquid mass transfer, which reduces
the carbon source assimilation by the microorganism reducing cell concentration and generated
products. In order to create improvements to this process, the objective of this study was to
increase Clostridium carboxidivorans biomass production by applying a sequence of
experimental designs to assess the influence of culture medium components in cell growth.
Results indicate that yeast extract is the main component for cell growth. Tryptone and glucose
are important to balance the carbono:nitrogen ratio by resulting higher cell concentration. When
C. carboxidivorans growth was performed in medium containing tryptone 14.2 g.L?, yeast
extract 9.2 g L%, glucose 9.2 g L and addition of syngas as feedstock glucose consumption
was detected in the early stages of growth. The reduction of this consumption was observed
concurrently dyring the beginning of stationary phase and maximum cell concentration
obtained was 1.77 g dry weight of cel.L + 0.04. Production of lactic acid was observed as a
product associated to cell growth. To reduce process costs, corn steep liquor was evaluated as
a substitute for tryptone and yeast extract. Corn steep liquor is a source of vitamins, minerals,
trace metals, amino acids, and nitrogen. In a medium containing 100 g.L™ of corn steep liquor,
9.2 g.L "t of glucose and addition of syngas as a feedstock, cell concentration obtained was 1.94
+0.21 g d.w.cel.L%, glucose was completely consumed during the fermentation and production
of lactic acid was detected.
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1 INTRODUCAO

Metas sustentaveis tém sido determinadas pelas organiza¢es mundiais a fim de reduzir
o lancamento dos gases do efeito estufa. Para que sejam alcancadas, uma das principais
alternativas é a criacdo de rotas sustentaveis para a producdo de commodities quimicas
renovaveis, tornando os processos integrados e capazes de utilizar qualquer produto envolvido
no processo como matéria-prima. Assim, materiais vegetais oriundos de residuos agricolas,
como o bagaco de cana-de-agucar e de trigo, tém sido utilizados para conversdo biologica em
etanol. Porém, a lignina presente nesses materiais vegetais apresenta dificuldade de ser
degradada por micro-organismos, aumentando a preocupacao sobre a destinacdo da biomassa e
dessa parcela significativa de lignina ndo degradada, que pode representar de 10 a 35% do
material vegetal (LATIF et al., 2014). Como alternativa aos processos bioquimicos para geracéo
de biocombustiveis, que requerem pré-tratamentos enzimaticos que elevam o custo do processo,
surge o processamento hibrido termoquimico-bioquimico, constituido pela unido da pir6lise a
um processo fermentativo (SHEN; BROWN; WEN, 2014).

A pir6lise ndo possui rigor em relacdo as caracteristicas e origem do material,
permitindo utilizar residuos agroindustriais e também residuo solido urbano, o que contribui
para as metas sustentaveis dos pactos internacionais. Isso faz com que se agregue valor a um
subproduto, além de utilizar toda a reserva energética do material, gerando um gas rico em CO,
H> e CO.. Esse gas, chamado de gas de sintese, pode ser fermentado por bactérias acetogénicas,
tal qual Clostridium carboxidivorans, reconhecida por sua capacidade de assimilar CO e COz
por meio da via redutora de Acetil-CoA (via Wood-Ljungdahl). Essa via é composta por dois
ramos 0 metil e o carbonil, sendo o primeiro caracteristico pela produgéo de &cidos organicos
durante o crescimento exponencial e o segundo pelo consumo dos acidos organicos durante a
fase estacionaria do crescimento celular, com respectiva producdo de compostos quimicos
(MILLAT etal., 2013; LIU et al., 2014a; SHEN; BROWN; WEN, 2014).

Entretanto o gargalo do processo esta relacionado a dificuldade da transferéncia de
massa, causando baixa disponibilidade do substrato gasoso e, por sua vez, a baixa taxa de
crescimento dos micro-organismos anaerdbios e a reduzida conversdo de gas de sintese. Assim,
se faz necessario aprimorar a etapa de aumento de biomassa, para favorecer a bioconversao e
tornar o processo economicamente viavel.

O presente trabalho avalia as condi¢des de conducdo dos cultivos da bactéria

Clostridium carboxidivorans, objetivando aumento da biomassa, o que favorecera a conversao
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de gés de sintese em compostos quimicos de interesse econémico e a consequente diminuicao

dos custos de processos relacionados ao meio de cultivo.
Para uma melhor orientagdo, a Dissertacdo encontra-se dividida nos seguintes topicos:

1. INTRODUCAO, o qual fornece informacdes basicas acerca do tema e

apresenta a estrutura do texto.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA, no qual sdo comentados estudos prévios que
nortearam a pesquisa atual, bem como séo apresentados os principais fatores,

pardmetros e rotas metabolicas envolvidas no processo.

3. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS, em que sdo ressaltadas as motivacdes para

a pesquisa e suas metas.

4. MATERIAIS E METODOS, o qual descreve a metodologia utilizada nos

experimentos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO, com a apresentacdo dos resultados obtidos e

comentarios acerca dos mesmos.

6. CONCLUSOES E SUGESTOES, que ressalta as principais contribuices e
resultados da pesquisa e, em seguida, diante da experiéncia adquirida com 0s

ensaios e das dificuldades encontradas, propde alternativas.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, com a mencdo devida aos trabalhos

consultados que serviram de base para a dissertacao desenvolvida.
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2 REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1 BACTERIAS ACETOGENICAS

Bactérias acetogénicas estdo presentes majoritariamente no filo Firmicutes (Figura 1),
havendo representantes nos filos Espiroqueta, Acidobactérias e na classe Gammaproteobacteria
(RAGSDALE; PIERCE, 2009).

® Géneros contendo micro-organismos acetogénicos

Eubacterium

Acetobacterium ® Natronincola
(2] L]
Alkalibaculum @ @ Tindallia
Eubacteriaceae
Acetitomaculum @ @ Oxobacter
Clostridiaceae
Syntrophococcus @ ® Caloramator
Lachnospiraceae
Marvinbryantia @ @ Clostridium
Firmicutes
Archaeoglobus
Blautia ® Bacteria Archaea g
Euryarchaeota
Acetoanaerobium®
Methanosarcina
Thermoanaerobacter @ @ Holophaga
Thermoanaerobacteraceae
Moorella® Hglobacter- Veillonel- @® Treponema
oidaceae laceae
Thermacetogenium & @ Sporomusa
@ ® @
Acetohalobium Acetonema

Natroniella

Figural — Micro-organismos fermentadores de gés de sintese. Com exce¢do das arqueas, todos 0s outros micro-
organismos sdo classificados como acetogénicos. Fonte: (LATIF et al., 2014)

Essas bactérias podem ser encontradas nos mais diversos ambientes, devido a sua
flexibilidade metabolica, desde solos superficiais (PETERS; CONRAD, 1995) ambientes
salinos (OLLIVIER et al., 1994), sedimentos de superficies profundas (PIERCE et al., 2008),
lagoa de sedimentacdo (LIOU et al., 2005) e sistema digestivo de cupins (BOGA; BRUNE,
2003). Para os individuos que possuem micro-organismos acetogénicos associados ao sistema
digestivo, o acetato produzido é benéfico tanto para o hospedeiro quanto para outros demais
micro-organismos formadores da biota digestiva (CHASSARD; BERNALIER-DONADILLE,
2006). Possuem flexibilidade metabdlica devido a geracdo de energia pela producdo de acetato
a partir de CO, CO- e H2 ser menor do que o metabolismo metanogénico, por exemplo. Como

alternativa metabdlica, micro-organismos acetogénicos recorrem a diferentes vias metabolicas
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tornando-os capazes de degradar diversos polimeros naturais, gases organicos e inorganicos,

com uma ampla gama de componentes capazes de atuar como aceptor de elétrons

(RAGSDALE; PIERCE, 2009), como é possivel observar na Figura 2.

Doador de elétrons > Aceptor de elétrons Produto reduzido
CO, H: \
Formato . CO: Acetato
Piruvato ‘ Fflmilrﬂtﬁ > Sl.lcc‘mato
Lactato //« Nitrato » Nitrito
Glicolato /// Nitrito— -, Ambnia
Glioxilato ,//; Tiossulfato — » Sulfureto
Oxalato 17, Dimetilsulfoxido— » Dimetilsulfureto
Metoxyacetato e~ Lactato
aromatico » Etanol
Alcoois Formato
Hexoses —» H:
Pentoses . @-CHZCHZCOO‘
Betaina
Acetoina @CHZOH
Citrato

Celobiose /

Figura 2 — Variedade dos pares redox utilizados pelos micro-organismos acetogénicos. Imagem modificada de
(DRAKE; GOSSNE; DANIEL, 2008)

Bactérias acetogénicas sdo exemplos de biocatalizadores utilizados na fermentacédo de gas
de sintese. Essas bactérias empregam a via metabdlica Wood-Ljungdahl e geram
biocombustiveis como o etanol e o butanol e biocommodities como acetato, &cido latico,
butirato, 2,3 butanodiol, e acetona (BENGELSDORF; STRAUB; DURRE, 2013). A via Wood-
Ljungdahl confere a capacidade de realizar a oxidacdo de fontes organicas como hexoses,
pentoses, alcoois, grupos metila e acido férmico, ou de fontes inorganicas como hidrogénio
(Hz2), monoxido de carbono (CO) e didxido de carbono (CO3), formando acetato (NITSCHKE;
RUSSELL, 2013; OELGESCHLAGER; ROTHER, 2008). A evidéncia da utilizacdo de CO
para formacdo de acetato veio a partir da constatacdo de que o CO é produzido por Moorella
thermoacetica como um intermediario durante o crescimento em glicose através do
acoplamento de piruvato:ferredoxina oxidoredutase para monéxido de carbono desidrogenase
(CODH). Acetogénese a partir de CO é acoplado a formagdo de uma forca motriz de ions
através da membrana citoplasmatica para permitir a sintese de ATP por meio de um mecanismo
quimiosmético (OELGESCHLAGER; ROTHER, 2008).

Dentre as espécies acetogénicas e capazes de produzir componentes quimicos de interesse
a partir da fermentacdo de gas de sintese Clostridium carboxidivorans vem sendo estudada

principalmente devido sua promissora capacidade de producdo de etanol, quando comparada
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com espécies de Clostridium utilizadas como modelo de estudo para produgdo de compostos

quimicos.
2.1.1 Clostridium carboxidivorans

A espécie Clostridium carboxidivorans foi inicialmente descoberta no sedimento de uma
lagoa de decantacdo agricola na Universidade do Estado de Oklahoma, USA, apoés
enriquecimento do ambiente com CO, como estratégia para identificacdo de bactérias capazes
de assimilar CO como substrato (LIOU et al., 2005)

Bactéria anaerdbia aerotolerante, possui um cromossomo circular de 5.732.880 pb com
4951 sequéncias de DNA codificantes e um mega-plasmideo de 19.902 pb com 22 sequéncia
de DNA codificantes (LI et al., 2015).E uma espécie gram-positiva, que possui como
morfologia a forma de bastdes, podendo ocorrer em par ou isoladamente. Possui motilidade e
um raro 0 mecanismo de esporulacdo. A temperatura étima para o crescimento é 38°C. Possui
capacidade de crescimento autotréfico quando na presenca de CO2 e CO, mas sdo capazes de
crescer quimiorganotréficamente com diversas fontes organicas, como frutose, galactose,
glicose e manose (BENGELSDORF; STRAUB; DURRE, 2013; LIOU et al., 2005). Produzem
acido acético, etanol, butirato, butanol e acido latico como produto final do metabolismo
(BENGELSDORF; STRAUB; DURRE, 2013; LIOU et al., 2005).

Na analise genémica de C.carboxidivorans para compreender as vias de producdo de
biocombustiveis, observou-se determinantes genéticos para utilizacdo de CO e producdo de
acetato, etanol e butanol, como por exemplo a presenca de um gene que codifica uma
desidrogenase caracteristica da via metabdlica ABE (acetona-butanol-etanol), previamente
descrito para C. acetobutylicum e C. beijerincki, responsavel por converter Acetil-CoA a
acetaldeido e etanol, e Acetil-CoA a Butiril-CoA e Butanol via Butiraldeido. Porém, genes
presentes em outras cepas de Clostridium que codificam proteinas para producdo de acetona
ndo foram encontrados em C. carboxidivorans (BRUANT et al., 2010)

Em atmosfera 100% CO e incubacdo a 37 °C, Bruant et al.(2010) reportaram uma duracao
de 24 horas para a fase lag de Clostridium carboxidivorans. Em quatro dias de incubagdo e 73%
do CO consumido da-se inicio a fase estacionaria, fase em que cessa a assimilagdo de CO e
producéo de CO.. A producdo de acetato, butirato, etanol e butanol foi observada durante todo
o cultivo. Porém, houve diferenca da obtencdo de acetato e etanol, visto a maior producdo de
acetato comparado a etanol. Essa informacgéo contrapde outros estudos que obtiveram maior
concentracdo de etanol (LIOU et al., 2005). A justificativa para esse fato é a diferenca da

constituicdo do gas utilizado como matéria prima gasosa. Bruant et al. (2010) utilizaram CO
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100% , enquanto Liou et al. (2005), utilizaram gas de sintese composto por CO, N2, CO2 na
proporcdo 70:27:6, respectivamente, mostrando que a composi¢do do gas de sintese pode
interferir na rota metabolica de C. carboxidivorans.

O gas de sintese vem sendo utilizado como fonte de carbono no cultivo de C.
carboxidivorans, devido ao baixo custo, as caracteristicas ambientalmente corretas da sua
producdo agregando conceito de energia limpa aos produtos gerados e a redugdo do custo da
producdo de biocombustiveis por rotas fermentativas que geralmente possuem etapas de

tratamento da matéria-prima.

2.2 GASDE SINTESE

O gas de sintese representa uma importante fonte para producdo de combustiveis,
compostos quimicos e eletricidade de forma ambientalmente limpa. Constituido por uma
mistura de CO e H> podendo conter CO> e alguns componentes em menores concentracoes,
como CHae Na. E produzido a partir da gaseificagio de matérias-primas, a exemplo, gas natural
(reforma com vapor), carvao (gaseificacdo — oxidacao parcial), petréleo (hidrocarbonetos leves
— reforma com vapor; hidrocarbonetos pesados — oxidagdo parcial), biomassa
(gaseificagdo/pirdlise) e residuos sélidos urbanos (gaseificagdo/pirdlise). (ZUBERBUHLER et
al., 2005).

2.2.1 Aplicacdo industrial da fermentacao de gas de sintese

Pesquisas vém sendo desenvolvidas para a producédo de combustiveis de base bioldgica,
promovendo alternativas renovaveis e sustentaveis aos combustiveis fosseis. Embora energia
solar e edlica sejam alternativas sustentaveis, hd necessidade de combustiveis liquidos. A fim
de suprir esta necessidade a fermentacdo de gas de sintese mostra-se promissora
(VASUDEVAN; RICHTER; ANGENENT, 2014a). Culturas puras de bactérias fermentadoras
de gas de sintese em biorreator de 5 L chegam a producéo volumétrica de etanol de 7,3 g. L~
! dia (RICHTER; MARTIN; ANGENENT, 2013). Globalmente, mais de 1013 kg de acido
acetico é produzido anualmente e a contribuicdo dos micro-organismos acetogénicos €
aproximadamente 10% dessa produgdo (RAGSDALE; PIERCE, 2009).

O gas de sintese € uma das materias-primas mais baratas e flexiveis para o processo de
fermentagdo biologica, além de produzir uma variedade de combustiveis renovaveis e produtos
quimicos custando menos de US$ 6 por milhdo de BTU (Unidade térmica britanica), com um
custo de matéria-prima menor que US$ 0,10 / Ib de produto, aproximadamente US$ 0,0045/Kg

de produto. Esse baixo custo da matéria prima provém do gas de sintese poder ser gerado a
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partir de uma multiplicidade de materiais organicos, incluindo a biomassa e residuos urbanos.
(MOHAMMADI et al., 2011)

Krieger (2014), mostrou como o uso da fermentacdo para producdo de biocombustiveis
esta se tornando realidade ao relatar a ideia proposta pela fabrica de combustiveis, GreenSky
London, junto a empresa de aviacdo BritshAirway, consistindo no recolhimento de papel, aparas
de jardim, restos de comida e outros detritos organicos para producdo de combustivel para
avido. Cita que muitos defensores acreditam que as usinas de biocombustiveis de segunda
geracdo podem vir a se tornar competitivas frente aos combustiveis oriundos do petréleo e que
independente de qualquer faturamento possuem a vantagem crucial de produzir combustiveis
compativeis aos veiculos ja existentes, com baixa emissdo de carbono e respeito ao meio
ambiente.

Segundo Molitor et al. (2016), a industria metalUrgica é uma das principais contribuintes
para emissao de GEE (Gases do efeito estufa), gerando, por exemplo, em processos da inddstria
do aco, como coqueria, alto forno e forno basico de oxigénio, gases residuais com diferentes
concentragdes de CO, CO2 e H». Visando reducdo da emissdo, captura e aproveitamento desses
gases residuais que contribuem para o efeito estufa propdem a integracdo de uma biorrefinaria
a industria metalUrgica para producéo de etanol a partir da fermentagéo dos gases residuais por
Clostridium ljungdahlii e Clostridium autoethanogenum, por serem bactérias acetogénicas
utilizadas como modelo de estudo para fermentacdo de gas de sintese. Porém, citam a
importancia e interesse metabolico em C. carboxidivorans, C. rasgdalei e C. coskatii.

Em Madison, Pennsylvania nos EUA ha uma empresa instalada chamada Coskata, que
esta concentrando seus investimentos na fermentagdo de gés de sintese produzido pela reforma
de gas natural, ou gaseificacdo de madeira e carvdo. A instalacdo apresenta um processo
totalmente integrado. Tendo sido isolada e patenteada nessa empresa uma nova espécie de
Clostridium, C. coskatii (CITED; ENTS; DATA, 2003).

LanzaTech é uma empresa com sede na China, Estados Unidos e india que utiliza gases
residuais como da fabricacdo do aco, refino de petréleo, producdo de substancias quimicas,
gases de gaseificacdo de silvicultura, residuos agricolas, urbanos e de residuos ricos em carbono
para produzir produtos combustiveis e produtos quimicos utilizando o seu préprio Clostridium.
Em Glenbrook, Nova Zelandia existe uma planta piloto e uma instalacdo de demonstragdo em
Xangai, China, que tem uma capacidade operacional de 100.000 galdes de etanol por ano
(LanzaTech, 2016).

Atualmente a utilizacdo da fermentagdo de gas de sintese ndo é requerido apenas para

etanol, visto seu baixo poder calorifico, miscibilidade com agua e incapacidade de utilizar
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infraestruturas ja existentes para o transporte. Tais pontos negativos levam a aplicacdo da
fermentacdo de gés de sintese para producdo de solventes e combustiveis que ndo possuem
essas desvantagens, como hexanol e butanol. E justamente essa producdo de compostos com
alto valor agregado, além do etanol, que estao ditando o futuro da tecnologia de gas de sintese
(DEVARAPALLLI; ATIYEH, 2015).

2.2.2 Conversao de gas de sintese

Embora existam varias vias para a conversdo de gas de sintese em produtos de interesse
comercial, a maioria das transformacdes sdo realizadas por meio de processos termoquimicos,
a saber, o de Fisher-Tropsch (FT) catalisada por metais, e por meio de processos fermentativos,
através de biocatalisadores (tais como Clostridium ljungdalii, Clostridium autoethanogenum e
Clostridium carboxidivorans) (MOHAMMADI et al., 2011; YASIN et al., 2014).

A utilizacdo do gas de sintese como matéria prima gasosa para fermentacdo apresenta
vantagens econdmicas sobre o processo FT, incluindo a eliminacdo da necessidade de
catalisadores de metais caros, a ndo exigéncia de alta especificidade na propor¢do CO:Hy, a
operacdo dos biorreatores em condicdes brandas e a impossibilidade de envenenamento do
catalisador (BREDWELL; SRIVASTAVA; WORDEN, 1999; MUNASINGHE; KHANAL,
2011). Comparado a procedimentos de fermentacdo da biomassa residual agricola, a
fermentacdo de gas de sintese ndo requer pré-tratamentos para degradar estruturas mais
complexas como lignina e celulose (LIEW et al., 2016). Tais tratamentos encarecem 0S
processos de producdo, tornando a estratégia de gaseificacdo da biomassa seguida pela
fermentacdo do gas de sintese gerado como uma alternativa interessante do ponto de vista
econdmico.

O principal desafio no processo fermentativo de gés de sintese é o aumento da
transferéncia de massa gas-liquido de CO, Hz e CO2 no meio de cultivo. Vérias estratégias
como especificidade do gas, aumento da pressdo no sistema e diferentes configuracdes de
biorreatores (KUMARESAN; NERE; JOSHI, 2005) e formas de operacdo (BIRCH; AHMED,
1996, 1997) tém sido estudadas para tentar aumentar a solubilidade do gas na fase liquida.
Porém, em escala industrial as estratégias propostas significam aumento no custo do processo.

Uma das alternativas para aumentar a eficiéncia de conversdo do gas de sintese é o
aumento da concentracdo celular. Essa alternativa promove um novo desafio: a reducdo da
producdo de &cido acetico, um dos produtos gerados durante a fase de crescimento celular
(acidogénica), responsavel pela reducdo do pH do meio. Essa diminui¢cdo do pH reduz o

crescimento celular como, por exemplo, no cultivo de Clostridium autoethanogenuma
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concentracéo celular obtida em pH 6,0 foi o dobro da obtida em pH 4,5, sem afetar a produgéo
final de etanol (ABUBACKAR; VEIGA; KENNES, 2015a).

2.3 VIA METABOLICA DE FERMENTACAO DE GAS DE SINTESE

A formacdo de acetato a partir de 2 mols de CO2, com H> como redutor permite o
crescimento de bactérias acetogénicas e, portanto, essa via deve ser acoplada a rede de formagéo
de ATP. A essa via da-se o nome de Wood-Ljungdahl (WL), Gnica via conhecidamente capaz
de fixar CO2 acopladamente a conservacao de energia através da reducéo de CO e/ou CO2 e H»
em acetato. Acredita-se que esta seja a via bioquimica mais antiga, a responsavel por producao
de biomassa e ATP em um mundo primordial. Porém, a forma como a fixacdo do carbono é
acoplada a sintese de ATP ndo esta totalmente elucidada (SCHUCHMANN; MULLER, 2014).
Todas as bactérias acetogénicas sdo capazes de usar a via Wood-Ljungdahl, também chamada
de via redutora de acetil-CoA, para redugéo de Hz, CO2 e CO.

A via de Wood-Ljungdahl (Figura 3) ocorre em ambas as dire¢fes de oxidacdo e reducao.
A conversdo de CO2 em acetato € um processo de reducdo. No entanto, o acetato pode ser
convertido de volta para o CO; através da oxidacdo (DEVARAPALLI; ATIYEH, 2015).

A via WL possui dois ramos: ramo metil e ramo carbonil, ambos contribuem para
formacdo de Acetil-Coa e iniciam com a assimilacdo de CO ou CO; (LATIF et al., 2014).

Para o ramo carbonil tem-se as seguintes etapas:
1. Quando assimilado CO> ha oxidacdo de ferrodoxina pela acdo do complexo enzimatico
mondxido de carbono desidrogenase/Acetil-CoAsintase (CODH/ACS), formando CO.

Quando ha assimilacdo direta de CO, essa etapa ndo é necessaria;
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Figura 3 - Vias metabodlicas de bactérias acetogénicas. Via Wood-Ljungdahl com ramo metil e carbonil. Rotas
metabdlicas de produgdo de compostos quimicos a partir de Acetil-Coa. Abrevia¢cdes: CODH, monéxido de
carbono desidrogenase; CODH/ACS, mondxido de carbono desidrogenase/Acetil-CoAsintase; FDH, formato
desidrogenase; FTHFS, formil-tetrahidrofolato sintetase; MTHFC, Metenil tetrahidrofolato ciclohidrolase;
MTHFD, metileno tetrahidrofolato desidrogenase; MTHFR, metileno tetrahidrofolato redutase; MET, metil
transferase; THL, tiolase ; HBD, 3-hidroxybutiril-CoA desidrogenase; CRT, crotonase; BCD, butiril-CoA
desidrogenase; PTA, fosfotransacetilase; ACK, acetatoquinase; AOR, aldeido:ferrodoxina desidrogenase; ADHE,
aldeido/alcool desidrogenase; PFOR, Piruvato ferrodoxina oxirredutase; LDH, lactato desidrogenase; ALS,
acetolactato sintase ; ALDC, acetolactato descarboxilase; 2,3 BDH, 2,3 butanodiol desidrogenase; CTFA/B,
acetoacetil-CoA:Acetato/butirato-o-transferase; PTF, fosfotransferase; FAK, &cido graxo quinase; Fd, ferrodoxina
oxidada; FD?, ferrodoxina reduzida; THF, tetrahidrofolato; CoFeSP, proteina ferro enxofre corringide;
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Para o ramo Metil tem-se as seguintes etapas:

1. Quando assimilado CO ocorre uma reducéo da ferrodoxina e H20, pela acdo da enzima
monoxido de carbonodesidrogenase (CODH), responsavel pela formacgdo de CO..
Quando ha assimilagéo direta de CO- essa etapa inicial ndo € necessaria;

2. COg disponivel no ramo metil, h4 oxidacdo a Formato pela formatodesidrogenase
(FDH);

3. Sintese de Formil-tetrahidrofolato (Formil-THF), com gasto de 1 ATP, pela enzima
formil-tetrahidrofolatosintetase (FTHFS);

4. Sintese  de  Metenil-tetrahidrofolato ~ (Metenil-THF), pela acdo da
meteniltetrahidrofolatociclohidrolase (MTHFC);

5. Sintese de Metileno-tetrahidrofolato (Metileno-THF), pela desidrogenacdo de NADH
na acdo enzimatica de metileno tetrahidrofolatodesidrogenase (MTHFD);

6. Sintese de metil-tetrahidrolato (Metil-THF), pela metilenotetrahidrofolatoredutase
(MTHFRY);

7. Sintese de metil-proteina corrindideferro-enxofre (Metil-CoFeSP), pela acdo da enzima
metil transferase (MET), com liberacdo de tetrahidrolato (THF) que ficara livre para
formagdo de outras moléculas de formil-tetrahidrolato (Formil- THF).

Para unido dos ramos metil e carbonil tem-se a seguinte etapa:

1. Sintese de Acetil-CoA pela acdo enziméatica do complexo Monoxido de carbono
desidrogenase/Acetil-CoA (CODH/ACS) que une proteina metil corrindide ferro-
enxofre (Metil-CoFeSP) do ramo Metila com CO do ramo carbonila e Coenzima A
disponivel, com liberacdo da proteina ferro-enxofre corrindide (CoFeSP).

O Acetil-CoA gerado pode ser utilizado para formagé&o direta de biomassa ou sofrer acdo
da fosfotransacetilase (PTA) seguido da acetatoquinase (ACK), gerando 1 ATP e formando 1
acetato. Deste modo, uma molécula de ATP é formada por fosforilagdo no nivel de substrato.
Assim, nenhuma formacao de rede de ATP € evidente durante autotrofismo (BENGELSDORF;
STRAUB; DURRE, 2013; LATIF et al., 2014).

O complexo enzimatico ACS ¢ um a2p2-tetramero. A subunidade a catalisa a formagao
de acetil-CoA-redutase, ao passo que a subunidade 3 € responsavel pela redugdo de CO2 a CO
(DIENDER; STAMS; SOUSA, 2015; PEZACKA; WOOD, 1984).

Na primeira etapa do ramo metil, a possibilidade de assimilacdo de CO seguida pela acao
da CODH gera dois prétons e dois elétrons que podem ser utilizados como insumos para a
reacdo da formatodesidrogenase na reacdo seguinte. Ou seja, a via WL é capaz de sustentar o

crescimento autotrofico do micro-organismo apenas com CO, mesmo sem H; para doacéo de
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elétrons (LATIF et al., 2014; LIEW et al., 2016). Em condigdes heterotréficas alcoois, acidos
organicos e aclcares simples sdo capazes de doar elétrons a via WL (DRAKE; GOSSNE;
DANIEL, 2008)

O oxigeénio inibe varias enzimas da via Wood-Ljungdahl e sua presenca pode aumentar o
potencial redox. Por isso é considerado um dos gases mais toxicos durante a fermentacéo de
gés de sintese (D. RAMACHANDRIYA et al., 2016). No entanto, alguns micro-organismos
acetogénicos séo tolerantes a concentracdes de Oz que variam de 0,5% a 6%. A tolerancia de
C. carboxidivorans alcangou concentragdes de O de até 1.900 ppm (ou 0,19%) sem qualquer
impacto sobre a utilizacdo de CO e Hy, o crescimento ou a formacéo de produtos (DATAR et
al., 2004). Clostridium glycolicum RD-1 é uma bactéria acetogénica capaz de suportar até 6%
de O e produzir etanol, &cido latico e H2 como produtos finais (KUSEL et al., 2001). Além
disso, alguns acetogénicos, tais como Sporomusa silvacetica, Moorella thermoacetica,
Clostridium magnum, Acetobacterium woodiie, Clostridium glycolicum RD-1, contém enzimas
que estdo envolvidas na remoc¢édo de Oz ou seus produtos téxicos (KARNHOLZ et al., 2002;
KUSEL et al., 2001).

A conservacdo de energia em acetogénicos é formada pelo gradiente quimiosmotico
através da membrana. Ha os micro-organismos que possuem citocromos e menaquinona, que
serve como indicacdo de formacdo de gradiente de prdtons através da membrana, como
Moorella thermoacetica, Clostridium aceticum e Clostridium formicoaceticum. Outros por sua
vez possuem um complexo proteico ligado a membrana, chamado Complexo-RNF no qual
catalisa a oxidacdo da ferrodoxina reduzida e a transferéncia de elétrons ao NAD" gerando
ferrodoxina oxidada e NADH. Tremblay et al. (2012) propdem que o complexo RNF deva atuar
como uma bomba de prétons que permita a reducdo da ferrodoxina ao passo que efetua o
transporte ativo de Na* ou H* para fora da célula. A presenca de Hz durante o crescimento pode
ser utilizado pela hidrogenase baseada em flavina responsavel pela bifurcacdo de elétrons, onde
utiliza o H> para reduzir ferrodoxina oxidada a ferrodoxida reduzida e NAD a NADH
(BUCKEL; THAUER, 2013). Ainda ndo é conhecida a utilizacdo do NADH produzido.
Acredita-se que seja utilizado em reacdes subsequentes, como a producdo de etanol, butanol ou
na via de reducdo para formacéo do grupo metil. Por fim, o gradiente de ions formado pelo

complexo RNF é finalmente convertido a ATP pela ATPase, com a passagem de Na* ou H.

2.3.1 Condigdes de cultivo

O crescimento celular e os produtos gerados a partir da fermentacdo do gas de sintese,

sdo afetados diretamente pelos pardmetros do processo, como temperatura, pH, composic¢ao do
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gés de sintese, pressdo do sistema, transferéncia de massa gas-liquido, composicdo do meio e
presenca de agentes redutores (ABRINI; NAVEAU; NYNS, 1994; MUNASINGHE;
KHANAL, 2014).

2.3.1.1 Meio de cultivo

O meio de cultivo para fermentacéo de gas de sintese deve conter elementos essenciais
como nitrogénio, fésforo e metais-traco para producdo de biomassa e metabolitos. A fonte de
carbono para obtencdo de energia é fornecida pela composicdo do gas de sintese.
Independentemente do que se deseja produzir, faz-se necessario uma elevada concentragdo
celular. Um meio rico em nutrientes favorecerd a producdo de biomassa. LimitacGes
nutricionais podem induzir a producéo de compostos quimicos, como acido acético e butirico,
pela limitacdo de nitrogénio e fosfato, em espécies de Clostridium (PHILLIPS et al., 2015).

Atividades enzimaticas da via Wood-Ljungdahl estdo sujeitas a disponibilidade de
nutrientes quimicos, como metais ou cofatores fornecidos no meio. Por exemplo, a vitamina B5
(pantotenato) é um componente da coenzima A e pode limitar a taxa de fixacdo de carbono
durante a fermentacdo de gas de sintese (PHILLIPS et al., 1993). Menadiona (Vitamina K3) e
Hemina, uma porfirina que contem ferro, sdo utilizados em meio de cultivo para Clostridium,
como o meio ATCC 2713.

No metabolismo acetogénico ha uma grande variedade de metaloenzimas, de forma que
a presenca ou auséncia de metais-traco pode afetar a fermentacdo do gas de sintese. Por
exemplo, a enzima formato desidrogenase, responsavel pela primeira reacdo do ramo metil na
via WL, foi relatada por ser uma proteina especifica de tungsténio. O complexo mondéxido de
carbono desidrogenase/Acetil-CoAsintase (CODH/ACS) é uma proteina heterodimérica que
contem Cobalto. Aldeido:Ferrodoxina oxirredutase € uma enzima que contém tungsténio.
Dessa forma, ha relatos da adicdo de metais no meio de cultivo a fim de influenciar a atividade
de determinadas enzimas. Saxena; Tanner (2011) relataram melhora na producéo de etanol ap6s
aumento nas concentrac@es de niquel, zinco, selénio e tungsténio. Abubackar; Veiga; Kennes
(2012) cultivaram C. authoethanogenum em biorreator com alimentacdo continua de gas na
auséncia de selénio e vitaminas, no meio de cultivo. Porém, houve adicdo de tungsténio,
resultando em producéo de etanol, sem acumulo de acido acético.

Extrato de lévedo € adicionado ao meio de cultivo para fornecer aminoacidos, vitaminas
e compostos nitrogenados necessarios a sintese celular. Porém é dispendioso para escala
comercial (GAO et al., 2013; LIU et al., 2012). Abubackar; Veiga; Kennes (2015b) avaliaram
que a reducdo de 1 g.L? para 0,2 g.L ! de extrato de levedura no meio de cultivo de C.



30

autoethanogenum reduziu 50% da concentragdo celular maxima obtida. Comparativamente,
extrato de maceracdo de milho (Milhocina) frequentemente é utilizado para substituir o extrato
de lévedo devido seu baixo custo e por ser rica em vitaminas, minerais e aminoacidos, capazes
de contribuir para melhor crescimento do microrganismo e respectiva producdo, como por
exemplo no cultivo de C. rasgdalei onde a utilizagdo de milhocina aumentou em 40% a
producdo de etanol (MADDIPATI et al., 2011).

A limitacdo nutricional representa uma reducdo da fase acidogénica, favorecendo a
solventogénese, ou seja, um favorecimento da producao de solventes, como etanol, em relacédo
a de acetato (KENNES et al., 2016). Dessa forma é possivel manipular a rota metabolica para
favorecer a obtencdo de massa celular, em uma primeira fase com altas concentragdes de
nutrientes; e a producdo de compostos quimicos, em uma segunda fase com limitacdes
nutricionais. Por exemplo, um biorreator CSRT de 1L foi utilizado para a primeira fase,
alcancando altas concentracdes celulares e producgéo de acetato; seguido por uma biorreator de
coluna de bolhas de 4 L equipado com um médulo de fibras ocas, constituindo a segunda fase,
com restricdo nutricional, na qual promoveu conversdo de acetato a etanol com a taxa da
producéo de 0,37g.L 2. h' (RICHTER; MARTIN; ANGENENT, 2013).

2.3.1.2 Agentes redutores

Sabendo que potencial redox é a tendéncia de um componente receber elétrons, o meio
de fermentacdo sofrera reacGes de oxidacdo ou reducdo de acordo com seu potencial redox.
Este sera definido pelos agentes redutores presentes no meio, responsaveis por alterar a
propor¢cdo NADH/NAD (FRANKMAN, 2009).

Kundiyana et al. (2010) relataram uma reducdo no potencial redox ao longo do
crescimento celular de C. ragsdalei e durante a producéo de etanol, esse potencial redox tornou
a aumentar. As fases de crescimento exigem diferentes niveis de potencial redox. Assim é
possivel induzir determinadas rotas metabdlicas pela modificacdo do potencial redox do meio,
como a producdo de etanol pela adicdo de agentes redutores no meio, responsaveis pelo
aumento do NADH (SIM; KAMARUDDIN, 2008). Para a reducdo do potencial redox é
possivel utilizar L-cisteina HCL ou Na2S.9H.O. Porém, o excesso de agentes redutores pode

inibir o crescimento celular.
2.3.1.3 pH

O pH étimo do meio de cultivo para crescimento de micro-organismos acetogénicos varia

de 5,5 a 6,5, pH favoravel a acidogénese. Este € um parametro utilizado para acompanhar e
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otimizar o crescimento celular e as fases metabdlicas com suas respectivas producdes
metabdlicas (HU, 2011; LIOU et al., 2005). Valores &cidos de pH, entre 4,5 e 4,8, s&o ideais
para fase solventogénica, com altas taxas de producao de alcoois que alteram o gradiente de
pH. O micro-organismo produz &cidos ndo dissociados no interior das células para manter o
gradiente de pH constante (AHMED et al., 2006; GOTTWALD; GOTTSCHALK, 1985;
SAKAI et al., 2004).

A alteracdo do pH para manipular diferentes fases metabdlicas promove impactos
negativos no crescimento, reduzindo a producéo de metabdlitos. Portanto, a principal estratégia
para alcancar o0 maximo de producdo, é obter primeiramente 0 maximo de concentracdo de
células. Vem sendo proposta a utilizagdo de sistemas continuos, para que possa promover um
crescimento na primeira fase do sistema, com meio rico em nutrientes e uma producdo de
metabolitos na segunda fase, com limitacGes nutricionais que induzam as devidas rotas

metabdlicas para maxima producdo do composto de interesse (KENNES et al., 2016).
2.3.1.4 Presséo parcial do substrato gasoso

O processo de gaseificacdo de materiais organicos pode resultar em diferentes
composicdes de gas de sintese, gerando diferentes pressGes parciais dos componentes. A
manipulagdo dessas proporgdes pode ser realizada pelo fornecimento de O2 no processo de
gaseificacdo (HURST; LEWIS, 2010). Essas caracteristicas influenciam o metabolismo
acetogénico devido a proporcao de elétrons para producdo de ATP. A pressao parcial de CO
influencia diretamente por sua producdo de elétrons ser termodinamicamente favoravel em
comparacdo ao Hy, independentemente de pH, forga ibnica e pressao parcial do gas de sintese
(HU; BOWEN; LEWIS, 2011).

Em estudos realizados com C. carboxidivorans o aumento da pressdo parcial de CO de
0,35 para 2,0 atm aumentou 4,4 vezes a concentragdo maxima de células. Entretanto a producao
de acido acético diminuiu com o aumento da pressdo parcial de CO de 0,70 para 1,05 atm,
(HURST; LEWIS, 2010). O aumento da pressdo parcial de CO de 35,5 kPa (0,3504 atm) para
70,9 kPa (0,699 atm) diminuiu atividade de hidrogenases em 84% enquanto que o aumento de
35,5 kPa (0,3504 atm) para 202,7 kPa (2 atm) reduziu em 97% a atividade de hidrogenases
(DEVARAPALLI; ATIYEH, 2015). Em C. rasgdalei a pressao parcial de CO de 8,5 kPa (0,083
atm) inibiu 90% da atividade de hidrogenases (SKIDMORE, 2010). Essa diminuicdo da

atividade e utilizacdo da hidrogenase resulta na baixa eficiéncia de conversdo do géas de sintese.
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2.4 MILHOCINA

Milhocina é um subproduto de beneficiamento de milho, que pode ser realizado por via
Umida ou seca. Quando realizado por processo a seco o0 gérmen € retirado e encaminhado para
industria alimenticia. No processo por via imida o grdo é macerado em uma solucgéo de acido
sulfurico a elevadas temperaturas, e levado para evaporagio e consequente concentraco. E
natural que haja fermentacdo latica devido as bactérias presentes. O efluente residual da
maceracdo é chamado de milhocina, ou agua de maceracdo de milho, em inglés corn steep
liquor (CSL) (DE AZEREDO et al., 2006; DEVARAPALLI; ATIYEH, 2015).

Milhocina é uma fonte barata de nutrientes importantes, incluindo aminoéacidos,
vitaminas, minerais e fatores de crescimento / estimulantes (derivados de purina e pirimidina)
e tem sido utilizada como nutriente para micro-organismos, representando um 6timo
substituinte para fontes de nutrientes complexos tais como extrato de Iévedo, triptona,
vitaminas, aminoacidos e outros nutrientes em sistemas de fermentacdo em grande escala (DE
AZEREDO et al., 2006; DEVARAPALLI; ATIYEH, 2015).

O uso da milhocina possui grande potencial para utilizacdo na fermentagdo de gas de
sintese. Quando utilizado como um substituto de extrato de lévedo, vitaminas e minerais no
meio de cultivo de C. ragsdalei resultou em mais 40% a producéo de etanol em relacdo ao meio
padrdo com extrato de levedo (MADDIPATI et al., 2011).

H& ndo muito tempo atrés fermentacdo de gas de sintese era considerada um processo
muito caro, 0 que incentivava industria e centros de pesquisa a investir em fermentacdo de
carboidratos, mas 0s avancos nas pesquisas vém modificando esse cenario, reduzindo os custos
do processo e aumentando a produtividade, tornando a fermentacdo de gas de sintese um
processo competitivo economicamente. A milhocina contribui para a redugdo dos custos
embutidos no processo de fermentacdo de gas de sintese e aumenta a produtividade do processo.
(KENNES et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVAE OBJETIVOS

Atualmente busca-se a sustentabilidade e para isso muitas questdes estdo sendo
levantadas. A necessidade de destinacdo de residuos vem ampliando o interesse pela
gaseificacdo e pirolise. As metas para reducdo da emissdo de gases do efeito estufa geram
preocupacdo com a destinacdo desses gases. A reducdo do uso das fontes fdsseis requer
substitutos energéticos que sejam tdo energéticos quanto. Mas o aumento da populagdo mundial
requer medidas para sustentabilidade alimentar, o que reduz a atratividade da industria
energética para utilizacdo de fontes alimentares para producdo de energia. Todos 0s quesitos
gerados pela busca a sustentabilidade estdo interligados e quanto mais propostas que
vislumbrem solucionar esses problemas sejam propostos mais rapidamente sera alcancada a
sustentabilidade alimentar, energética e ambiental.

Assim, a fermentacdo de gas de sintese surge como uma proposta para agregar alguns dos
quesitos citados, visto que, 0 gas de sintese pode ser gerado, por exemplo, pela pir6lise de
residuos urbanos e agricolas, ou por processos industriais como os da industria do aco. A
destinacao desse residuo gasoso a fermentacdo microbioldgica para producdo de combustiveis
ou commodites quimicos, acopla diferentes necessidades requeridas para sustentabilidade.

A utilizacdo bioldgica de gas de sintese para producdo de produtos quimicos tem tido
boas perspectivas e atraido interesse crescente nos ultimos anos. Clostridium carboxidivorans
€ um dos poucos micro-organismos capazes de assimilar CO e CO. como fontes de substrato e
produzir alcoois de cadeia longa, como hexanol e butanol, além de etanol e &cidos como
butirico, citrico e latico.

O processo de fermentacdo de gas de sintese necessita ser melhor estudado. A via
utilizada para tal ndo é completamente compreendida. E o processo de producdo de qualquer
produto gerado por micro-organismos requer uma alta concentracdo celular para aumentar a

produtividade do processo.

3.1 OBIJETIVO GERAL

Aumentar a producdo de biomassa celular da bactéria acetogénica Clostridium
carboxidivorans através do estudo da composicdo do meio de cultivo por planejamento

experimental.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil de crescimento do micro-organismo Clostridium carboxidivorans DSM
15243,;

Melhorar a composigdo do meio de fermentacéo, utilizando planejamento experimental
e andlise estatistica dos dados, visando a elaboragdo de um meio minimo 6timo para

crescimento celular de Clostridium carboxidivorans DSM 15243;

Avaliar a influéncia da producdo de acido organico no pH do meio, no crescimento

celular e no consumo da fonte organica de carbono (glicose);

Propor a substitui¢do de fontes de nitrogénio e fontes complexas por milhocina;

Investigar a producdo de acido organico, modificacdo do pH do meio e consumo da
fonte organica de carbono (glicose), quando cultivado o micro-organismo em
milhocina.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Os componentes utilizados para formulacdo dos meios de cultivo foram: Triptona e
Extrato de l1évedo (Fluka); Peptona de Gelatina, L-arginina, Piruvato de Sodio, Menadiona e
Hemina (Sigma); Glicose P.A. e Cloreto de Sodio (Vetec).

O gas de sintese sintético foi adquirido na empresa de Gases Especiais White Martins.
A composicao do gés de sintese selecionada foi: 40% Hz, 25% CO, 10% CO., 10% N2 e 11%
CHa.

A milhocina utilizada em forma de solucdo concentrada foi obtida na empresa
CornProducts, tendo pH 4,0 e os elementos determinados na Tabela 1. A analise foi realizada

pelo Laboratério Agronémico S/A.
4.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados nos experimentos e nas analises sdo:
1) Centrifuga Eppendorf 5804R;

2) Espectrofotdmetro Bell SP 2000 UV,

3) Capela de fluxo laminar BioFlux Il 90A;

4) Incubadora com agitagéo (shaker) Tecnal TE-420;
5) pHmetro Marte MB10;

6) Autoclave vertical Prismatec modelo CS;
7) HPLC Schimadzu;
8) Detector IR Waters 2414.

4.3 MICRO-ORGANISMO

Foi utilizada a cepa Clostridium carboxidivorans DSM 15243 (LIOU et al., 2005) obtida
da empresa DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) do Instituto
Leibniz de culturas microbianas (LIOU et al., 2005).
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Tabela 1 - Componentes da Milhocina obtida na empresa CornProducts e analisada pelo Laboratério Agrondmico

S/A.
DETERMINACAO UNIDADE RESULTADO
Nitrogénio % 3,41
Fosforo total % 1,12
Potassio % 2,9
Calcio % 2
Magnésio % 0,95
Enxofre % 0,25
Ferro mg/kg 647,5
Manganés mg/kg 57,5
Cobre mg/kg 22,5
Zinco mg/kg 152,5
Boro % 0,08
Sédio % 0,08
Carbono Organico Total % 16,72
CTC mmol/Kg 200
Relagdo CTC/C * 11,96
Relagdo C/N * 4,9
pH 4
Condutividade Elétrica mS/cm 1,52
indice Salino % 14,16
Densidade 1,15
Soma NPK % 7,43
Biotina mg/kg 0,3
Colina mg/kg 3500
Inositol mg/kg 6000
Niacina mg/kg 80
AcPantoténico mg/kg 15
Piridoxina mg/kg 9
Riboflavina mg/kg 6
Tiamina ma/kg 3




37

4.4 MEIOS DE CULTIVO

Para a realizacdo dos experimentos preliminares, repique e conservacdo da cepa, foi
utilizado o meio de cultura ATCC 2713 (American Type Culture Colection — Tabela 2), com
pH ajustado para 7,1 e adicdo de gas de sintese no meio e no headspace, para arraste do
oxigénio.

Tabela 2: Componentes do meio de cultivo ATCC2713.

Componentes Concentracao (g/L)

Triptona 10,0
Peptona de gelatina 10,0
Extrato de Levedo 50
Glicose 1,0
Cloreto de Sodio 50
L-arginina 1,0
Piruvato de Sodio 1,0

Menadiona 0,0005

Hemina 0,005

4.4.1 Meio de cultivo concentrado

O meio de cultivo concentrado foi utilizado para alimentagdo durante os ensaios e,
portanto, tem a mesma composicao descrita na Tabela 2, s6 que dez vezes mais concentrado.

45 CULTIVO

A partir do pré-in6culo, foram retirados 5mL, com uma seringa estéril, servindo de
indculo para os demais experimentos, como serd detalhado nos préximos tépicos. Todos 0s
frascos sofreram esgotamento de oxigénio pela adicdo de gas de sintese no headspace e

submetidos a agitacdo de 150 rpm em posi¢do horizontal a 37 °C, em incubador rotatorio.

45.1 Preservacao

As ceélulas foram preservadas a 4 °C ap0s 24 horas de crescimento celular em frasco de
soro de volume atil 100 mL contendo 50mL de meio ATCC 2713, fechados com septo de

borracha e lacrados com lacre de aluminio
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45.2 Pré-inoculo

Como pré-inoculo foram utilizados frascos de soro de volume (til de 100 mL contendo
células preservadas e ativadas em 50 mL de meio liquido ATCC 2713 (descrito no item 4.4).

A ativacao dessas células é realizada em incubador rotatério a 37°C, 150 rpm por 40 minutos.

45.3 Inobculo

O indculo foi realizado com um determinado volume de meio retirado do frasco de pré-
indculo (item 4.5.1) para adicdo a novo frasco de soro de 100 mL de volume util, com 50 mL

de meio de cultivo, de acordo com o experimento realizado.

45.4 Esterilizacéo

Todos os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm por 15 minutos.
E os instrumentos utilizados no manuseio do meio de cultivo foram esterilizados a 1 atm por

20 minutos.

455 Adicdo de gés de sintese

O cilindro de gas de sintese pressurizado possui um regulador de estagio duplo (Figura4),
ou seja, duas valvulas para controle da pressdo: valvula do cilindro e valvula de trabalho. Ao se
abrir a valvula do cilindro a pressdo no manémetro de pressao do cilindro se estabiliza em,
aproximadamente, 115 bar. Nesse momento a valvula do cilindro é fechada e o controle de
saida do gés é realizado pela abertura da valvula de trabalho.

Para a adicdo de gas de sintese no meio de cultivo abre-se a valvula de trabalho até total
saida do gas de sintese e a pressao se mantenha em 0 bar no manémetro do cilindro, sem alterar
a pressdo no manémetro de trabalho.

Para a adicdo de gas de sintese no headspace utilizam-se duas agulhas, uma para entrada
do gas no frasco, que fica ligada ao cilindro pela mangueira de saida de gas do cilindro, e outra
agulha para saida do gas (Figura 5). Ambas sdo introduzidas através da rolha. Apés a
estabilizacdo da pressdo em 115 bar e fechamento da valvula do cilindro, abre-se a valvula de
trabalho, sem que altere a pressio no mandmetro de trabalho, até que se atinja,
aproximadamente, 50 bar no manémetro do cilindro. Nesse momento a agulha de saida €
retirada, ocorre estabilizacdo da presséo e entéo é feita a abertura da valvula de trabalho até que

a pressdo no manémetro de trabalho atinja aproximadamente 0,5 bar.
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Mandmetro Mandmetro

de pressdo de de pressdo do Vaélvula de

trabalho cilindro pressdo do
cilindro

Vélvula de
pressao de
trabalho

Mangueira /L K 1 }
de saida de SOy
gas Cilindro
de gas de
sintese

Figura 4 - Porcdo superior do cilindro de géas de sintese, com identificacdo das partes constituintes.

Agulha de Agulha de
entrada de saida.
gés.

Figura 5 - Frasco de soro com agulhas, para adi¢do de gas de sintese no headspace.

46 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR

A determinacdo da concentracdo celular foi realizada através do acompanhado da
absorvancia a 600nm em espectrofotbmetro das aliquotas dos cultivos. A absorvancia é
convertida em grama de peso seco de células por litro (g.p.s.cel. L) utilizando-se o fator de
conversdo obtido pela curva de peso seco. Antes da leitura da absorvancia, as aliquotas sdo

centrifugadas a 7000 g por 20 minutos por duas vezes e ressuspensas em mesmo volume.
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4.7 DETERMINACAO DA TAXA ESPECIFICA DE CRESCIMENTO (u)

A determinacgéo da taxa de crescimento foi realizada pela quantificacdo da concentracéo
celular (X) do cultivo de Clostridium carboxidivorans ao longo do tempo. O coeficiente
angular obtido a partir da reta do grafico de In(X) versus tempo com os valores da fase

exponencial do crescimento foi considerado a taxa especifica de crescimento ().

4.8 AVALIACAO DA ADICAO DE GAS DE SINTESE NO CRESCIMENTO CELULAR

Foram inoculados 10 frascos de soro contendo meio ATCC 2713. Aliquotas de 5 ml
foram retiradas de todos os frascos ap0s 24 h do inoculo. Nas amostragens seguintes, 5 ml foram
retirados a cada dois frascos nos seguintes tempos de cultivo: 31 h, 48 h, 55 h, 72 h, 79 h, 144
h, 192 h, 240 h e 312 h. Visando aumentar a oferta de substrato gasoso as células, o gas de
sintese foi adicionado nas amostragens de 24 h, 31 h, 72 h, 144 h e 240 h, apenas nos frascos

onde houve retirada de amostra.

49 AVALIACAO DA ALIMENTACAO DURANTE A FERMENTACAO

Foram inoculados 3 frascos contendo meio ATCC 2713. As células foram incubadas em
agitador rotatério em posicdo horizontal, a 150 rpm e 37 °C. Foi retirado 5 ml de cada frasco
nos seguintes tempos de cultivo: 0 h, 25 h, 28 h, 31h, 34 h e 73 h e adicionados 5 mL de meio

concentrado a medida que as amostras de cada frasco eram retiradas.

4.10 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA PARA
AUMENTO DA BIOMASSA DE Clostridium carboxidivorans

Um conjunto de trés planejamentos experimentais foi utilizado para determinagdo das
condigdes experimentais do meio de cultivo que maximizem a obtencdo de biomassa. Foi
empregado o software STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc.) para tratamento estatistico dos dados
obtidos nos planejamentos experimentais.

Para determinacdo da significancia e do impacto de cada termo além das interacdes entre
a variavel dependente e as independentes foi realizada uma anélise de variancia (ANOVA). O
coeficiente R2 determina a qualidade do modelo e o test-F a significancia estatistica do modelo,
sendo p-valor menor que 0,5 o intervalo de confianca até 95%.

No primeiro planejamento experimental, o planejamento experimental do tipo Plackett-
Burman, também chamado de planejamento ndo geomeétrico, é baseado em um polindmio de
primeira ordem e utilizado quando h& muitos fatores (CALADO; MONTGOMERY, 2003). O
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Plackett-Burman foi escolhido para analisar a influéncia de oito componentes do meio de
cultivo e identificar quais variaveis apresentam significancia no aumento da biomassa de
Clostridium carboxidivorans sem e com alimentacdo de meio concentrado. Cada variavel foi
analisada em nivel méaximo, codificado como “+1”, com concentragdo igual ao meio ATCC
2713; e em nivel minimo, codificado como “-1”, com auséncia do componente; e N0 ponto
central, codificado como “0” (Tabela 3) totalizando 15 ensaios realizados com frascos em
posicao horizontal a 37 °C e 150 rpm.

Tabela 3: Fatores e niveis usados no delineamento do primeiro planejamento experimental do tipo Plackett-
Burman para avaliacio da composicdo do meio de cultivo para maior producdo de biomassa.

Variaveis independentes Unidade Intervalo de estudo
-1 0 1
TRIPTONA g/L 0 5 10
PEPTONA DE GELATINA g/L 0 5 10
EXTRATO DE LEVEDO g/L 0 2,5 5
CLORETO DE SODIO /L 0 2,5 5
L-ARGININA g/L 0 0,5 1
PIRUVATO DE SODIO g/L 0 0,5 1
MENADIONA mg/L 0 0,25 0,5
HEMINA mg/L 0 2,5 5

Para analise da influéncia do meio de cultivo sem alimentacéo foi utilizada como variavel
dependente a biomassa atingida em 24 horas de cultivo, ou seja, primeiro ponto de analise antes
do inicio da alimentagdo. E para andlise da influéncia da alimentagdo com meio concentrado
foi utilizado como varidvel dependente a maior concentragcdo de biomassa atingida durante o
cultivo.

A segunda etapa de planejamentos com alimentacdo foi também um planejamento
experimental do tipo Plackett-Burman com cinco componentes do meio ATCC2713. Cada
variavel foi analisada em nivel maximo “+1”, minimo *“-1” e triplicata de todos os componentes
em nivel do ponto central “0” (Tabela 4). Neste planejamento, as concentragdes do ATCC 2713

coincidem com o nivel minimo “-1”".
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Tabela 4: Fatores e niveis usados no delineamento do segundo planejamento experimental do tipo Plackett-
Burman para avaliagcdo da composicdo do meio de cultivo para maior producéo de biomassa.

Variaveis independentes Unidade Intervalo de Estudo
-1 0 1
TRIPTONA g/L 10 12,5 15
PEPTONA DE GELATINA g/L 10 12,5 15
EXTRATO DE LEVEDO g/L 5 7,5 10
CLORETO DE SODIO g/L 5 7.5 10
PIRUVATO DE SODIO g/L 1 1,25 1,5

O terceiro planejamento experimental foi um Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR), um planejamento simétrico e de segunda ordem, constituido da por¢édo
fatorial 2 (sendo ‘k’ o numero de ensaios), a0 menos 3 pontos centrais, e a fragdo axial. O
DCCR pertence a um eficiente grupo de delineamentos, no qual requer poucos ensaios e permite
a obtencdo de fungdes de primeira e segunda ordem, permitindo avaliar a caracteristica da
superficie de resposta (CALADO; MONTGOMERY, 2003).0 DCCR foi utilizado para
maximizar a obtencdo de biomassa. Este planejamento utilizou trés variaveis, 2° ensaios (“+1”
e “-17), mais seis pontos axiais (“+1,68” e “-1,68”) ¢ trés pontos centrais (“0), totalizando 17

ensaios (Figura 9).

Figura 6 — Frascos de soro com cultivo para o Delineamento Central Composto Rotacional para aumento de
biomassa de Clostridium carboxidivorans.

As variaveis selecionadas para 0 DCCR, com seus respectivos valores reais e codificados

estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 5: Fatores e niveis usados no Delineamento Central Composto Rotacional para aumento de biomassa de

Clostridium carboxidivorans.

Variaveis independentes Unidade Intervalo de Estudo
-1,68 -1 0 1 +1,68
TRIPTONA g/L 5,8 7,5 10 12,5 14,2
EXTRATO DE LEVEDO g/L 0,80 2,5 5 7,5 9,20
GLICOSE g/L 0,80 2,5 5 7,5 9,20

4.11 VALIDACAO DA COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO PARA MAXIMIZACAO
DA CONCENTRACAO CELULAR

Para validar a melhor condicdo para obtencdo de biomassa na faixa de concentragdo
estudada, utilizou-se os valores determinados pela superficie de resposta, quando analisada a
interacdo do fator significativo com os demais fatores. Foram inoculados 2 frascos com 14,20
o/ L de Triptona, 9,20 g/ L de Extrato de Levedo e 9,20 g/ L de Glicose. Foi adicionado gas de
sintese a0 meio e ao headspace. Foram retiradas amostras a cada duas horas, para analise da
densidade otica a 600nm analise e quantificacdo do consumo de glicose e producdo de acido
organico. A cada amostragem foi adicionado gas de sintese, para manter a oferta de substrato

gasoso.

4.12 AVALIACAO DA SUBSTITUICAO DO EXTRATO DE LEVEDO E DA TRIPTONA
POR MILHOCINA

Foram inoculados 4 frascos de 100 mL de volume util contendo 50 mL de meio composto
por 100 g/ L de Milhocina e 9,20 g/ L de Glicose. Foi adicionado gas de sintese ao meio e ao
headspace. Foram retiradas amostras a cada duas horas, para analise da densidade Otica a
600nm e quantificacdo do consumo de glicose e produc¢édo acido organico. A cada amostragem

foi adicionado gas de sintese, para manter a oferta de substrato gasoso.

4.13 QUANTIFICACAO DE GLICOSE E ACIDOS ORGANICOS

As andlises para quantificar o consumo de glicose e a producdo de possiveis acidos
organicos presentes na fase liquida foram realizadas por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (Shimadzu). coluna Aminex® HPX-87H lon Exclusion de dimensdes 300 nm x 7,8
nm (Bio-RadLaboratories), detector de indice de refracdo RID-10A (Shimadzu), bomba LC-
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20ADSP (Shimadzu) e software cromatografico: Lab Solutions (Shimadzu). A fase movel
utilizada foi H,SOs 5 mM com vazdo de 0,8 mL.min, o volume de injegdio foi 20 uL e a
temperatura da corrida 60°C. Os padrées (Sigma-Aldrich) de todos os analitos estudados foram
diluidos em agua Mili-Q e injetados em triplicata para preparacdo da curva padrdo, que
relaciona a area obtida no cromatograma com a concentra¢do do composto. As amostras foram
filtradas em membrana (CHROMAFIL®) com diametro de 0,45 um e injetadas em duplicata

para a quantificacdo através do uso da curva padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa sessdo sdo apresentados os resultados da cinética de crescimento celular de
Clostridium carboxidivorans, a influéncia da adicdo de géas de sintese e da alimentacdo para o
aumento da biomassa. Uma sequéncia de planejamentos experimentais é utilizada para
avaliagdo dos componentes do meio de cultivo que realmente influenciam na obtengéo de
elevada concentracdo celular. Por fim, a avaliacdo da substituigéo de extrato de I1évedo e triptona

por milhocina é avaliada.
5.1 ENSAIOS PRELIMINARES

5.1.1 Cinética de crescimento celular de Clostridium carboxidivorans

Durante o cultivo de Clostridium carboxidivorans em meio ATCC 2713 houve adicao de
gas de sintese apds cada retirada de amostra e ndo houve alimentagdo com meio concentrado.
Conforme apresentado na Figura 7, é possivel observar em 14 horas de cultivo a fase de
desaceleracdo do crescimento celular, atingindo a fase estacionéaria logo a seguir com uma
concentracdo celular maxima de 0,832 g p.s. cel.Lt em 18 horas de cultivo. Segundo Ukpong
et al. (2012) a fase estacionaria de crescimento celular de C. carboxidivorans se da com a
diminuicdo do pH do meio e a produgdo de solventes, caracteristica do inicio da fase
solventogénica.

Segundo Bruant et al. (2010), Clostridium carboxidivorans cultivado em frasco de soro
120 mL de volume util e 20 mL de meio especifico para Clostridium com auséncia de fonte
organica de carbono, presenca de 0,5g.L! de extrato de lévedo, headspace 1 atm com 100%
CO, a 37 °C, 100 rpm e pH 6,0, apresenta uma fase de adaptacdo de 24 h, atingindo a fase
estacionaria ap0s quatro dias de incubacéo, alcancando uma densidade 6tica (DO) de 0,77.
Comparativamente a densidade Otica obtida no presente estudo, significa atingir,
aproximadamente, 0,43 g.p.s.cel.L . A reducio da frequéncia de agitacdo diminui a turbuléncia
do sistema, reduzindo a transferéncia de massa do CO do headspace para o0 meio de cultivo. A
posicao horizontal do frasco de soro, no presente estudo notoriamente influencia na turbuléncia,
favorecendo a transferéncia de massa e consequente disponibilidade de substrato gasoso para o
micro-organismo. Assim, foi possivel obter maior concentragdo celular em menor tempo.

A fixagdo de CO. através da via WL ndo é eficiente para a producéo de ATP. Essa
limitacdo pode ser reduzida com um crescimento mixotrofico. A presenca de glicose no meio

de cultivo é significativa para ativacdo do metabolismo, visto que ¢é requerida como fonte de
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carbono para via de crescimento heterotrofico, reduzindo o tempo de adaptagéo, enquanto o CO
e CO; e utilizado pela via autotrofica WL.

O meio e as condigdes iniciais para o presente estudo representam boas escolhas, visto
que elevada concentracdo celular é atingida em tempo reduzido quando comparado a longos

periodos de fermentacdo obtendo baixa concentragdo celular, conforme literatura.
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Figura 7 — Perfil cinético do crescimento celular de Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de

volume Gtil 200ml e com 50ml de meio ATCC 2713 e adicdo de gas de sintese como matéria prima.

A fase exponencial, que ocorreu de 6 a 12 horas de cultivo (Figura 7), foi utilizada para
determinacdo da taxa especifica de crescimento celular () da cepa Clostridium
carboxidivorans DSM 15243 que resultou em 0,55 ht, com tempo de duplicagdo de 1,26 horas.

Phillips et al. (2015) obtiveram 0,23 h para a taxa especifica de crescimento e 3 horas de
tempo de duplicagdo para C. carboxidivorans em meio rico com 0,5 g.L* de extrato de lévedo.
A diferenca na taxa de crescimento obtida pode ser embasada na maior concentragao de extrato
de Iévedo utilizado no meio ATCC 2713, bem como a estratégia de utilizar os frascos de soro
em posicéo horizontal, a qual favorece a turbuléncia do sistema, facilitando o acesso do micro-

organismo ao substrato gasoso presente no gas de sintese.
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5.1.2 Influéncia da adicdo de gas de sintese em batelada simples

Diferente da cinética apresentada na Figura 7, em que o cultivo foi alimentado com gas
de sintese a cada amostragem (de 2 em 2 horas), o estudo da influéncia da adicdo de gas de
sintese foi realizado com alimentacdo do gas apenas em tempos especificos para avaliar de fato
a utilizacdo do gas de sintese como fonte de carbono para aumento de biomassa celular.
Portanto, cultivo de C. carboxidivorans foi acompanhando durante 312 horas.

A Tabela 6 apresenta os resultados para o cultivo realizado por 55 horas. Em 24 horas de
cultivo sem alimentagdo a concentragdo celular foi similar ao valor obtido no cultivo com
alimentagio (Figura 7), entre 0,7 e 0,8 g.p.s.cel.Lt. Apos a adicdo de gas de sintese em 24
horas ha um aumento médio de 0,30 g.p.s.cel.L (Tabela 6) apds 31 horas de cultivo, o que
ndo ocorreu no cultivo com alimentacdo de gas de sintese a cada 2 h (Figura 7). No entanto, a
alimentacédo seguinte (em 31 horas de cultivo) ndo conferiu aumento na concentracao celular
(Tabela 6). Como o valor de pH se manteve, aproximadamente, constante, como pode ser
observado na Tabela 6, é possivel supor que ndo houve desvio do metabolismo para a producao
de &cidos organicos.

Tabela 6 - Concentragdo celular (g.p.s.cel.L™%) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivorans em meio ATCC
2713 com adigdo de gas de sintese em 0, 24 e 31 horas de cultivo.

Concentracéo celular

Tempo (h) (9.p.s.cél.LY) PH
0 0,03 + 0,00 7,08 + 0,00
24 0,78 £ 0,02 6,15+ 0,00
31 1,10+ 0,21 7,00 £ 0,00
48 1,02 £ 0,00 6,95+ 0,04
55 1,02 £ 0,00 6,92 +£0,11

+: Valor do desvio padrdo para 2 réplicas

Para cultivos mais longos, com a terceira adi¢do de gas de sintese ap6s 72 h (Tabela 7),
144 h (Tabela 8) ou 240 h (Tabela 9) de cultivo hd uma reducdo da concentracdo celular
significativa entre 24 horas e o tempo de adi¢do de gas de sintese seguinte. 1sso provavelmente
ocorre devido a escassez da fonte de carbono durante esse periodo. Apos essa terceira adi¢éo,
observa-se um pequeno aumento da concentragdo celular algumas horas depois para todos os
cultivos (Tabelas 7, 8 e 9), mostrando que as celulas ainda estavam viaveis e capazes de
assimilar a fonte de carbono fornecida através da adigdo de gas de sintese. Esse aumento da
biomassa provocado pela adi¢do do gas de sintese, apos longo periodo de cultivo, evidencia a
utilizacdo do gas de sintese como fonte de carbono e a presenca de fontes de nitrogénio no meio,

que ndo haviam sido utilizadas pela auséncia de fontes de carbono disponiveis para assimilagéo.
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Igualmente ao cultivo mais curto (Tabela 6), os cultivos mais longos apresentaram pH
préximo da neutralidade, mostrando que possivelmente nenhum acido orgéanico foi gerado.

Tabela 7 - Concentragéo celular (g.p.s.cél.L™) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivoransem meio ATCC
2713 com adicdo de gas de sintese em 0, 24 e 72 horas de cultivo

Concentracéo celular

Tempo (h) (g.p.s.cél.L?t) PH
0 0,03 +0,00 7,08 £ 0,00
24 0,77 £ 0,02 6,14 £ 0,09
72 0,33+£0,03 6,93 £ 0,04
79 0,58 £0,23 6,90 £ 0,01

+: Valor do desvio padréo para a duplicata.

Tabela 8 - Concentracdo celular (g.p.s.cél.L*) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivorans em meio ATCC
2713 com adicdo de gas de sintese em 0, 24 e 144 horas de cultivo.

Concentracéo celular

Tempo (h) (0.p.s.c8.LY) pH
0 0,03+ 0,00 7,08 + 0,00
24 0,79+ 0,01 6,12 + 0,00
144 0,40 + 0,02 6,62 + 0,00
192 0,65 + 0,03 6,81 + 0,06

+: Valor do desvio padrdo para a duplicata.

Tabela 9 - Concentracdo celular (g.p.s.cél.L%) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivorans em meio ATCC
2713 com adicdo de gas de sintese em 0, 24 e 240 horas de cultivo.

Concentracéo celular

Tempo (h) (9.p.s.cél.LY) PH
0 0,03 £ 0,00 7,08 + 0,00
24 0,79+ 0,03 6,15+ 0,08
240 0,54 + 0,04 6,53 + 0,04
312 0,75+0,10 6,77 £ 0,10

+: Valor do desvio padrdo para a duplicata.

5.1.3 Batelada alimentada

Para buscar uma estratégia de se aumentar a concentracao celular foi empregada a batelada
alimentada, com adicdo de 5 mL de meio ATCC 2713 concentrado e gas de sintese
(simultaneamente ap06s a retirada de 5 mL de amostra) a partir de 24 horas (periodo de fase
estacionaria) a cada trés horas. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados s&o
apresentados na Figura 8.

Em 25 horas de cultivo a concentracdo celular foi similar ao encontrado para a cinética de

crescimento inicial (Figura 7) atingindo, aproximadamente, 0,78 g.p.s.cél.L ™+ 0,02. Iniciada a
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alimentacdo, em 34 horas a concentracdo celular aumentou 2,51 vezes, mostrando que a
alimentacdo promoveu um aumento expressivo na concentragéo celular.

Apbs o inicio da alimentacdo (em 25 horas de cultivo) é possivel observar uma pequena
reducdo do pH (Figura 9). Em seguida ha elevacdo do pH, evidenciando que a rota metabdlica
estd direcionada a producdo de biomassa, sem desvio para producdo de acidos organicos

responsaveis por reduzir o pH.
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Figura 8- Perfil cinético do crescimento de Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de volume
atil 200ml e com 50ml de meio ATCC2713 com alimentacéo de meio concentrado e adicéo de gas de sintese em
25, 28, 31 e 34 horas.

52 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA AUMENTO DE BIOMASSA DE

Clostridium carboxidivorans

Toda producéo tem objetivo de aumentar a quantidade de produto, mas em producdes
biotecnoldgicas o aumento da produtividade depende da quantidade de material bioldgico
(enzimético ou celular) no processo. Portanto, a composicdo do meio de cultivo foi estudada

para obtencdo de maior concentracdo celular de Clostridium carboxidivorans. Para tal foi
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utilizada uma ferramenta estatistica: um conjunto de trés planejamentos experimentais, sendo
dois delineamentos Plackett-Burman e um Delineamento de composto central rotacional
(DCCR).

5.2.1 Planejamento experimental do tipo Plackett-Burman

O primeiro planejamento experimental do tipo Plackett-Burman foi realizado para
determinacdo dos componentes do meio ATCC 2713 que seriam realmente significativos para
o crescimento celular, tendo, portanto como variaveis independentes os componentes do meio.
Esse estudo teve como varidveis dependentes a concentracdo celular apds 24 h de cultivo (sem
alimentacdo de meio concentrado) — [X]24 — e a concentragdo celular méxima obtida apos a
alimentacdo de meio concentrado — [X]max.

A matriz do planejamento experimental bem como os resultados obtidos estdo
apresentadas na Tabela 10. A concentracdo celular variou de 0,1 a 2,6 g.p.s.cel.L™! para o
periodo do cultivo com alimentagio e de 0,14 a 0,57 g.p.s.cel.L™? para o periodo sem
alimentacdo (ap0s 24 h de cultivo).

Os resultados desse primeiro planejamento Plackett-Burman forneceram um coeficiente
de determinacéo (R?) de 0,86 para [X]maxe 0,78 para [X].4. Esses valores representam um bom
ajuste dos resultados experimentais, ou seja, 86% e 78% da variancia pode ser explicada pelos

respectivos modelos, possibilitando a analise dos resultados pelo Gréfico de Pareto.



51

Tabela 10: Matriz de ensaio do primeiro delineamento de Plackett-Burman para o cultivo de Clostridium carboxidivorans para a concentragdo celular ap6s 24 h (sem

alimentagdo) — [X],4 — e para 0 maximo de concentracgao celular obtido com alimentago — [X]msx.

Ensalo Triptona "R levedo desodip LATOMING oGt Menadiona  Hemina o SR o S
1 1(10,00) -1(0,00) 1(500) -1(0,00) -1(0,00) -1(0,00) 1(0,50.10%) 1 (5,00.10%) 0,58 1,13
2 1(10,00) 1(10,00) -1(0,00) 1(500) -1(0,00) -1(0,00) -1(0,00) 1 (5,00.10% 0,43 1,54
3 -1(0,00) 1(10,00) 1(500) -1(0,00) 1(1,000 -1(0,000 -1(0,00)  -1(0,00) 0,47 1,53
4 1(10,00) -1(0,00) 1(500) 1(500) -1(0,000 1(1,00) -1(0,000  -1(0,00) 0,51 2,42
5 1(10,00) 1(10,00) -1(0,000 1(500) 1(1,000 -1(0,00) 1(0,50.10%) -1 (0,00) 0,32 1,60
6 1(10,00) 1(10,00) 1(500) -1(0,00) 1(1,000 1(1,00) -1(0,00) 1 (5,00.10%) 0,59 1,86
7 -1(0,00) 1(10,000 1(500) 1(500) -1(0,00) 1(1,00) 1(0,50.10%)  -1(0,00) 0,48 2,64
8 1(0,00) -1(0,00) 1(500) 1(500) 1(1,000 -1(0,00) 1 (0,50.10%) 1 (5,00.107%) 0,51 1,12
9 1(0,00) -1(0,00) -1(0,00) 1(500) 1(1,00) 1(1,00) -1(0,00) 1 (5,00.10%) 0,20 0,90
10 1(10,00) -1(0,000 -1(0,000 -1(0,000 1(1,000 1(1,00) 1(0,50.10% -1 (0,00) 0,55 0,82
11 -1(0,00) 1(10,00) -1(0,00) -1(0,00) -1(0,00) 1(1,00) 1(0,50.10%) 1 (5,00.107%) 0,44 1,10
12 -1(0,00) -1(0,000 -1(0,000 -1(0,00) -1(0,00) -1(0,00) -1(0,00)  -1(0,00) 0,14 0,11

13(PC) 0(500) 0(500) 0(250) 0(250) 0(050) 0(0,50) 0(0,25.10%) 0 (2,5.10%) 0,45 0,94

14(PC) 0(500) 0(500) 0(250) 0(250) 0(050) 0(0,50) 0(0,25.10%) 0 (2,5.10%) 0,55 0,86

15(PC) 0(500) 0(500) 0(250) 0(250) 0(050) 0(0,50) 0(0,25.10%) 0 (2,5.10%) 0,51 0,72

[X]: Concentragdo celular em g.p.s.cel.L*; PC: Ponto central
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No Grafico de Pareto (Figuras 9 e 10) os valores dispostos ao lado de cada retangulo
representam a estatistica do teste t de Student, sendo considerados em moédulo no modelo
matematico da hipotese nula que determina a significancia do fator. A magnitude dos efeitos é
representada pelas colunas enquanto que a linha transversal as colunas representa p = 0,05.
Assim, os fatores a direita da linha transversal rejeitam a hipdtese nula e séo estatisticamente
significativos ao nivel de 95% de confianca. E o sinal positivo nos efeitos significativos indica
gue quanto maior a concentracdo desses componentes no meio de cultivo, maior serd a
concentracéo celular.

Quando ha alimentagdo com meio concentrado a analise do gréfico de Pareto (Figura 9),
revela que extrato de Iévedo, peptona de gelatina, cloreto de sédio, piruvato de sodio e triptona

sdo as variaveis estatisticamente significativas para o aumento da concentracao celular.

(3)Extrato de Levedo % ' ' /T// ' ' ' '11,85447'
(2)Peptona de Gelatina [/ /// " psorsss
(4)NaCl ///////////////////////////////////// 0,348907
(6)Piruvato de Sddio V////////////////////////////// 6,966972
(1)Triptona / // 5,055099
(@Hemina [/ o /3,572083
(5)L-arginina %////////////A-Q,Sfﬁng

%
U)rvlenadiona/ / 1589791

p=,05
Figura 9 - Grafico de Pareto gerado a partir do primeiro delineamento Plackett-Burman mostrando ap6s tracejado

vermelho (*p level< 0,05) variaveis significativas para Concentragdo celular (g.p.s.cel.L™) obtida com alimentagéo
= [X]max.

Quando ndo ha alimentacdo (primeiras 24 horas de cultivo), o componente do meio que
possui maior significancia para o crescimento celular é o extrato de 1évedo, como é possivel
observar no Grafico de Pareto (Figura 10). Porém, se considerado p = 0,10, a triptona também
se mostraria significativa, ou seja, tritptona € um componente marginalmente significativo para

o0 crescimento celular nessas primeiras 24 horas de cultivo. Portanto, para a concentracéo celular
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obtida em 24 horas de cultivo sem alimentacéo triptona e extrato de l1évedo sdo considerados

significativos.

(3)Extrato de Levedo y / / //// 5,620707
(1)Triptona W // //////// //// 3,9%37379
(7)Menadiona y//////////////////// 2,858102 ;
(6)Piruvato de Sodio %// /// 1,766293 ;
(4)NaCl /////////////-1,61591
eveminal  iij1omes
(2)Peptona de Gelatina 7/////// 1,233924 I
(5)L-arginina /////,3601764

Figura 10 - - Gréafico de Pareto gerado a partir do delineamento Plackett-Burman mostrando apds tracejado
vermelho (*p level< 0,05) variavel significativa para Concentracéo celular (g.p.s.cel.L ™) obtida sem alimentagéo
em 24 horas de cultivo — [X]2a.

Para ambas as variaveis dependentes a concentracdo celular nos pontos centrais nao foi a
maior obtida no planejamento (Tabela 10), mostrando uma tendéncia crescente, da
concentracdo celular obtida, no sentido do ponto de maximo, possibilitando melhorias nos
resultados.

A determinacdo de 5 componentes significativos para a variavel dependente [X]max levou
a realizacdo de um segundo planejamento experimental do tipo Plackett-Burman. Enquanto a
determinacdo de apenas 2 componentes significativos para a concentragdo celular sem
alimentacéo, [X]24 permitiu a realizagdo de um DCCR.

Na sequéncia dos planejamentos experimentais, em ambas estratégias, 0s componentes
do meio de cultivo que ndo apresentaram significancia estatistica no primeiro planejamento
Plackett-Burman foram retirados, pois o nivel inferior (-1) correspondia a auséncia do
componente. No segundo planejamento os componentes previamente significativos tiveram sua
faixa de estudo ampliada, como explicitado nas Tabelas 4 e 5.

Para avaliacdo da concentracdo celular maxima em cultivo com alimentac&o foi realizado
um segundo delineamento Plackett-Burman, que resultou em um coeficiente de determinacdo

(R?) de 0,31, ou seja, apenas 31% da variancia poderia ser explicada pelo modelo. Houve
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tentativa de repeti¢do do planejamento, com resultados pouco confiaveis. Os erros inerentes as
atividades experimentais influenciam de forma muito significativa os resultados do processo,
de forma que a estratégia de aumento da biomassa do processo com alimentacdo foi
desconsiderada das anélises.

Os hidrolisados de proteinas sdo considerados 6timas fontes nutricionais de aminoacidos,
oligopeptideos e oligoelementos. S&o utilizados, frequentemente, como suplemento do meio de
cultura aumentando o crescimento celular, a produtividade e a qualidade do produto
(MARTONE; BORLA; SANCHEZ, 2005; TURKI et al., 2009). Os hidrolisados de proteina
presentes no meio ATCC 2713 séo peptona de gelatina, extrato de lévedo e triptona (caseina
hidrolisada). Extrato de 1évedo foi inicialmente mais importante para o crescimento celular até
24 horas de cultivo. Com o possivel esgotamento do extrato de Iévedo, triptona e peptona de
gelatina passam a ser requeridas, o que explica a significativa importancia de triptona para a
concentracdo celular em 24 horas e de peptona de gelatina quando ha alimentacdo com meio
concentrado. Extrato de lévedo mostrou-se significativo para 0 aumento da concentracdo
celular em 24 horas e quando houve alimentacdo com meio concentrado. Li et al. (2012)
observaram que a adicio de extrato de lévedo em concentragdo de 2,5 g. L™ apds o inicio da
fase estacionaria, aumentou a concentracdo celular e a producéo de butanol por Clostridium
acetobutylicum, sugerindo que extrato de lévedo quando adicionado em concentragdes
adequadas promove a mudanga da fase acidogénica para a solventogénica através do aumento
da transcricdo do gene ctfAB que codifica a enzima CoA-transferase, responsavel por assimilar
0 &cido organico formado e converter o acetato, butirato e acetoacil-CoA a acetil-CoA, butiril-
CoA e acetato, precursores do etanol, butanol e acetona respectivamente.

Piruvato de sédio, I-arginina, hemina e menadiona sdo considerados suplementos para
meios de cultivo adequados para crescimento anaerobio (SYSTEMS, 2003). Menadiona é um
agente redox, capaz de gerar um radical superdxido. Foi previamente relacionado a diminuicéo
dos niveis de NADPH (VATANAVIBOON et al., 2002), evidenciando a insignificancia desse
componente para 0 aumento da concentracéo celular, visto que a via WL requer NADPH para
assimilacdo de gas de sintese. Metais sdo necessarios a via WL para constituir metaloenzimas
presentes na via. O ferro, porém, € o metal que a via WL requer em maior concentragdo
(RAGSDALE; PIERCE, 2008). E hemina, € uma porfirina que contém ferro, mas sua presenca
no meio de cultivo de Clostridium carboxidivorans ndo mostrou influéncia no aumento da
concentracgéo celular. I1sso pode ser explicado pela presenca de ferro em fontes complexas como
extrato de Iévedo, aumentando assim, a importancia deste componente para 0 aumento da

concentragéo celular. L-arginina € um aminoacido, como tal pode ser obtido também de fontes
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complexas, o que reduz sua importancia no meio de cultivo quando na presenca de extrato de
Iévedo. Piruvato de sodio, por sua vez foi o Unico dentre a classe de suplementos que parece
ser significativo quando ha alimentacdo com meio concentrado. Sua utilizagdo como fonte extra
de energia para a divisdo celular pode colaborar para acelerar o processo de divisdo, visto que
com a alimentacéo do meio concentrado hé excesso de fontes de carbono, facilitando o processo
de sintese proteica e de todo o aparato necessario a multiplicagéo celular.

Cloreto de sodio além de fonte de ions Na* e CI- mantém o equilibrio osmético do meio
(MONTVILLE, 1983). Durante o preparo do meio de cultivo o pH é ajustado para 7,1 e a
variacdo observada no pH quando C. carboxidivorans é cultivado até 24 horas de cultivo é
pequena. Assim, NaCl ndo possui grande influéncia no aumento da concentracdo celular,
enquanto que no cultivo de C. carboxidivorans com alimentacdo de meio concentrado ha
interferéncia no pH pelo aumento da concentracdo celular e suas respectivas producfes de
metabdlitos, de forma que a capacidade de equilibrio osmético do NaCl é significante para o

aumento da concentracéo celular.

5.2.2 Planejamento experimental Delineamento Composto Central Rotacional

Para 0 novo delineamento, manteve-se a estratégia de analise da variavel dependente:
concentracdo celular obtida em 24 horas de cultivo sem alimentacao — [X]2s. Foi realizado um
Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR), com as variaveis independentes
significativas do primeiro planejamento triptona e extrato de lévedo, além da Glicose. A
concentragéo de glicose havia sido mantida constante (1 g.L™!) nos demais ensaios. O DCCR
contou com 17 ensaios, incluindo 6 pontos axiais e 3 réplicas no ponto central. A matriz com
os valores reais, 0s niveis utilizados e os resultados obtidos no DCCR esta apresentada na
Tabela 11. O maior valor de concentracgéo celular obtido foi 1,34 g.p.scél.L%, mais que o dobro
do valor méaximo obtido no delineamento Plackett-Burman ([X]2s, Tabela 10).
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Tabela 11 - Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) com a concentragdo celular obtida em
24 horas de cultivo sem alimentacgdo ([X]22) como varidvel dependente.

Triptona Extrato de Iévedo Glicose [X]24
(gL (gL (gL (g-p.s.cél.L?)

1 -1 (7,5) -1(2,5) -1(2,5) 0,58

2 -1(7,5) -1(2,5) +1 (7,5) 0,35

3 -1 (7.5) +1 (7,5) -1(2,5) 0,96

4 -1 (7.5) +1 (7,5) +1 (7,5) 1,07

5 +1 (12,5) -1(2,5) -1(2,5) 0,32

6 +1 (12,5) -1(2,5) +1 (7,5) 0,48

7 +1 (12,5) +1 (7,5) -1(2,5) 1,04

8 +1 (12,5) +1 (7,5) +1 (7,5) 1,25

9 -1,68 (5,8) 0 (5,0 0(5,0) 0,83

10 +1,68 (14,2) 0 (5,0 0(5,0) 0,80
11 0 (10,0) -1,68 (0,8) 0 (5,0) 0,18
12 0 (10,0) +1,68 (9,2) 0(5,0) 1,34
13 0 (10,0) 0 (5,0 -1,68 (0,8) 0,46
14 0 (10,0) 0 (5,0 +1,68 (9,2) 0,95
15 (PC) 0 (10,0) 0 (5,0 0(5,0) 0,71
16 (PC) 0 (10,0) 0(5,0) 0 (5,0) 0,94
17 (PC) 0 (10,0) 0 (5,0) 0 (5,0) 0,79

[X]: Concentracdo celular em g.p.s.cél.L; PC: Ponto central.

Pela analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 12, observa-se que para o
DCCR obteve-se um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,95,com 95% de confianca (p <
0,05), erro puro de 1,36% e falta de ajuste (lack of fit) ndo significativo, o que explica 95% da

variancia ocorrida, baixo erro experimental e bom ajuste do modelo aos pontos experimentais.
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Tabela 12- Tabela ANOVA para aumento da concentracédo celular através da concentragdo de triptona, extrato de
Iévedo e glicose para a variavel resposta concentracdo celular [X]24

Soma dos Grausde Quadrado E o- valor®
guadrados liberdade Medio
(1)Triptona(L) 0,000396 1 0,000396  0,0291  0,880292
Triptona(Q) 0,000054 1 0,000054  0,0039  0,955730
(2)Extrato de 1,518647 1 1518647 1114114  0,008857
Levedo(L)
Extrato de 0,003847 1 0,003847 02822  0,648353
lévedo(Q)
(3)Glicose (L) 0,083935 1 0,083935 61577  0,131189
Glicose (Q) 0,017620 1 0017620 12926  0,373436
1L by 2L 0,019790 1 0,019790 14519  0,351463
1L by 3L 0,030852 1 0,030852  2,2634  0,271378
2L by 3L 0,019345 1 0,019345 14192  0,355739
Lackof Fit 0,057870 5 0011574 08491  0,619018
PureError 0,027262 2 0,013631
Total SS 1,777879 16
4R2:0,95212;

b Fatores significativos p<0,05;

A analise da ANOVA revelou que a Unica varidvel estatisticamente significativa é o
extrato de lévedo. As superficies de respostas (Figuras 11 a 14) do DCCR séo utilizadas para
verificar a relacdo existente entre a variavel significativa, a variavel resposta e as demais
variaveis. Todas as superficies de respostas geradas apresentaram uma tendéncia a concentracao
méaxima dos fatores. Porém esse ponto de maximo esta nos limites estudados, o que mostra que
valores superiores ainda poderiam ser alcancados.

A concentragdo de glicose quando fixa em 5,0 g.L! (Figura 11) requer menor
concentragéo de triptona e extrato de lévedo, quando comparado a presenca de 9,20 g.L de
Glicose (Figura 12). Com o aumento da disponibilidade de carbono ha aumento na necessidade
de fontes nitrogenadas para que haja divisdo celular, com suas respectivas producfes de DNA,

aparatos proteicos e enzimaticos envolvidos.
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Figura 11 — Superficie de resposta da interacdo entre as variaveis independentes extrato de Iévedo e triptona para
a varidvel de resposta concentracdo celular - [X].4 - para o delineamento composto central rotacional do cultivo de
Clostridium carboxidivoranssem alimentagéo. O valor da variavel independente glicose foi fixado em 5,0 g.L*
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Figura 12 - Superficie de resposta da interacdo entre as variaveis independentes extrato de lévedo e triptona para
a variavel de resposta concentracao celular - [X].4 - para o delineamento composto central rotacional do cultivo de
Clostridium carboxidivorans sem alimentacgdo. O valor da variavel independente glicose foi fixado em 9,2 g.L*
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Na superficie gerada pela interacdo entre extrato de Iévedo e glicose (Figuras 13 e 14) a
concentracdo celular ndo sofre estatisticamente uma diferenca significativa quando a
concentragéo de triptona é modificada. Triptona € fixada em 10 g.L* e 14,20 g.L* nas Figura
13 e 14, respectivamente. Em ambos 0s casos a necessidade das fontes de extrato de lévedo e
glicose se mantém no maximo das condicGes estudadas.

A necessidade de aumento na concentragdo disponivel da fonte de nitrogénio devido ao
aumento da fonte de carbono esta relacionada a divisdo celular, visto que carbono é a fonte de
energia. Mas, ndo é esperado que aumento na concentracdo da fonte de nitrogénio exija aumento
na concentracdo da fonte de carbono. O nitrogénio é constituinte celular, sua presenca €

requerida com o aumento da disponibilidade de energia, tal relacdo néo é inversa.
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Figura 13 - Superficie de resposta da interacdo entre as variaveis independentes extrato de lévedo e glicose para
a variavel de resposta concentracao celular - [X]24 - para o delineamento composto central rotacional do cultivo de
Clostridium carboxidivorans sem alimentagdo. O valor da varidvel independente triptona foi fixado em 10,0 g.L*

Né&o foi possivel gerar um modelo matematico para previsdo da concentracdo celular a
ser obtida com as diferentes concentragdes dos fatores estudados, devido a apenas um fator ter
sido significativo e a auséncia do ponto de maximo para os valores estudados. Pela andlise da
superficie de resposta foi proposta a realizacdo de uma validagdo com as concentracGes
maximas estudadas, visto que estas geraram estatisticamente uma concentracdo de 1,6 a 2,0

g.p.s.cel.L ™.
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Figura 14 - Superficie de resposta da interacdo entre as varidveis independentes extrato de lévedo e glicose para

a varidvel de resposta concentracdo celular - [X].4 - para o delineamento composto central rotacional do cultivo de
Clostridium carboxidivorans sem alimentag&o. O valor da variavel independente triptona foi fixado em 14,2 g.L !

Inicialmente em 24 horas de cultivo obtinha-se, aproximadamente, uma concentracdo
celular de 0,77 g.p.s.cel.L™. Tendo em vista que a concentragdo maxima celular obtida nos
ensaios do DCCR foi 1,34 g.p.s.cel.L, a utilizagdo das concentracdes maximas, baseado nas
superficies de resposta, podem gerar um aumento de 1,19 a 1,49 vezes da concentracgdo celular
obtida em 24 horas de cultivo, comparado a concentracdo maxima do DCCR e de 2,08 a 2,16

vezes mais que a concentracao obtida sem o planejamento experimental.

5.2.2.1 Valida¢do da maxima concentracédo celular

De acordo com a analise da Superficie de Resposta gerada no DCCR as concentracdes
méaximas das variaveis dependentes geraram uma concentragdo celular de 1,77 g.p.s.cel.L ™ +
0,04. Portanto, foi realizado um cultivo de C. carboxidivorans no meio com a composi¢do
indicada para maxima concentracéo celular, contento 14,2 g.L™ de triptona, 9,2 g.L de extrato
de lévedo e 9,2 g.L ™ de glicose. Esse meio passou a ser chamado de meio TEG (triptona, extrato
de lévedo e glicose) e os resultados da cinética de crescimento nesse meio podem ser

observados na Figura 15.
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Figura 15 — Consumo de Glicose e variacdo do pH ao longo do perfil cinético do crescimento celular de
Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de volume util 200 ml e com 50 ml de meio TEG
contendo 14,2 g.L* de triptona, 9,2 g.L de extrato de lévedo e 9,2 g.L* de glicose, indicado pelo DCCR para
méaxima concentragdo celular, e adicdo de gas de sintese como matéria prima.

Uma vez que a cinética do cultivo de C. carboxidivorans nas condi¢cdes propostas pelo
DCCR foi realizada em modo de ensaio destrutivo, o frasco utilizado para determinagdo da
concentracdo celular em 24 horas de cultivo teve adicao de gas de sintese apenas no momento
da inoculacdo, tais quais todos os ensaios realizados durante o Planejamento Experimental.

Analisando os resultados (Figura 15) observa-se que a analise realizada na Superficie de
Resposta previu corretamente os resultados experimentais. Obteve-se em 22 horas de cultivo a
concentragéo celular de 1,77 g.p.s.cel.L 1. Assim, foi possivel um aumento de 1,26 vezes na
concentracdo celular em relacdo ao cultivo em meio ATCC 2713 (Figura 7).

No momento da preparacdo do meio de cultivo a glicose foi adicionada na concentracao
de 9,20 g.Lt. Porém, pela anélise em CLAE, a concentracio de glicose no momento da
inoculagdo foi de 6,8 g.L!, sendo provavel a ocorréncia de alguma perda nutricional no
momento da autoclavacdo, ou possivel hidratacdo da glicose utilizada afetando o peso final
desse substrato.

E possivel observar que a glicose n&o foi totalmente consumida, sofrendo uma reducéo

na concentragdo concomitante a fase exponencial de crescimento. Esse consumo ndo ocorre na
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fase estacionaria do crescimento, e a concentragdo de glicose estabiliza em torno de 4 g.L™.
Portanto, é possivel que algum metabolito produzido pela célula esteja inibindo o consumo
dessa fonte de carbono e/ou a escassez de fonte de nitrogénio.

O pH é um fator importante a ser levado em consideracdo; Vasudevan; Richter; Angenent
(2014b) ao produzirem &cido n-caproico pela fermentacdo de gas de sintese com a cepa C.
lijungdalii ERI-2, observaram que a maior concentracdo do &cido foi obtida em pH 5,44. A
modificacdo do pH pode alterar a rota metabdlica, ndo diretamente relacionado ao valor do pH,
mas por influéncia, por exemplo, da concentracao de acidos dissociados, devido aos diferentes
pKa, influenciando indiretamente na rota metabdlica que serd ativada.

No meio proposto ap6s 0 DCCR, meio TEG (triptona, extrato de Iévedo e glicose), é
possivel observar na Figura 15 que durante a fase exponencial do crescimento o pH reduz de
aproximadamente 6,5 para 4,7 em 14 horas, atingindo seu valor minimo de 4,5 em 24 horas.
Isso provavelmente indica a producdo de acidos organicos. Tang; Okos; Yang (1989) ja haviam
mostrado que a fermentacdo de Clostridium formicoaceticum era inibida por concentragfes
superiores a 6 mM de &cido acético ndo dissociado quando em pH de 6,45 a 6, mas quando em
pH 7,6 a tolerancia a presenca de acido acético aumentava. Portanto, é possivel que a reducédo
do pH concomitante a producgdo de acidos organicos esteja inibindo o crescimento celular ou
mesmo que a escassez de nutrientes (fonte de vitaminas e nitrogénio) esteja desviando o

metabolismo para a producao desses acidos, o que também inibe o crescimento celular.

5.2.2.2 Producéo de &cido latico por C.carboxidivorans

Afim de verificar a producéo de acidos organicos durante o metabolismo, as amostras do
cultivo de C. carboxidivorans em meio TEG foram analisadas em CLAE. Houve a identificacédo
de &cido latico que acompanha a cinética de crescimento do micro-organismo (Figura 16),
relacionando o aumento da concentracdo celular, producédo de acido latico e reducéo do pH.

Acido latico foi produzido ao longo da cinética de fermentacéo do C. carboxidivorans.
Essa producdo ja foi relatada para outras espécies acetogénicas como C. ljungdahlii, C.
rasgdalei e C. autoethanogenum (KOPKE et al., 2011). M. thermoacetica é capaz de produzir
acido latico pela experessao hetréloga de uma acido latico desidrogenase (KITA et al., 2013).

Foi observado que B. methylotrophicum, um micro-organismo capaz de consumir glicose,
CO e COz simultaneamente produziu acido latico e altas concentragdes de piruvato devido a
saturacdo do pool de ferrodoxina com os elétrons de CO e piruvato:ferrodoxina oxirredutase
(PFOR) (FAST et al., 2015)..
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Figura 16 — Producéo de acido latico ao longo do perfil cinético do crescimento celular de Clostridium
carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de volume util 100 ml e com 50 ml de meio TEG contendo 14,2 g.L
! de triptona, 9,2 g.L* de extrato de lévedo e 9,2 g.L™* de glicose, indicado pelo DCCR para maxima concentracdo
celular, e adicdo de gas de sintese como matéria prima.

Ha também a possibilidade de a producéo de acido latico ser uma estratégia metabolica a
contaminagdo por O, visto que, micro-organismo acetogénicos podem ser anerobios estritos
ou aerotolerantes, como C. carboxidivorans. Essa espécie possui estratégias metabdlicas de
adaptacdo ao estresse oxidativo. Acetogénicos aerotolerantes possuem enzimas capazes de
remover Oz e seus subprodutos toxicos. Devido a variedade de receptores de elétrons que 0s
acetogénicos podem utilizar, é possivel que haja desvio da via metabdlica redutora de Acetil-
CoApara rotas de aceitacdo de elétrons menos sensiveis ao O, que possuam potencial redox
mais elevado do que Acetil-CoA. Uma alternativa seria o deslocamento da producéo de acetato
para producio de piruvato e conversio a acido latico (DRAKE; GOSSNE; DANIEL, 2008).

A producdo de &cido latico esta relacionado ao desvio na rota metabdlica em direcéo a
producdo de 2,3 butanodiol ou valina e leuciona, tal qual C. ljungdahlii, C. ragsdalei e C.
authoethanogenum, que utilizam a via para produzir 2,3 butanodiol pela conversdo de Acetil-
Coaa Piruvato pela piruvato:ferrodoxina oxirredutase e piruvato a acetolactato e 2,3 butanodiol,

pela acdo da Acetolactato sintase, Acetolactato descarboxilase e 2,3-butanodiol desidrogenase,



64

respectivamente, podendo também produzir aminoacidos de cadeia ramificada como valina e
leucina, pela utilizacdo do Acetolactato como precursor (KOPKE et al., 2011).

Para afirmar qual rota C. carboxidivorans utiliza estudos mais profundos para averiguar
a presenca deste maquinario é necessario. LI et al. (2015) foram os primeiros a sequenciar o
genoma de Clostridium carboxidivorans, tornando possivel futuras investigacdes sobre as

possibilidades metabolicas que essa espécie possui.

5.2.3 Considerac0es gerais sobre o aumento da concentracdo de células em relacéo

ao meio de cultivo de C. carboxidivorans.

Tendo em vista que ndo se obteve o ponto maximo de rendimento para as faixas de
concentracdes analisadas com o planejamento experimental do tipo Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), presumivelmente um novo delineamento com aumento nas
concentracOes dos fatores seria proposto. Porém, o custo para tornar o processo aplicavel seria
incompativel com a realidade de processos industriais.

Com base nos precos obtidos no site da empresa Sigma aldrich (Tabela 13), 1 litro do
meio ATCC custa R$30,75. Apds a sequéncia de planejamentos experimentais 0 meio obtido
(TEG) teve o custo reduzido para R$16,06 por litro. A reducdo dos componentes do meio de
cultivo significou uma economia de aproximadamente 48% no custo de investimento.

Tabela 13 — Custo dos componentes utilizados para preparo do meio ATCC e valor investido para produgéo de
meio ATCC e TEG.

R$/Kg R$/L- ATCC R$/L. TEG

TRIPTONA R$ 921,00 R$ 9,21 R$ 12,89
PEPTONA DE GELATINA R$ 1.366,00 R$ 13,66
EXTRATO DE LEVEDO  R$ 320,00 R$ 1,60 R$ 2,94
GLICOSE R$ 24,00 R$ 0,02 R$ 0,22
NACL R$ 19,00 R$ 0,10
L-ARGININA R$ 1.115,00 R$ 1,12
PIRUVATO DE SODIO R$ 4.820,00 R$ 4,82
MENADIONA R$ 11.030,00 R$ 0,01
HEMINA R$ 44.220,00 R$ 0,22

TOTAL R$ 30,75 R$ 16,06

Em escala industrial tdo importante quanto a reducdo do custo de investimento é a
aplicabilidade do processo, de forma que a reducdo dos componentes necessarios a preparacao
do meio de cultivo torna o protocolo da fermentacdo mais simples de ser aplicado.

Como alternativa para maior reducdo do custo do processo, propde-se a substituicdo das

fontes de nitrogénio e vitaminas, triptona e extrato de lévedo, por milhocina, visto que,
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milhocina é fonte de nutrientes e custa 2% o valor do extrato de lévedo (MADDIPATI et al.,
2011).

5.3 AVALIACAO DA SUBSTITUICAO DE EXTRATO DE LEVEDO E TRIPTONA POR
MILHOCINA

A substituicdo do extrato de l1évedo e triptona do meio TEG por milhocina foi investigada
em experimentos com meio de cultivo contendo 100 g.L™! de milhocina e glicose na
concentragéo indicada no Planejamento experimental (9,2 g.L™). Para comparagdo com o perfil
cinético do meio TEG, foi analisado pH, consumo de glicose e producao de acido latico.

A cinética de crescimento de C. carboxidivorans em meio contendo milhocina pode ser
observada na Figura 17. E possivel observar, avaliando a concentracdo celular
concomitantemente ao consumo de glicose (Figura 17) que em 22 horas de cultivo a
concentragdo celular é 1,97 g.p.s.cél.L ™ + 0,21. E ap6s 22 horas ha aumento na concentragio
celular, alcancando em 32 horas 2,56 g.p.s.cél.Lt + 0,30, ou seja, superior aos estudos
anteriores. Na presenca de milhocina, a glicose é totalmente consumida até o final do processo
(36 h).

A reducdo de pH é caracteristica da fase exponencial, quando ha aumento da concentracéo
celular, com elevada producéo de acidos. Devido a alta concentracdo de solidos em suspensao
a captagdo de CO, CO: e H2 pode ter sido diretamente afetada, visto que na fase estacionaria,
caracterizada pela estabilizacdo do pH e producdo de acidos, ocorre a estabilizacdo
concomitante do consumo da glicose. No cultivo em milhocina, porém, a glicose foi totalmente
consumida até 36 horas, momento do fim do experimento. Entretanto, ndo € possivel inferir que
ndo ha geracdo de energia pela assimilacdo de CO, CO- e H devido a alta concentracdo celular
obtida.

O cultivo de Clostridium autoethanogenum em biorreatores com corrente de monoxido
de carbono continuo gerou em pH 6,0 uma concentragdo maxima celular 1,9 vezes maior do
gue a concentracdo maxima atingida em pH 4,75 (ABUBACKAR; VEIGA; KENNES, 2015a).
Tendo em vista que 0 meio de cultivo de milhocina e 0 meio TEG tiveram seus respectivos pH
ajustados para 7,1 no momento do preparo, pode-se inferir que a reducdo do pH em meio de
milhocina, que atingiu o valor minimo de 5,2 ao final do experimento, contribuiu para a
obtengédo de concentragdes celulares C. carboxidivorans mais elevadas do que o cultivo em
meio TEG, no qual o pH reduziu apos a fase exponencial, alcancando um pH 4,7 na fase de
desaceleracéo, chegando a pH 4,2 ao final do experimento em 36 horas.
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Figura 17 - Consumo de Glicose, producdo de &cido latico e variagdo do pH ao longo do perfil cinético do
crescimento celular de Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de volume util 100ml e com
50ml de meio contendo 100 g.L* de milhocina e 9,2 g.L* de glicose e adicdo de gas de sintese como matéria
prima.

De forma geral, a substituicdo de extrato de Iévedo e triptona por milhocina apresentou
bons resultados para o crescimento celular, obtendo-se 2,65 g.p.s.cel.L™t em 32 horas de cultivo.
Além disso, essa substituicdo representa grande redugdo no custo para producdo do meio de
cultivo. Liu et al. (2014a) reportaram que o uso de milhocina no lugar de extrato de levedura
no cultivo de Alkalibaculum Bacchi, reduziu 27% o custo médio e produziu 78% mais etanol.

A titulo de comparacdo com os demais experimentos do presente trabalho, em 24 horas
de cultivo em meio contendo milhocina e glicose a concentracdo celular obtida foi de 2,05
g.p.s.cel.L, em meio TEG atingiu 1,77 g.p.s.cel.L"* e no meio ATCC 2713 obteve-se 0,77
g.p.s.cel.Lt. Estas melhorias sdo atribuidas a adicdo de milhocina, uma excelente fonte de
nitrogénio para a maioria dos micro-organismo, devido ao seu alto contedo em amino&cidos e
polipeptideos além de quantidades consideraveis de vitaminas do complexo B, minerais e
metais-traco(DE AZEREDO et al., 2006). SAXENA; TANNER, (2011) ao utilizar milhocina

como alternativa rentavel no cultivo de C. rasgdalei ndo observou crescimento e producdo de
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etanol e justificou pela provavel limitacdo de metais tracos, visto que bactérias acetogénicas
sdo ricas em metaloenzimas, como a CODH, FDH, Hidrogenase e ADH, que estdo envolvidas
no metabolismo da via Wood-Ljungdahl. Sendo ADH uma enzima que contem Zn e Fe e é de
grande importancia para producdo de etanol em micro-organismo produtores de etanol
(DRAKE; GOSSNE; DANIEL, 2008).

Tendo em vista a caracteristica da milhocina utilizada no presente trabalho (ltem 4.1),
com presenca de metais, € possivel que a elevada concentracao celular obtida esteja relacionada
ndo apenas as fontes de nitrogénio e vitaminas, mas também na presenca de metais essenciais
as enzimas envolvidas no metabolismo energético da C. carboxidivorans. Fontes minerais
também afetam diretamente o crescimento e producdo de compostos quimicos. O cultivo de
Clostridum rasgdalei ndo apresentou variacdo quando cultivado em milhocina, sem adicdo de
fontes minerais. Porém, a adi¢do de milhocina em concentracdes de 5 e 10% (p/v) nos meios
de cultivo diminuiu o crescimento e a producao de etanol, o que pode ser devido a presenca de
alguma substéncia inibidora presente na milhocina (SAXENA; TANNER, 2012).

Na tentativa de substituicao do extrato de levedo por milhocina no meio para fermentacao
de gés de sintese de Alkalibaculum bacch, concentragdes de 20 e 50 g.L™* de milhocina foram
utilizadas com adicéo de metais-trago em 100 mL de meio de cultivo em frascos de 250mL de
volume (til, e comparado ao meio com extrato de levedo e adi¢do de vitaminas e sais minerais.
O de extrato de levedo resultou em 24 horas de cultivo na concentragcdo méaxima celular de 0,33
g . L%, significando de 0,50 e 0,38 vezes mais concentragio celular do que os meios contendo
20 e 50 g . L de milhocina (LIU et al., 2014b). Entretanto, o cultivo de Clostridium
carboxidivorans no presente estudo alcangou valores proporcionais a 0,33 g . p.s. cel . Lt em
aproximadamente 4 horas de cultivo, evidenciando a capacidade de crescimento e fermentagéo
de gas de sintese em milhocina.

Abubackar; Veiga; Kennes (2015) citam que a fermentacdo de CO ou gas de sintese
oferece uma rota atrativa para producdo de combustiveis. No entanto, durante a bioconverséo,
um dos desafios para superar € o de reduzir a producédo de acido acético, a fim de minimizar os
custos de recuperacdo. Cabe avaliar possiveis vantagens e desvantagens da producéo de acido
latico durante o crescimento celular de C. carboxidivorans (Figura 17).

A concentracdo de &cido latico no cultivo de C. carboxidivorans no momento da
inoculacdo é devido ao acido latico oriundo da milhocina (LIGGETT; KOFFLER, 1948).
Mesmo assim, houve aumento na concentrac¢ao do acido latico concomitantemente ao aumento

da concentracgéo celular. Tal producdo coincide com a produgéo ocorrida no meio TEG.
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A composicdo do gas de sintese junto a composi¢do do meio influencia nos produtos
gerados. MADDIPATI et al.,, (2011) destaca a importancia da composicdo do gas na
fermentacdo comparando a producéo de butanol produzido pela cepa Clostridium P11 em 20
g.Lt de milhocina, utilizando 20% CO, 15% CO>, 5% H2 e N2> 60% com a producao de butanol
obtida por C. carboxidivorans usando 25% CO, 15% CO2, e 60% N, para o qual C.
carboxidivorans produziu duas vezes mais. O gas de sintese do presente trabalho constitui-se
de 40% Ha, 25% CO, 10% CO2, 10% N2 e 11% CH4, composicdo que segue de acordo com 0
gas gerado pela pirolise de residuos urbanos, de acordo com a empresa de energia INNOVA.
Tal composicdo se mostra efetiva para o aumento da concentragdo celular, visto a diferenca
alcancada no presente estudo em relacdo a literatura.

54 AVALIACAO DA PRESENCA DO GAS DE SINTESE DURANTE A
FERMENTACAO DE Clostridium carboxidivorans

Afim de avaliar a interferéncia do gas de sintese no crescimento de C. carboxidivorans,
foi realizado a comparacéo de meios de cultivo contendo glicose e nitrogénio gasoso com meios
de cultivo sem glicose e presenca de gas de sintese. Para tal, foram inoculados: o meio
denominado TEG + N2, contendo 14,2 g.L ™ de triptona, 9,2 g.L™ de extrato de lévedo e 9,2 g.L-
L de glicose; e 0 meio de substituicido denominado MG + N contendo 100 g.L* de milhocina e
9,2 g.L* de glicose. Ambos foram esgotados de O, pela adi¢do de N> no meio e no headspace,
respectivamente. Para comparar a auséncia de gas de sintese, foram inoculados: o meio
denominado TE + S com 14,2 g.L de triptona e 9,2 g.L! de extrato de lévedo; e o meio
denominado M + S com 100 g.L* de milhocina. Foi adicionado gas de sintese no meio e no
headspace de ambos 0s meios.

No cultivo em TE+S a méaxima concentracdo celular foi de 0,45 g p.s. cel . Lt + 0,01,
obtida em 18 horas de cultivo (Figura 18). O crescimento celular obtido com auséncia de glicose
pode ser principalmente sustentado pela presenca de fontes complexas de nutrientes, como 0
extrato de lévedo, porém, o reduzido crescimento celular é devido a reduzida transferéncia de
massa do meio gasoso para o meio liquido, enquanto a presenca de glicose como fonte de
carbono dissolvida no meio liquido (TEG + N) facilita a assimilagdo. Por isso, 0 crescimento
celular obtido no meio TEG + N alcangou uma concentragdo maxima de 1,21 g. p.s. cel . L™ +
0,00 apds 18 horas de cultivo (Figura 19). Mas, a presenca do géas de sintese é um fator positivo,
responsavel por aumentar as concentragcdes maximas obtidas, visto que, na validacdo do DCCR
(item 5.2.2.1; Figura 15) a concentracéo celular obtida em 18 horas foi de 1,64 g p.s. cel . L1+

0,02 aumentando até a concentragdo maxima em 22 horas de 1,77 g.p.s.cel.L* + 0,04.
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Figura 18 - Producéo de &cido latico e variagdo do pH ao longo do perfil cinético do crescimento celular de
Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de volume util 200ml e com 50ml de meio TE contendo
14,2 g.L de triptona, 9,2 g.L* de extrato de Iévedo e adicdo de gas de sintese como matéria prima.

A cinética de crescimento celular no meio MG +N. em 18 horas alcangou 1,14 g p.s. cél
. L1+ 0,02 e a méaxima concentracéo 1,57 g.p.s.cél.L™ + 0,02 foi atingida em 28 horas de cultivo
(Figura 20), valores inferiores as concentracdes de 1,97 g.p.s.cél.L 1+ 0,21 em 22 horas e 2,56
g.p.s.cél.L"t + 0,30 em 32 horas alcangadas no cultivo em milhocina, glicose e gas de sintese
(item 5.3). Assim, fica evidente a importancia da presenca do gas de sintese para aumentar o
crescimento celular.

Como o meio contendo milhocina possui muitos solidos em suspensdo e elevada
densidade € possivel que a transferéncia de massa seja dificultada. E para determinacdo da
densidade Otica é necessaria elevada diluicdo, dessa forma a quantificacdo celular foi
comprometida e ndo foi possivel determinar o crescimento do meio M + S.

O consumo da glicose no meio TEG + N2 (Figura 19), foi reduzido ap0s o inicio da fase
estacionéria, concomitantemente a reducdo do pH, enquanto no meio MG + N2 h& o quase total
consumo da glicose (Figura 20). Esse perfil de consumo da glicose coincide com o observado
no cultivo em TEG e milhocina e glicose, ambos com adigéo de gas de sintese (item 5.2.2.1,
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Figura 15 e item 5.3, Figura 17). A redugédo do pH abaixo de 4,5 reduz o crescimento e a
assimilacdo de glicose. Em meio contendo milhocina o pH se mantém estavel por mais tempo,

permitindo o continuo crescimento e assimilacdo da fonte de carbono.
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Figura 19 - Consumo de glicose, producdo de &cido latico e variagdo do pH ao longo do perfil cinético do
crescimento celular de Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de volume Gtil 100ml e com
50ml de meio TEG contendo 14,2 g.L* de triptona, 9,2 g.L™ de extrato de lévedo e 9,2 g.L* de glicose, indicado
pelo DCCR para maxima concentragdo celular, e adicdo de nitrogénio para esgotamento do Oo.

A producdo de &cido latico € observada como produto associado ao crescimento,
alcancando 5,48 g.L' em 24 horas, aumentando até 5,66 g.L™* em 32 horas, quando C.
carboxidivorans foi cultivado em meio TEG + N2. Comparativamente ao cultivo de validagdo
do DCCR (TEG + gas de sintese) a producdo de acido latico em 22 h alcancou a maxima
producéo de 5,13 g.L %, reduzindo para 4,5 g.L™* em 36 horas de cultivo. Em meio MG + N a
producdo de acido latico aumentou a concentracdo ja existente no meio em torno de 6 g.L 2,
enquanto que o cultivo em meio MG + gas de sintese (item 5.3, Figura 17) aumentou a
concentragéo de acido latico no meio em torno de 7 g.L . A presenca de gas de sintese no meio
de cultivo contendo triptona, extrato de lévedo e glicose aparenta direcionar o0 metabolismo
celular para o crescimento celular ao invés da producédo de produto. O mesmo néo é observado

no meio contendo milhocina.
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Figura 20 - Consumo de glicose, producdo de &cido latico e variagdo do pH ao longo do perfil cinético do
crescimento celular de Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de volume (til 100ml e com
50ml de meio MG+N; contendo 100 g.L! de milhocina, 9,2 g.L! de glicose e adicdo de nitrogénio para
esgotamento do Os.
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CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diversos aspectos promissores foram observados durante o desenvolvimento da presente

dissertacdo. Estes constituem as conclusdes do trabalho e séo apresentas na sequéncia como

topicos principais.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Clostridium carboxidivorans, apresentou rendimento de células em meio ATCC 2713 muito
maior do que os apresentados na literatura;

O gés de sintese foi utilizado como fonte de carbono, visto que houve aumento da
concentracdo celular apos adi¢do de gas de sintese depois de horas de escassez de fonte de
carbono;

A alimentacdo com meio concentrado durante o cultivo mostrou grande influéncia no
aumento da concentracio celular, aumentando de 0,78 g.p.s.cél.L! + 0,02 no momento da
primeira alimentacéo para 1,94 g.p.s.cél.L™t + 0,01;

A sequéncia de planejamentos experimentais revelou que extrato de lévedo é o componente
de maior importancia para o crescimento celular;

As concentraces estudadas para as varidveis dependentes no Delineamento Composto
Central Rotacional ndo tornaram possivel otimizar o meio de cultivo;

Glicose é consumida apenas durante a fase de adaptacdo até o final da fase exponencial,
guando em meio TEG;

A fermentacdo de Clostridium carboxidivorans durante o cultivo em meio TEG gerou 5
g.L! de 4cido latico em 22 horas;

A substituicdo de extrato de Iévedo e triptona por milhocina significou uma reducédo de 48%
no investimento da producdo do meio de cultivo;

Substituicdo de extrato de Iévedo e triptona por milhocina atingiu uma concentracédo celular
de Clostridium carboxidivorans maior do que a obtida apds o planejamento experimental,

alcancando 1,97 g.p.s.cél.L"t + 0,21 em 22 horas e 2,56 g.p.s.cél.L + 0,30 em 32 horas;

10) No meio de cultivo contendo glicose e milhocina a glicose foi totalmente consumida por

Clostridium carboxidivorans;

11) A fermentacdo de Clostridium carboxidivorans durante o cultivo em meio contendo

milhocina e glicose aumentou a concentragdo de acido latico no meio em 8 g.L* apds 20

horas de cultivo.

12) No meio de cultivo TEG + N a concentracdo celular maxima foi de 1,21 g. p.s. cel . Lt em

18 horas de cultivo, significando um crescimento 1,46 vezes menor que o obtido em meio

TEG + gés de sintese;
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13) No meio de cultivo MG + N, a concentragdo celular maxima foi 1,56 g p.s. cél . L™ em 32
horas de cultivo, significando um crescimento 1,64 vezes menor que 0 obtido em meio de
milhocina, glicose e gas de sintese;

14) Gas de sintese como unica fonte de carbono nao sustenta uma elevada produtividade celular,
mas sua presenca é significativa para o aumento celular em meios de cultivo contendo

glicose.

6.1 PROPOSTAS FUTURAS

- Avaliar a diferenca de consumo de substrato gasoso, por meio de Cromatografia Gasosa, entre
a estratégia do frasco na vertical e na horizontal;

- Investigar a producdo de acidos ou solventes produzidos com e sem alimentacdo de meio
concentrado;

- Avaliar o consumo do substrato gasoso e organico por cromatografia gasosa e liquida,

respectivamente;

- Formas de aumentar a transferéncia de massa, para aumentar o consumo de carbono oriundo

da fonte inorganica (gas de sintese), ao inves da fonte organica (glicose);

- Avaliar o efeito da producdo de &cido latico, tendo em vista que participa de reacbes
reversiveis e que sua producdo estd relacionada a produgdo de 2,3-butanodiol por micro-

organismo acetogénicos.
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