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RESUMO
LIBERATO, Vanessa da Silva Saab. Minimizacao do meio de cultivo para producéo de
1,3-propanodiol a partir de glicerina bruta por Clostridium butyricum. Rio de Janeiro,
2017. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) -

Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2017.

O 1,3-propanodiol (PDO) é um composto organico muito empregado como monémero
na sintese de poliéteres, poliésteres e poliuretanos. Atualmente hd grande interesse por sua
obtencdo através de rotas biotecnoldgicas. Um composto conhecido capaz de ser convertido a
PDO através de micro-organismos selvagens é o glicerol. Este composto pode ser encontrado
sob a forma de glicerina bruta, uma mistura de glicerol e impurezas provenientes do processo
de producdo do biodiesel. A glicerina bruta corresponde a cerca de 10% de todo produto gerado
durante a sintese do biodiesel, sendo assim um residuo abundante e de baixo custo. As rotas
biotecnologicas de producdo de PDO se propdem a serem alternativas mais baratas e
ambientalmente amigaveis em comparacao as rotas quimicas. Porém, apesar do baixo custo da
fonte de carbono utilizada na fermentacdo microbiana (glicerol), outros componentes
indispensaveis para a célula, como o nitrogénio, podem vir a impactar negativamente 0s custos
do processo. Esse é 0 caso do extrato de levedura, uma das principais fontes de nitrogénio
empregadas em processos fermentativos. O presente trabalho se propds a minimizar os
componentes do meio de cultivo para producdo de PDO, de modo a diminuir também os custos
do processo. Planejamentos experimentais foram desenvolvidos partindo de um meio
complexo, com nove componentes, sendo obtido um meio com apenas trés componentes, em
que se obteve um rendimento de até 0,72 mol de PDO/mol de glicerol. Apesar da diminuigéo
de componentes presentes no meio de cultivo, o custo deste meio aumentou expressivamente.
Diante desse quadro, foi estudada a substituicdo do extrato de levedura, componente mais caro
do meio de cultivo, por milhocina, um residuo agroindustrial de baixo custo. No meio de cultivo
contendo 40 g/L de milhocina obteve-se 9,38 g/L de PDO ap0s 24 horas de fermentacdo. O
custo com o meio de cultivo também apresentou melhora, caindo de R$ 6,69 por litro, referente
ao meio minimizado, para R$ 0,19 por litro. Dessa forma, a milhocina demonstrou ser uma
excelente alternativa como fonte de nitrogénio e outros nutrientes para as células visando a

producéo de PDO.

Palavras-chave: 1,3-propanodiol. Glicerol. C. butyricum. Milhocina.



SUMMARY
LIBERATO, Vanessa da Silva Saab. Minimization of the culture medium for the
production of 1,3-propanediol from crude glycerin by Clostridium butyricum. Rio de
Janeiro, 2017. Dissertation (Master in Technology of Chemical and Biochemical

Processes) - School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, 2017.

1,3-Propanediol (PDO) is an organic compound used as a monomer in the synthesis of
polyethers, polyesters and polyurethanes. Currently there is great interest in its production
through biotechnology routes. A known compound capable of being converted to PDO by wild
microorganisms is glycerol, which can be found as crude glycerin, a mixture of glycerol and
impurities from biodiesel production process. Crude glycerin corresponds to about 10% of all
product generated during the synthesis of biodiesel, therefore an abundant and low cost residue.
PDO production by biotechnology routes purpose to be cheaper and environmentally friendly.
However, despite the low cost of main carbon source (glycerol), other indispensable
components for cell, such as nitrogen, may have a negative impact on cost reduction. This is
the case for yeast extract, which is one of the main nitrogen sources used in fermentation
processes. The present work proposed to minimize the components of culture medium and to
improve PDO production. Experimental designs were developed from a complex medium with
nine components, obtaining a medium with only three components in which the yield was up
to 0.72 mol of PDO/mol of glycerol. The cost of culture medium increased significantly despite
the components reduction. So, corn steep liquor was used to substitute yeast extract, the most
expensive component of culture medium. It was obtained 9.38 g/L of PDO after 24 hours of
fermentation with 40 g/L of corn steep liquor. The cost of culture medium containing this
residue was reduced from R $ 6.69 per liter to R$ 0.19 per liter. In this way, corn steep liquor
seems to be an excellent source of nitrogen and other nutrients for cells in order to produce
PDO.

Keywords: 1,3-propanediol. Glycerol. C. butyricum. Corn steep liquor.
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1 INTRODUCAO

O 1,3-propanodiol, comumente chamado de PDO, é um composto alifatico linear, que
ndo possui coloracdo ou cheiro, liquido a temperatura ambiente e miscivel em agua, alcool e
éter (NAZARETH, 2015). Trata-se de um importante intermediario quimico na fabricacdo de
poliéteres, poliuretanos e poliésteres. Também é empregado na industria de alimentos,
cosmética e farmacéutica (LEE et al., 2015). Atualmente, uma das principais aplicacdes do
PDO é na fabricacao de poli(tereftalato de trimetileno) (PTT).

A producdo de PDO vem crescendo rapidamente em todo mundo, sua ascensao
vertiginosa esta fortemente associada ao aumento da procura de seus derivados, que sdo
utilizados na producéo de produtos de alto valor agregado. Em 2012, a demanda global de PDO
foi de 60,2 kt e espera-se que até 2019 chegue a aproximadamente 150 kt. Em termos
monetarios, a demanda global PDO deve aumentar de US$ 157 milhdes, alcancado em 2012,
para US $ 560 milhdes em 2019 (LEE et al., 2015).

Os processos convencionais de sintese quimica do PDO sdo baseados no uso da
acroleina e do 6xido de etileno. Esses processos inicialmente possibilitaram a sintese de PDO
em escala industrial, mas possuem desvantagens, como condi¢Oes extremas de processo e
geracgdo de substancias toxicas. Outro modo de sintetizar PDO ¢ através de rota biotecnolégica
utilizando micro-organismos, como Citrobacter freudii, Klebsiella pheumonia, e Clostridium
butyricum, além de micro-organismos geneticamente modificados (LEE et al., 2015).

A obtengdo de PDO por via biotecnoldgica, utilizando matéria-prima renovavel, é
especialmente atrativa quando comparada a producéo por rota quimica, diretamente dependente
de produtos fosseis. Entre os beneficios obtidos através dessa rota de producdo estdo, as
condicdes brandas de processo, a ndo geracdo de intermediarios toxicos e o baixo custo da
materia-prima (NAZARETH, 2015).

Uma substancia de interesse a ser utilizada como substrato na producdo de PDO
através da bioconversdo por micro-organismos é o glicerol. Atualmente o glicerol é obtido,
principalmente, através da reacdo de transesterificacdo que da origem ao biodiesel. Ele
representa cerca de 10% em peso do produto total gerado da industria do biodiesel, sendo
considerado um rejeito industrial, além de um problema para os produtores devido a grande
quantidade produzida. E estimado que dois tercos da oferta mundial de glicerol seja proveniente
da industria do biodiesel nos dias atuais (LEE et al., 2015). A produgéo de biodiesel, por sua

vez, vem crescendo a passos largos gracas a uma série de estimulos governamentais e
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ambientais para o emprego de um combustivel de fontes renovaveis. No Brasil, conforme a Lei
n® 13.623/2016, a partir de 1 marco de 2017 o teor de biodiesel presente no diesel fossil passou
de 7% para 8%, com previsdo de aumento para 0s proximos dois anos. A proporcao sera elevada
para 9% a partir de 1° de marco de 2018 e a 10% em 1° de marco de 2019, de acordo com a
resolucéo estabelecida pelo governo. Com o aumento da concentragdo, a industria brasileira de
biodiesel prevé crescimento de quase 20% em 2017 ante o ano anterior (ANP, 2017; G1, 2017).

O rapido crescimento da producdo de biodiesel no mundo provocou uma drastica
queda de preco do glicerol. Baseado em um relatério dos Estados Unidos, no ano de 2007, o
preco do glicerol puro diminuiu exponencialmente de US$ 1,50/kg (antes do répido crescimento
na producdo de biodiesel) para US$ 0,66/kg, enquanto o preco do glicerol bruto passou de US$
0,55/kg para US$ 0,11/kg (LEE et al., 2015).

Além do glicerol, principal fonte de carbono na fermentacédo, outras substancias sao
necessarias para a viabilidade da producéo de PDO por micro-organismos. Como 30-40% dos
custos totais de producdo do PDO por rota biotecnoldgica estdo associados ao meio de cultivo,
0 preco das fontes de carbono e nitrogénio para sua producao em escala industrial tornou-se um
fator importante para a viabilidade econémica do processo. A eficiéncia de utilizacdo dos
substratos também afeta os rendimentos e consequentemente o custo. Portanto, a busca de
fontes adequadas e econdmicas de carbono e nitrogénio deve ser o primeiro passo para a
industrializacdo (WANG, 2008).

Sendo assim, o presente trabalho visou minimizar o nidmero de componentes
necessarios na formulacdo do meio de cultivo para sintese de PDO a partir de glicerina bruta
utilizando Clostridium butyricum. Além disso, minimizar o custo do meio de cultivo
substituindo componentes relevantes por residuo industrial, como por exemplo, a substituicdo
do extrato de levedura pela milhocina. A milhocina é proveniente do beneficiamento do milho
possuindo uma grande quantidade de nitrogénio e aminoacidos, além de outros nutrientes, em
sua composicdo. Por ser um residuo agroindustrial, apresenta baixo custo e vasta

disponibilidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.11,3-PROPANODIOL

O 1,3-propanodiol (PDO) é um composto alifatico linear, sem coloracdo ou cheiro,
liquido a temperatura ambiente, miscivel em &gua, alcool e éter (NAZARETH, 2015). Possui

trés &tomos de carbono em sua estrutura (Figura 1).

. /\/\OH

Figura 1 - Fdrmula estrutural do 1,3-propanodiol.

As propriedades fisico-quimicas do PDO estéo contidas na Tabela 1.

Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas do 1,3-propanodiol.
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS
Nome IUPAC Propan-1,3-diol
Outros nomes 1,3-propanodiol, trimetilenoglicol, 1,3-di-hidroxi-propano
Numero CAS 504-63-2

Formula molecular CsHsO2

Solubilidade em agua 100 g L™
Massa molar 76.09 g mol*
Temperatura de ebulicdo 210-212 °C
Temperatura de fusdo -28 °C
indice de refragéo 1,436 (20 °F)
Densidade 1,0597 g cm
Calor especifico 0,53 BTU/Ib/°F
Viscosidade 52 cp
Temperatura de fulgor 131 °C
Temperatura de autoignigéo 405 °C

Pressdo de vapor 0,08 mmHg

Fonte: NAZARETH, 2015.
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2.1.1 Aplicagao

E um importante intermediario quimico na fabricagio de poliéteres, poliuretanos e
poliésteres. E também amplamente utilizado em alimentos, cosméticos e na industria
farmacéutica. O PDO também pode ser utilizado como intermediario na sintese de biocidas e
compostos heterociclicos (LEE et al., 2015).

Atualmente, o PDO é amplamente utilizado na fabricacdo de poli(tereftalato de
trimetileno) (PTT) (Figura 2). O PDO ¢ adequado para a producdo de PTT porque nao confere
rigidez como o etileno glicol e também evita a flexibilidade do 1,4-butanodiol e do 1,6-
hexandiol. O PTT proveniente do PDO apresenta forma de bobina ou zig-zag que lhe confere
uma caracteristica melhor no alongamento e na recuperacdo de estiramento. Além disso, o
poliéster a base de PDO possui temperatura de tingimento mais baixa, maior resisténcia aos
raios UV e melhor resisténcia também a lavagem do que outros poliésteres disponiveis
comercialmente (LEE et al., 2015).

Oy

Figura 2 - Poli(tereftalato de trimetileno) (PTT) (LEE et al., 2015).

2.1.2 Obtencao

Os processos convencionais de sintese quimica do PDO sdo baseados no uso da
acroleina e do 6xido de etileno, esses processos inicialmente possibilitaram o uso do PDO em
escala industrial. Muitos processos foram desenvolvidos visando & produgdo do PDO a partir
de glicerol, nas formas bruta e pura. Segundo a literatura, o PDO pode ser obtido a partir do
glicerol: por rota biotecnoldgica utilizando micro-organismos, como Citrobacter freudii,
Klebsiella pheumonia, e Clostridium butyricum, e também através de reagBes quimicas

cataliticas, como a hidrogenolise (LEE et al., 2015).

2.1.2.1 Rotas quimicas
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De forma geral, a obtencdo do PDO através de sintese quimica requer altas
temperaturas, elevada pressdo, catalisadores caros, produz intermediarios toxicos e poluentes,
e depende diretamente dos combustiveis fésseis (DA SILVA et al., 2014).

Atualmente, o PDO ¢é quimicamente obtido por meio de dois derivados do petrdleo, a
acroleina (rota Degussa-DuPont) e o 6xido de etileno (rota Shell) (Figura 3). A primeira rota
(Figura 3, esquema A) consiste na hidratacdo da acroleina a 3-hidroxipropioaldeido (3-HPA),
seguida da hidrogenacéo catalitica do 3-HPA formado, obtendo-se o PDO. Durante 0 processo,
a acroleina tem uma grande tendéncia a se polimerizar através da autocondensacao. A reagédo
de hidratacdo tem de competir com autocondensacdo da acroleina para produzir 3-HPA,
fazendo com que o rendimento obtido nesse processo seja modesto. Na segunda rota (Figura 3,
esquema B) o Oxido de etileno, em presenca de catalisador organometéalico, reage com o
monoxido de carbono produzindo hidroxialdeido. Por sua vez o hidroxialdeido € reduzido por
hidrogenagéo, gerando PDO. A baixa eficiéncia de conversdo dos processos, bem como sua
natureza perigosa, tem estimulado o grande interesse na producéo de PDO a partir de outras
fontes, especialmente de glicerol. O principal processo de conversdo quimica de PDO a partir
do glicerol € a hidrogendlise catalitica (DA SILVA et al., 2014).

A ! Lo ]
H,0, H' H,, Ni H H
P’ —— e (I;\\T e R O\é/?\(i:/OMH
l | 50-70°C ~o H C 135 BAR [ H
H H r|1 75-140°C H H
Acroleina 3-hidroxipropionaldeido 1,3-propanodiol
B Gas de sintese (CO), H, H H
2 Co (Catalisador) [ H A H o
—C—C— - NAST N AT
H=e 100°C, 100 atm ¢ g G H
H H i
Oxido de etileno 1,3-propanodiol

Figura 3 - Sintese quimica do 1,3-propanodiol, partindo da acroleina como matéria-prima (tecnologia da Degussa) (A) e do
oxido de etileno (tecnologia da Shell) (B) (DA SILVA et al., 2014).

A hidrogendlise € um processo quimico catalitico que consiste no rompimento da
ligagdo quimica C-O do glicerol, apds a adicdo simultanea de um &tomo de hidrogénio nos
fragmentos da molécula resultante (LEE et al., 2015) (Figura 4). Por se tratar de um composto

saturado, com maior razdo O/C quando comparado com grande parte das commodities
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quimicas, a conversdo do glicerol em PDO através da hidrogendlise é uma das rotas quimicas
mais interessantes (DA SILVA et al., 2014).

/H H
H -~
H\ O\ /H H H \C_O H H\ H\ (-|)
H - — =<=—> H H =0 C— C H
VSN Y bwoood! \ IS T el A
H € Hy0 | A\ 0—C—C CH H
o~ \ O—H 2 \ Hy /
H H H—O

Figura 4 - Producdo quimica do 1,3-propanodiol através da desidratacao e hidrogenagéo do glicerol (processo de
hidrogendlise) (DA SILVA et al., 2014).

2.1.2.2 Rota biotecnolégica

A conversdo bioldgica de glicerol em PDO ¢ principalmente alcancada pelo processo
de fermentacdo de bactérias anaerdbias ou por fermentacdo micro-aerébia. A conversdo
bacteriana do glicerol a PDO é conhecida ha mais de 130 anos, descoberta pelo quimico
austriaco August Freund, em 1881, ao utilizar Clostridium pasteurianum em cultura mista (LEE
etal., 2015).

A rota biotecnoldgica de producdo do PDO a partir de matéria-prima renovavel € uma
alternativa especialmente atrativa quando comparada a producao por rota quimica, pois utiliza
como substrato um residuo industrial, apresenta condi¢fes brandas de processo e ndo gera
subprodutos toxicos. De acordo com a literatura, o glicerol € o Gnico substrato possivel de ser
convertido a PDO por micro-organismos selvagens (NAZARETH, 2015).

A Tabela 2 contém uma selecdo de dados coletados da literatura em que se pode
observar algumas das espécies produtoras, tipo de substrato, regime do processo e resultados
de producéo, rendimento e produtividade alcangados.

2.1.2.3 Micro-organismos produtores

Poucos micro-organismos estdo habilitados a sintetizar PDO como enterobactérias dos
géneros Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Lactobacilus e espécies de Clostridium, entre
outras (NAZARETH, 2015). Dentre os géneros citados, os mais estudados para produgéo de
PDO séo Clostridium, Enterobacter e Lactobacillus (LEE et al., 2015).



Tabela 2 Resultados da producdo de PDO a partir de glicerol encontrados na literatura.
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: .- PDO Yp/s Q A
Substrato Tipos de espécie Processo Referéncia
P P (L) (99 (gLh)
Glicerol C. butyricum DSM 5431 Batelada 56.0 0.51 1.93 BIEBL et al. (1992)
. . Batelada
Glicerol C. butyricum VPI3266 : 65.0 0.57 1.21 SAINT-AMANS et al. (1994)
alimentada
Glicerol C. butyricum VP13266 Batelada 148 049 154 GONZALE%Z'SQ‘])UELO etal.
Glicerol C. butyricum VPI3266 Batelada 158 051 159
bruto
Glicerol C. acetobutylicum DG Batelada 84 0.54 1.7 SlORZHEZ R IO Bl
alimentada (2005)
Glicerol C. diolis DSM 15410 Batelada 475 049 215 OTTE et al. (2009)
alimentada
Glicerol K. pneumonia HR526 EEIElf 954 040 198 XU et al. (2009)
alimentada
. K. pneumonia HR526 (geneticamente Batelada
Glicerol modificada) alimentada 102.1 0.43 2.13
Glicerol K. pneumonia KG1 EETEEGH 988 042 329 ZHAO et al. (2009)
alimentada
Glicerol K. pneumonia KGl (geneticamente Batelada 90.9 0.53 216
modificada) alimentada
Glicerol E. coli K12 ER2925 (geneticamente Batelada 104.4 0.90 2.61 TANG et al. (2009)




Glicerol
Glicerol

Glicerol
bruto

Glicerol
bruto

Glicerol

Glicerol
bruto

Glicerol
bruto

Glicerol

Glicerol
bruto

Glicerol

Glicerol
bruto

modificada)
C. butyricum VPI 1718
C. saccharobutylicum NRRL B-643

C. beijerinckii NRRL B-593

C. pasteurianum MNOG6

C. butyricum AKR102a

C. butyricum AKR102a

C. butyricum VPI 1718

C. butyricum DSP1

C. butyricum DSP1

C. beijerinckii DSM 791 (geneticamente
modificada)

C. beijerinckii DSM 791 (geneticamente
modificada)

PDO: concentracao final de PDO produzido em 24 horas de fermentacéo.

Yp/s: rendimento (gramas de PDO formado/ gramas de glicerol consumido).

Q: produtividade (gramas por litro de PDO produzido/ horas de fermentag&o).

alimentada
Batelada

Batelada

Batelada

Batelada
alimentada

Batelada
alimentada

Batelada
alimentada

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

11.3
6.7

10.0

27.0

93.7

76.2

65.5

27.5

26.2

17.5

19.7

0.60
0.36

0.48

0.21

0.52

0.51

0.52

0.55

0.52

0.55

0.55

0.94
0.28

0.42

1.20

3.3

2.3

1.15

1.18

0.94

0.72

0.56
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CHATZIFRAGKOU et al. (2010)
GUNGORMUSLER et al. (2010a)

GUNGORMUSLER et al. (2010b)

JENSEN et al. (2012)

WILKENS et al. (2012)

CHATZIFRAGKOU et al. (2014)

SZYMANOWSKA-
POWALOWSKA (2015)

WISCHRAL et al. (2016)
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2.2 GLICEROL

Trata-se de um composto organico pertencente a funcdo alcool, também chamado de
propano-1,2,3-triol. A presenca dos trés grupos hidroxila em sua estrutura é responsavel pela
solubilidade em &gua e sua natureza higroscopica. E um liquido viscoso e incolor, de sabor
adocicado, inodoro, derivado de fontes naturais ou petrogquimica. O nome glicerol, originario
da palavra grega glykys, significa doce (BEATRIZ et al., 2011). Sua féormula estrutural pode

ser observada na Figura 5.

HO OH

OH

Figura 5 - Férmula estrutural do glicerol.

E uma molécula de elevada flexibilidade, formando ligagdes tanto intramoleculares
como intermoleculares através do hidrogénio. Utilizando os métodos da teoria de densidade
funcional (DFT), estudos tedricos afirmam existir 126 formas possiveis de conférmeros para o
glicerol. Em fase aquosa, sua molécula € estabilizada por uma combinacdo de ligacdes de
hidrogénio intramoleculares e pela solvatacdo intermolecular de suas hidroxilas. O conférmero
de maior estabilidade energética tende a ser o que possui duas ligagcdes intramoleculares do
hidrogénio, além da solvatacdo (BEATRIZ et al., 2011). As caracteristicas fisico-quimica do
glicerol estdo contidas na Tabela 3.

O glicerol pode ser encontrado comercialmente sob a forma de glicerina, que consiste
em uma mistura de glicerol e impurezas provenientes do processo de producdo. A glicerina foi
preparada pela primeira vez pelo quimico sueco Carl W. Scheele, em 1779, através do
aquecimento do azeite de oliva com litargirio (PbO, usado em ceramicas como esmalte). Ele
denominou sua descoberta como “o principio doce das gorduras”, apos lavar com agua e obter
uma solucdo adocicada, que deu origem a um liquido viscoso e pesado com a evaporagéo da
agua (BEATRIZ et al., 2011).
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Tabela 3 Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
Peso molecular (g/mol) 92,09
Densidade (glicerol 100%) 25°C 1,262 Kg/mG
Viscosidade 20 °C 939 cps
Ponto de ebuli¢do (101,3 KPa) 290°C
Ponto de fuséo 18°C

Ponto de igni¢do 177°C
Tensdo superficial 20°C 63,4 mN/m
Calor especifico (glicerol 99,94%) 26°C 2,435 J/g

Calor de evaporacgéo 55°C 88,12 J/mol 88,12 J/mol
Fonte: NAZARETH, 2015.

Dentre as impurezas presentes no glicerol proveniente da producdo de biodiesel, os
principais componentes encontrados consistem em &cidos graxos, catalisadores, metanol,
sabdo, sais de potassio, metais pesados, sais de sddio, lignina e outras impurezas organicas
(NAZARETH, 2015).

A Tabela 4 mostra a composi¢édo do glicerol na forma bruta e purificada.

Tabela 4 Composigdo quimica do glicerol bruto e purificado.

PARAMETRO GLICEROL BRUTO GLICEROL PURIFICADO

Teor de glicerol (%) 60 - 80 99,1-99,8
Teor de umidade (%) 15-6,5 0,11-0,8
Cinza (%) 15-25 0,05
Sabéo (%) 3,0-50 0,56
Acidez (pH) 0,7-1,3 0,10-0,16
Cloreto (ppm) ND 1,00
Cor (APHA) Escuro 34 - 45

Adaptado de: LEE et al., 2015.

Durante a producdo do biodiesel, os tipos de acido graxo e catélise utilizadas,
influenciam diretamente as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto
(YAZDANI e GONZALEZ, 2007). Por serem considerados compostos toxicos e recalcitrantes,

os sulfetos, sulfatos e cloretos encontrados na glicerina tem efeito significativo no metabolismo
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das células (VIANA, 2011). Em contrapartida, também contém elementos que podem
beneficiar o crescimento celular durante o processo fermentativo, como nitrogénio, fésforo,
magnésio, calcio, enxofre e sodio (ROSSI, 2012). A Tabela 5 mostra a composi¢édo do glicerol

bruto obtido na producéo de biodiesel em funcdo da matéria prima utilizada.

Tabela 5 Composigéo do glicerol bruto obtido na producgéo de biodiesel em funcéo da matéria-prima utilizada (RIVALDI et
al., 2008).

Matéria-prima

Composicdo  Mostarda*  Mostarda** Canola  Soja ROV

Ca 11,70 23,00 19,70 11,00 ND

K ND ND ND ND ND

Mg 3,90 6,60 5,40 6,80 0,40

i P 25,30 48,00 58,70 53,00 12,00
S 21,00 16,00 14,00 ND 19,00

Na 1,17 1,23 1,07 1,20 1,40

C 24,00 24,30 26,30 26,00 37,70

% (p/p)

N 0,04 0,04 0,05 0,04 0,12

*1da Gold, **Pac Gold, ROV: residuos de 6leo vegetal (6leo usado), ND: ndo detectado

2.2.1 Aplicacéo

O glicerol é um dos compostos quimicos mais valiosos conhecido pelo homem no que
diz respeito a sua vasta possibilidade de utilizacdo. Como pode ser visto na Figura 6 e na Tabela
6, essa substancia possui incontaveis aplicacdes na industria, porém a demanda de mercado
ainda é muito pequena comparada a enorme producdo de glicerol da industria do biodiesel

(Tabela 7), que ainda apresenta expectativa de grande aumento.
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Figura 6 - Mercado do glicerol (volumes e usos industriais) (BEATRIZ et al., 2011).

Tabela 6 Classificagao e uso dos tipos comerciais de glicerol purificado.

GRAU TIPO DE GLICEROL  USO

| Grau técnico ~ 99,5% Composto intermediario de varias sinteses
quimicas, porém nao € usado em alimentos ou
medicamentos

1 Grau *USP 96 - 99,5% Alimentos, medicamentos e cosméticos

11 Grau Kosher ou Bebidas e alimentos Kosher
USP/**FCC 99,5 -

99,7%

*USP—United States pharmacopeia.

**FCC—Food chemical codex.

Adaptado de: LEE et al., 2015.

No Brasil, o glicerol é principalmente consumido pelas industrias de cosmeético,
farmacéutica e de sabdo (Tabela 8), utilizado geralmente como umectante na forma bruta
(BEATRIZ et al., 2011). Porém o uso dos derivados de transformagGes quimicas a partir do
glicerol ainda é muito modesto, os principais sdo na producdo de explosivos (na forma de
nitroglicerina) e geragéo de resinas alquilicas (NAZARETH, 2015).

E tido como uma 6tima fonte de carbono para bactérias e leveduras, tanto sob
condicBes de anaerobiose quanto em aerobiose, por ser intensamente assimilavel por esses

organismos, agindo como regulador do potencial redox e na reciclagem de fosfato inorganico



intracelular (NAZARETH, 2015).

Tabela 7 Aplicagdo do glicerol nos principais mercados mundiais.

MERCADO (%)

25

EUA Europa Japao China
(160.000 (190.000 (50.000 (80.000
Aplicacdo em t/ano) t/ano) t/ano) t/ano)
Farmacos 39,50 23,10 34,00 5,20
Tabaco 15,80 2,50 5,30 7,30
Triacetato de
glicerina - 1449 - .
Alimentos 14,50 5,60 - -
Poliéter alcool 10,50 13,10 11,60 5,20
Tintas 9,20 13,10 19,50 49,00
Celofane 2,00 4,40 3,80 1,50
Dinamite 0,60 3,10 1,90 3,10
Creme dental - - - 16,00
Cosméticos - - - 6,30
Miscelaneas 7,90 20,60 23,90 7,20

Adaptado de: BEATRIZ et al., 2011.

Tabela 8 Distribui¢ao do consumo de glicerina em diferentes setores da industria brasileira.

Uso em %
Cosméticos, saboaria, farmacos 28
Revenda 15
Esteres 13
Poliglicerina 12
Alimentos e bebidas 8
Resinas alquilicas 6
Filmes de celulose 5
Tabaco 3

Papel 1
Outros 10

Adaptado de: BEATRIZ et al., 2011.
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Dentro da producdo de PDO, o glicerol possui 6timo potencial de conversdo. Os
rendimentos teoricos de formacdo de PDO a partir do glicerol estdo expressos na Tabela 9,
porém o metabolismo da celula sofre a influéncia de muitos fatores (descrito no item 2.4.1),

diminuindo os rendimentos obtidos experimentalmente.

Tabela 9 Maximo rendimento tedrico de PDO a partir do glicerol.

BALANCO DE MASSA GLOBAL
8 Glicerol =7 PDO + 3 CO2 + 4 H,O

Rendimento = 0,875 mol/mol
BALANCO SUJEITO A FORMAQAO DE DIFERENTES METABOLITOS
4 Glicerol = 3 PDO + acetato + CO2 + 2 H,0O
Rendimento = 0,750 mol/mol
3 Glicerol =2 PDO + acetato + formiato + H>0O

Rendimento = 0,667 mol/mol

Adaptado de: NAZARETH, 2015

2.2.2 Obtencao

Em 1870, foi desenvolvido um método de recuperacédo da glicerina e do sal das lixivias
provenientes do sabdo. A contar de 1948, aproximadamente, o glicerol é sintetizado a partir da
epicloridrina, obtida do propileno, uma matéria-prima petroquimica (Figura 7) (BEATRIZ et
al., 2011).

OH
. |
Vo Cly . _HCIO_ A O
’ 500°C |
propeno Cl Cl
3-Cloropropeno 1,3-Dicloropropan-2-ol
| OH
Y
_OH /O\
_ HO /..:
~~_-OH S
HO . C| epicloridrina
Glicerol (1)

Figura 7 - Producdo do glicerol a partir de matérias-primas petroquimicas (BEATRIZ et al., 2011).
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Nos dias de hoje, o glicerol é majoritariamente obtido através da reacdo de
transesterificacdo que d& origem ao biodiesel. Esse composto representa proporcionalmente
cerca de 10% em peso do produto total gerado da industria do biodiesel. A cada trés moléculas
de éster metilico de &cido graxo produzidas, uma molécula de glicerol é formada. Atualmente
dois tercos da oferta mundial de glicerol é proveniente da industria do biodiesel (LEE et al.,
2015). O glicerol também pode ser produzido pela fermentacdo microbiana a partir do alcool
alilico, ou pela hidrogenacéo de carboidratos (BEATRIZ et al., 2011).

2.2.3 Biodiesel

A vulnerabilidade politica provoca instabilidade nos precos dos combustiveis fosseis
no mercado mundial. Além dos precos instaveis, um grande esforco coletivo é necessario para
conseguir reduzir as emissdes de COz pela queima de combustiveis fosseis, uma vez que este
gas de efeito estufa € um grande vildo no aquecimento global. Dessa forma, por razGes
ecoldgicas e econdmicas, hd um expressivo interesse na geracao de biocombustiveis a partir de
fontes renovaveis. Entre os biocombustiveis mais utilizados ao redor do mundo esta o biodiesel
(LEE et al., 2015).

Ja é possivel observar um acelerado crescimento do uso do biodiesel nos Estados
Unidos e na Europa, gragas as politicas governamentais de estimulo ao desenvolvimento e
emprego de biocombustiveis. Em 2010 a Europa produziu cerca de 10 milhdes de toneladas de
biodiesel (Figura 8). Apesar da elevada producdo no ano anterior, desde 2011 houve queda na
producdo do biocombustivel, provocando aumento nas importacfes de outros paises como
EUA, Brasil, Argentina e paises da Asia. Esta baixa na produgio acabou gerando um aumento
expressivo na producdo do biodiesel dentro desses paises, passando de 10 milhdes de toneladas
no ano de 2011 (LEE et al., 2015).
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A producdo mundial de biodiesel apresentou um crescimento médio anual de 42% em
2015 (LEE et al., 2015). No Brasil, conforme a Lei n°® 13.623/2016, a partir de 1 marco de 2017
0 teor de biodiesel presente do diesel fossil passou a ser de 8%, com aumento previsto de 1%
ao ano nos préximos dois anos (ANP, 2017). A Figura 9 mostra a producdo no Brasil de

biodiesel em metros cubicos, entre 2005 e 2016.
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Figura 8 - Producao global e européia de biodiesel entre 2000 e 2012 (REJNA et al., 2016).

O biodiesel é obtido através da esterificagdo de &cidos graxos vegetais ou gordura
animal com alcool (metanol ou etanol) na presencga de catalisador basico (KOH ou NaOH)
(Figura 10). Para combustédo em motores ele pode ser utilizado puro ou em mistura com o diesel
de fontes fosseis. Em comparagdo com o combustivel convencional, o biodiesel é caracterizado
por emitir menos poeira, fumaga, hidrocarbonetos, diéxido e monoxido de carbono. Além disso,
é menos tdxico e mais biodegradavel, fazendo com que seja considerado um combustivel mais

amigavel ao meio ambiente (LEE et al., 2015).
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Figura 9 Producdo mensal de biodiesel no Brasil em metros cubicos.
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Figura 10 - Transesterificacdo de triglicerideos com metanol (DA SILVA et al., 2014).
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Com o rapido crescimento da producdo de biodiesel no mundo, o glicerol bruto, como

principal subproduto dessa industria, vem sofrendo uma drastica queda de preco. Baseado em
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um relatorio dos Estados Unidos, o preco do glicerol puro diminuiu exponencialmente de US$
1,50/kg (antes do rapido crescimento na producdo de biodiesel em 2007) para US$ 0,66/kg,
enquanto o preco do glicerol bruto passou de US$ 0,55/kg para US$ 0,11/kg. Esse cenério faz
com que os produtores precisem investir muito dinheiro em alternativas para conseguir retirar
os grandes excedentes de glicerol de suas industrias (LEE et al., 2015). No Brasil, até janeiro
de 2017, o prego do glicerol bruto exportado ficou em torno de US$ 0,17/kg (ALICEWERB,
2017).

Dessa forma o glicerol bruto vem a ser um substrato de grande interesse por seu baixo

custo e pela iminente necessidade do direcionamento desse excedente da industria do biodiesel.

2.3 MILHOCINA

O milho é um dos cereais mais cultivados do mundo, com origem na Ameérica, espalhou-
se em outros continentes apds o Descobrimento por Cristdvdo Colombo. Atualmente existem
aproximadamente 150 espécies de milho conhecida, diferindo em cor, formato com grande
diversidade (ABIMILHO, 2015).

No Brasil, estima-se que a producdo de milho para o periodo 2016/2017 alcance a marca
histérica de 87,4 milhGes de toneladas (FOLHA, 2017). O milho é considerado muito
energeético, possui cerca de 360 Kcal em 100 g, onde 70% sdo glicidios, 10% proteinas e 4,5%
lipideos. Rico em proteinas, gorduras, carboidratos, célcio, ferro, fosforo e amido age como
grande aliado no suprimento de necessidades nutricionais. Pode ser consumido diretamente ou
como componente na fabricacdo de diversos produtos alimenticios (ABIMILHO, 2015).

O grao do milho apresenta alguns componentes basicos: endosperma, pelicula, agua e
germe (Figura 11). O endosperma representa a maior parte do grdo do milho, composto
majoritariamente por amido, cerca de 61%. Além de amido também se encontram no
endosperma aproximadamente 7% de gluten (envolvendo os granulos de amido), uma modesta
porcentagem de gordura e outros componentes. A pelicula é a camada que cobre o grdo, depois
de processada € utilizada na composic¢do de ragGes animais. O germe é a parte vegetativa e fonte
do oleo extraido do milho. A &gua corresponde a cerca de 16% da composicdo do milho
(ABIMILHO, 2015).
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Endosperma

Amido Amido e glaten

Pelicula e fibras

&

Germe

Figura 11 Recorte vertical do milho representando seus componentes basicos.

Durante seu beneficiamento, o milho passa por processos a seco e a umido. No
primeiro caso retira-se o germe do grdo, que sera utilizado principalmente na industria de
alimentos, sendo também empregado desde em produtos da industria farmacéutica até em
racdes para animais. No segundo caso, dgua é utilizada no processo inicial de maceracdo do
milho, resultando em um liquor rico em vitaminas, majoritariamente do complexo B
(ABIMILHO, 2015). O liquor obtido na etapa de maceragdo, considerado um subproduto e
rejeito agroindustrial, € conhecido como milhocina, agua de maceracao ou, do inglés, corn steep
liquor (CSL).

Por se tratar de um rejeito, a milhocina vem a ser extremamente barata. Segundo TAN
et al. (2016), uma tonelada de milhocina custa cerca de US$ 200, aproximadamente R$ 627.
Porém, pelo mesmo motivo de seu baixo custo, ndo existe qualquer tipo de padréo ou controle
dos componentes presentes na milhocina. Sua composigéo varia muito de acordo com o tipo de
milho, processamento do amido, e das variaveis do processo de um modo geral. Apesar disso,
este subproduto tem por caracteristica possuir uma grande quantidade de nitrogénio e
aminoacidos, além de outros nutrientes, em sua composi¢do. Em torno de 30% do nitrogénio
do milho, e 6,9% de seus sélidos, sdo encontrados na milhocina. Seu pH pode variar entre 3,7
a4,1 (AMARTEY et al., 2000).
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2.3.2 Aplicagao

O emprego da milhocina como fonte de nitrogénio em processos biotecnoldgicos é
descrito a partir da década de 40, com maior relevancia na industria da penicilina. MOYER e
COGHILL (1946), conseguiram aumentar significativamente seus rendimentos de penicilina
ao suplementarem um meio de cultivo contendo Penicililium notatum-chrysogenum com
milhocina.

O ponto negativo da milhocina em processos fermentativos é o fato de sua composi¢édo
ser variavel. Apesar disso, tem grande potencial para ser utilizada nesses processos por sua
riqueza de nutrientes a baixo custo, principalmente se comparada insumos como o0 extrato de
levedura (TAN et al., 2016).

E principalmente utilizada como complemento na racdo animal, porém em alguns
casos, devido a alta concentracdo de matéria organica presente, determinados tratamentos
precisam ser empregados para se evitar o comprometimento de ecossistemas aquéticos,

aumentando expressivamente o custo e inviabilizando o uso da milhocina (ZANOTTO, 2011).

2.4 Clostridium spp.

Sao bactérias em forma de bastonetes que medem 0,3-2,0 um de didmetro e 1,5-20 um
de comprimento. Se arranjam aos pares ou em cadeias curtas com as extremidades arredondadas
ou pontiagudas. Sdo pleomorficas e geralmente madveis por flagelos peritriquios. Formadoras
de esporos ovais ou esféricos que deformam sua parede celular. Geralmente gram positivos
(GOMES, 2013).

A maioria das espécies é quimiorganotrofica, porém algumas sdo quimioautotréficas
e quimiolitotréficas. Podendo ser sacaroliticas, proteoliticas, nenhum ou ambos (GOMES,
2013).

Metabolicamente sdo muito diversos, apresentando temperaturas 6timas entre 10° C e
65° C. Estdo difundidos no ambiente, podendo ser encontrados do solo ate o trato gastrintestinal
de animais e do homem, onde sdo capazes de sobreviver e multiplicar-se (GOMES, 2013).
Possuem grande importancia para o0 meio ambiente em varios aspectos e niveis, como por
exemplo na: saude e fisiologia humana e animal; na degradacdo anaerdbia de carboidratos
simples e complexos (incluindo biomassa celulosica); na acidogénese e no ciclo de carbono na
Terra; além da degradacgéo / biorremediacdo de produtos orgéanicos complexos. (TRACY et al.,
2012)
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Estes organismos oferecem enormes vantagens no que diz respeito a diversidade e
flexibilidade na utilizacdo de substratos, tais como polissacarideos, polipeptideos, gorduras e
acidos nucléicos. Além de possuirem capacidades biossintéticas Unicas e boa tolerancia a
metabolitos e substratos toxicos (TRACY et al., 2012; WANG, 2008).

2.4.1 Metabolismo

Duas vias metabdlicas competitivas sdo responsaveis por degradar o glicerol, uma
oxidativa e a outra redutiva (Figura 12). Na oxidativa é observada a presenca de duas enzimas,
a glicerol deshidrogenase e a dihidroxiacetona quinase. A enzima glicerol desidrogenase faz a
conversdo do glicerol em dihidroxiacetona, liberando NADH.. A segunda enzima, a
dihidroxiacetona quinase, transforma a dihidroxiacetona formada pela primeira enzima em
dihidroxiacetona-fosfato através de fosforilagcdo utilizando um ATP. Essa dihidroxiacetona-
fosfato por sua vez é direcionada para a via glicolitica, que sera responsavel por gerar ATP e
NADHo>. Na via redutiva o glicerol é desidratado através da enzima glicerol desidratase, dando
origem ao 3-hidroxipropionaldeido. A segunda enzima participante da via redutiva, a 1,3-
propanodiol oxiredutase, converte o 3-hidroxipropionaldeido em PDO utilizando um NADH:
e liberando um NAD+. A geracgdo e balanceamento dos aceptores de elétrons, no caso NAD+,
é feita pela complementacdo entre as vias oxidativa e redutiva.

A distribuicdo dos metabdlitos formados depende de varios fatores complexos que
influenciam a fisiologia da célula, regulacdo génica e etc. O maior rendimento de PDO é
observado nas culturas que tenham como subproduto apenas o acido acético, além de COz e Ho,
pois participa de forma positiva do metabolismo no que diz respeito a producdo de PDO. Para
melhorar ainda mais sua produtividade deve-se reduzir a evolucdo de Hz (DA SILVA et al.,
2014).
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De acordo com a literatura, os principais subprodutos gerados através da fermentacéo
do glicerol por C. butyricum sdo os acidos butirico e acético, ocorrendo uma pequena
quantidade também de etanol. Quando as duas moléculas de NADH: produzidas durante a
formacgédo de uma molécula de piruvato sdo direcionadas a formacgéo de etanol ou butanol, o
rendimento de PDO é reduzido e a producdo de biomassa € aumentada. O &cido butirico €
gerado ap06s condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA em uma reacdo em cadeia que
envolve duas etapas de oxidacdo-NADH., formando ATP. A preferéncia por determinada via
do metabolismo depende da fonte de nutriente limitante. Quando é o caso da fonte de carbono
ser a limitante para a bactéria C. butyricum, a via utilizada é a do acido butirico, pois apresenta
0 maior rendimento de energia, suprimindo assim a via do PDO. Ja quando o fator limitante é
um nutriente inorganico e a fonte de carbono estad em excesso, a via escolhida é a de formacéo
do PDO e do acido acético. As altas concentracdes de glicerol, como fonte de carbono,
favorecem a via redutiva. O mesmo vale para o oposto, em baixas concentracdes de glicerol os
metabolitos da via oxidativa sdo favorecidos (NAZARETH, 2015; DA SILVA et al., 2014).

Além da fonte de nutriente limitante, outro fator que vem a ser importante na
determinacédo dos produtos gerados durante o metabolismo é o pH. Estudos indicam que o pH
acido tem efeito positivo no direcionamento para via oxidativa, enquanto o pH préximo da
alcalinidade induz a formagéo dos produtos da via redutiva (NAZARETH, 2015).

De modo geral os principais fatores de impacto na formagdo de metabdlitos séo a
concentracdo de substrato (e consequentemente de nutrientes), a temperatura € 0 pH do meio
de cultivo (NAZARETH, 2015).
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3 OBJETIVO

Diante da importancia da conversdo da glicerina bruta proveniente da inddstria do
biodiesel em produtos rentaveis e do desenvolvimento de processos alternativos para a
biossintese do PDO, o presente trabalho teve como objetivo o estudo da producdo de PDO a

partir da glicerina bruta utilizando a bactéria anaerébia Clostridium butyricum NCIMB 8082.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Minimizacdo dos componentes do meio de cultivo;
» ldentificacdo e quantificacdo dos produtos biossintetizados;

» Avaliacgéo da substituicdo do extrato de levedura por milhocina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

As substancias utilizadas na composi¢do dos meios de cultivo foram: KH2PO4 (Isofar
- RJ, Brasil), NH4Cl (Vetec - RJ, Brasil), MgS04.7H>O (Vetec - RJ, Brasil), CaS04.2H>0
(Vetec - RJ, Brasil), extrato de levedura (Sigma-Aldrich - SP, Brasil), ZnCl, (Vetec - RJ,
Brasil), FeSO4.7H20 (Vetec - RJ, Brasil), Na2Se03.5H,0 (Vetec - RJ, Brasil).

Meio sintético Reinforced Clostridial Medium (Oxoid - Hampshire, UK) contém 10
g/L de extrato de carne, 10 g/L de peptona, 5g/L de cloreto de sdédio, 5 g/L de dextrose, 3 g/L
de extrato de levedo, 3 g/L de acetato de sddio, 1 g/L de amido soluvel, 0,5 g/L L-cisteina HCI
e 0,5¢/L de &gar), de pH 6,8 +/- 0,2 a 25°C.

A glicerina bruta utilizada, com pureza de aproximadamente 82%, foi obtida a partir
de uma planta piloto de geracéo de biodiesel da Petrdleo Brasileiro S/A (Petrobras).

Foram utilizadas membranas CHROMAFIL ® (Macherey-Nagel - GA, USA) de 0,45
pum de diametro.

O nitrogénio industrial foi obtido de Air Products Brasil LTDA (SP, Brasil).

A solugéo concentrada de milhocina foi obtida da Ingredion Brasil Ing. Ind. LTDA
(RJ, Brasil). Sua composicdo foi determinada através da analise realizada pelo Laboratério
Agrondmico S/C Ltda. (LAGRO).

4.2 EQUIPAMENTOS

Nos experimentos e analises realizadas foram utilizados os seguintes equipamentos:

Centrifuga Eppendorf 5804R;

Centrifuga IKA® mini G;

Espectrofotdmetro Bell SP 2000 UV;
Espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800;
Incubador com agitacéo (shaker) Tecnal TE-420;
Medidor de pH Tecnal TEC-5;

Balanca analitica Ohaus Adventurer AR 2140

Caixa de anaerobiose de propria adaptagéo;

© © N o g bk~ 0w DN PE

Capela de fluxo laminar Filtracom BioFlux Il 90%
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10. Autoclave vertical Prismatec modelo CS;

11. Coluna Aminex® HPX-87H lonExclusion 300 nm x 7,8 nm Bio-Rad
Laboratories;

12. Detector de indice de refracdo Shimadzu RID-10A;

13.  Bomba Shimadzu LC-20ADSP;

4.3 MICRO-ORGANISMO

A bactéria empregada no presente trabalho foi Clostridium butyricum NCIMB 8082,
obtida através da National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria (NCIMB —
Aberdeen, Reino Unido).

4.4 PRESERVACAO

As células foram conservadas a 4°C apds 18 horas de crescimento em frascos de
penicilina contendo 50 mL do meio Reinforced Clostridia Medium (Oxoid - Hampshire, Reino
Unido) (Figura 13).

Figura 13 - Frascos de penicilina contendo 50 mL do meio Reinforced Clostridia Medium.

4.5 CULTIVOS

Os cultivos eram realizados a partir dos frascos contendo as células preservadas em

meio sintético (descrito no item 4.4), utilizando-se uma caixa hermética sob atmosfera inerte, 3
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mL desse meio de cultivo em frascos de penicilina de 50 mL (Figura 14).

Figura 14 - Caixa plastica adaptada para preservagéo da atmosfera inerte de gas nitrogénio e o material utilizado na
inoculagéo.

Apbs 18 horas em incubador rotatério, a 37°C e 150 rpm (Figura 15), 0 meio sintético
contendo as células crescidas servia como indculo para 0s experimentos, que serdo
posteriormente descritos.

Figura 15 Frasco de penicilina de 50 mL contendo meio RCM e células crescidas ap6s 18 horas de incubagé&o.
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4.5.1 Experimentos preliminares

Previamente foram selecionados na literatura meios de cultivo adequados para a
producdo de PDO através da bactéria C. butyricum. Uma série de experimentos foram, entdo,
realizados a partir dos meios coletados na literatura, a fim de selecionar o mais apropriado para
o trabalho proposto.

Inicialmente o meio estudado possuia 16 componentes (Tabela 10), que foi minorado
através de dois estudos desenvolvidos (MARTINS et al., 2015; MARTINS et al., 2016),

chegando ao momento em que se inicia o trabalho aqui exposto.

Tabela 10 Composi¢do do meio inicial (MARTINS et al., 2015).

KH2PO4
NH4CI
MgS0O4.7H20
CaS04.2H.0
Acido citrico
H3BOs
CoCl2.6H.0
ZnCly
MnCl2.4H.0
NaMo0O4.2H,0
NiCl2.6H20
CuCl;
FeS04.7H20
Na2Se03.5H20
Extrato de levedura

10 g/L Glicerina bruta
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4.5.2 Experimentos PB 12

Os resultados do ultimo estudo (descrito no item 4.5.1) foram analisados através do
software Statistica 7.0 (StatSoft - SP, Brasil) e, com base nos dados obtidos, uma faixa de
concentracdo foi determinada para cada uma das 8 variaveis a serem estudadas (Tabela 11), os
valores de pH inicial e concentracéo de glicerol foram fixados em 8,5 e 10 g/L, respectivamente.
O planejamento PB 12 consistiu em 12 ensaios especificos + 3 pontos centrais, todos com

duplicata e em regime destrutivo.

Tabela 11 Composicédo dos meios de cultivo do PB 12.

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8
~ (4o} ~~
< 4 5 =
2 2 & = 3 3 g 8
£ E 3 Q o & -~ P S 1 5
S 5 = T F o 2 & 2 L=
2 2 Q ™~ N S 3 T o £
L o T X < @] (@) ] 0N =
i b2 2 o = N o S
% N %) £ N Q <
= o i s
1 3,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00 20,00 0,30
2 3,00 1,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,30
3 1,00 1,00 0,30 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00
4 3,00 0,00 0,30 0,20 0,00 1,50 0,00 0,00
5 3,00 1,00 0,00 0,20 1,00 0,00 20,00 0,00
6 3,00 1,00 0,30 0,00 1,00 1,50 0,00 0,30
7 1,00 1,00 0,30 0,20 0,00 1,50 20,00 0,00
8 1,00 0,00 0,30 0,20 1,00 0,00 20,00 0,30
9 1,00 0,00 0,00 0,20 1,00 1,50 0,00 0,30
10 3,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,50 20,00 0,00
11 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,50 20,00 0,30
12 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
13 2,00 0,50 0,15 0,01 0,50 0,75 10,00 0,15
14 2,00 0,50 0,15 0,01 0,50 0,75 10,00 0,15
15 2,00 0,50 0,15 0,01 0,50 0,75 10,00 0,15

Devido as baixas concentragdes dos componentes do meio, solugdes estogque (solugéo

de concentracdo conhecida de determinada substancia) foram preparadas para todos o0s
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compostos, salvo o extrato de levedura, com a finalidade de evitar erros de pesagem ao longo
do processo.

O pH dos meios de cultivo foi ajustado com NaOH. Para inoculacéo dos experimentos
foram utilizados 5 mL da solucéo de Reinforced Clostridia Medium com as células previamente
crescidas (descrito no item 4.5).

Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em incubador

rotatdrio a 37°C,150 rpm, por 24 horas (Figura 16).

Figura 16 - Incubador rotatdrio utilizado no processo fermentativo.

4.5.3 Experimentos DCCR 23

Apenas 3 varidveis foram estudadas: KH2PO4, NH4Cl e extrato de levedura (Tabela
12). A concentragéo de glicerol passou para 20 g/L e o pH permaneceu em 8,5, para todos 0s
experimentos.

O delineamento consistiu em 14 ensaios especificos + 3 pontos centrais, todos feitos

em duplicata e em regime destrutivo. Os pontos axiais podem ser identificados nos ensaios de
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9 a 14 e os pontos centrais nos ensaios de 15 a 17.

O pH foi ajustado com NaOH e as solugdes estoque (descrito no item 4.5.2) foram
empregadas na preparacdo dos meios de cultivo. Foram utilizados 5 mL da solucdo de
Reinforced Clostridia Medium com as células previamente crescidas (descrito no item 4.5) para
a inoculagdo. Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em

incubador rotat6rio a 37°C,150 rpm, por 24 horas.

Tabela 12 Concentragéo dos componentes dos meios de cultivo referentes ao DCCR 23

X1 X2 X3
Ensaios | KH2PO4 (g/L) NH4CI (g/L) Extrato de levedura (g/L)

1 0,60 0,60 1,00
2 0,60 2,38 1,00
3 2,38 0,60 1,00
4 2,38 2,38 1,00
5 0,60 0,60 4,00
6 0,60 2,38 4,00
7 2,38 0,60 4,00
8 2,38 2,38 4,00
9 1,50 1,50 0,00
10 1,50 1,50 5,00
11 0,00 1,50 2,50
12 3,00 1,50 2,50
13 1,50 0,00 2,50
14 1,50 3,00 2,50
15 1,50 1,50 2,50
16 1,50 1,50 2,50
17 1,50 1,50 2,50
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4.5.4 Experimentos DCCR 22

Os componentes do meio foram reduzidos & apenas duas variaveis: KH2PQOj4 e extrato
de levedura. O pH e a concentracdo de glicerol permaneceram fixas em 8,5 e 20 g/L,
respectivamente, em todos 0s experimentos.

O delineamento consistiu em 8 ensaios especificos + 3 pontos centrais, feitos em
triplicata e em regime destrutivo (Tabela 13). Os pontos axiais podem ser identificados nos
ensaios de 5 a 8 e 0s pontos centrais nos ensaios de 9 a 11.

O pH foi ajustado com NaOH e as solugdes estoque (descrito no item 4.5.2) foram
empregadas na preparagdo dos meios de cultivo. Foram utilizados 5 mL da solugdo de
Reinforced Clostridia Medium com as celulas previamente crescidas (descrito no item 4.5) para
a inoculacdo. Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em

incubador rotatério a 37°C,150 rpm, por 24 horas.

Tabela 13 Concentracdo dos componentes dos meios de cultivo referentes ao DCCR 22,

X1 X2
Ensaios | KH2POu4 (g/L) Extrato de levedura (g/L)
1 3,23 5,73
2 6,77 5,73
3 3,23 9,27
4 6,77 9,27
5 5,00 5,00
6 5,00 10,00
7 2,50 7,50
8 7,50 7,50
9 5,00 7,50
10 5,00 7,50
11 5,00 7,50
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Foi realizado um teste da viabilidade da substituicdo do extrato de levedura por

milhocina (item 2.3). O meio empregado esta descrito na Tabela 14.

Tabela 14 Composicdo do meio de cultivo para o teste com milhocina.

Extrato de

Experimento KH2POs4 NH4Cl CaSOs MgSOs Glicerol Milhocina
Levedura
M20 1,00g/L 1,009/L 0,02g/L 0,30g/L 20,00 g/L - 20,00 g/L
M40 1,00g/L 1,009/L 0,02g/L 0,30g/L 20,00 g/L - 40,00 g/L
M60 1,00g/L 1,009/L 0,02g/L 0,30¢g/L 20,00 g/L - 60,00 g/L
M80 1,00g/L 1,009/L 0,02g/L 0,30g/L 20,00 g/L - 80,00 g/L
M100 1,00g/L 1,009/L 0,02g/L 0,30g/L 20,00 g/L - 100,00 g/L
Controle 1,00g/L 1,00g/L 0,02¢g/L 0,30g/L 20,00g/L 1,00g/L -

A composicao e propriedades da milhocina utilizada estdo contidas na Tabela 15.

O pH foi ajustado com NaOH e as solucdes estoque (descrito no item 4.5.2) foram

empregadas na preparagdo dos meios de cultivo. Foram utilizados 5 mL da solugdo de

Reinforced Clostridia Medium com as células previamente crescidas (descrito no item 4.5) para

a inoculacdo. Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em

incubador rotatério a 37°C,150 rpm, por 24 horas.



Tabela 15 Especificagdo da milhocina utilizada de acordo com andlise realizada pelo Laborat6rio Agronémico S/C Ltda. (LAGRO).

Minerais Vitaminas Propriedades
Nitrogénio 3,41% Biotina 0,30 mg/kg Carbono Organico Total 16,72%
Fosforo Total 1,12% Cholina 3500,00 mg/kg Relacdo C/N 4,90
Potassio 2,90% Inositol 6000,00 mg/kg pH 4,00
Célcio 2,00% Niacina 80,00 mg/kg Condutividade elétrica 1,52 mS/cm
Magnésio 0,95% Acido Pantoténico 15,00 mg/kg Densidade 1,15 g/lcm
Enxofre 0,25% Piridoxina 9,00 mg/kg
Ferro 647,50 mg/kg Riboflavina 6,00 mg/kg
Manganés 7,50 mg/kg Tiamina 3,00 mg/kg
Cobre 2,50 mg/kg
Zinco 152,20 mg/kg
Boro 0,08%
Sédio 0,08%
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4.5.6 Esterilizacéo

Todos os componentes do meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm
por 22 minutos.
As ponteiras, frascos de penicilina e outros instrumentos utilizados no manuseio do

meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 1 atm por 30 minutos.

4.6 METODOS ANALITICOS

Durante o processo fermentativo dois pontos foram retirados de cada ensaio, sempre
em duplicata, para se fazer as anélises necessarias. Um ponto foi coletado no inicio do processo,
as 0 horas, e 0 outro ao final, apds 24 horas. Os experimentos foram conduzidos em regime
destrutivo, sendo que cada ponto corresponde a um frasco que € aberto e consequentemente

descartado, para evitar exposi¢do do micro-organismo ao oxigénio.

4.6.1 Quantificagdo do crescimento celular

O crescimento celular foi acompanhado através das medidas de absorbancia feitas em
espectrofotdbmetro a 600 nm, onde os valores lidos foram convertidos para mg p.s.células/mL
utilizando-se o fator de converséo obtido pela curva de peso seco, Figura 17.

A curva de peso seco foi obtida através de uma suspensao de células em solucdo salina
(0,9% (p/v) de NaCl em agua destilada), onde a absorbancia ficou em torno de 0,700 nm. Desta
suspensdo foi retirada uma amostra de 20 mL, em seguida filtrada em papel de filtro Millipore
0,22 um, seca em luz de infravermelho por 30 minutos e, a posteriori, pesada. Da mesma
suspensdo foram feitas diferentes diluicdes com o propdsito de se obter concentracdes variadas,
a absorbéancia de cada solucdo foi medida no espectrofotdmetro a 600 nm, obtendo-se assim a

curva de peso seco.
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Figura 17 - Curva de peso seco.

4.6.2 Determinacéo dos produtos da fermentacéo

Para a determinacdo do PDO e dos subprodutos da fermentacdo, como os acidos
acetico e butirico, foram realizadas andlises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Nessa anélise foram utilizadas a coluna Aminex ® HPX-87H lon Exclusion de
dimensdes 300 nm x 7,8 nm (Bio-Rad Laboratories - SP, Brasil), o detector de indice de refracdo
RID-10A (Shimadzu - SP, Brasil), a bomba LC-20ADSP (Shimadzu - SP, Brasil) e o software
cromatografico: LabSolutions (Shimadzu - SP, Brasil). A fase mdvel empregada foi uma
solucéo de H.SO4 a5 mM com vazdo de 0,8 mL/min, volume de injecdo de 20 pL e temperatura
de corrida 60°C. Todos os padrBes adotados (Sigma-Aldrich - SP, Brasil) foram diluidos em
agua Mili-Q e injetados em triplicata para preparacao da curva padrdao, método que relaciona a
area obtida no cromatograma com a concentragdo da substancia.

A andlise era realizada mediante centrifugacdo de 2 mL de amostra a 6000 rpm por 10
minutos separando as células do sobrenadante. A fase liquida (Figura 18) era entdo filtrada,
com membranas (CHROMAFIL ® - GA, USA) de 0,22 um de diametro e injetada para a

quantificacdo atraves do uso da curva padréo.
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Figura 18 Amostras preparadas para analise por CLAE.

4.6.3 Determinacéo do pH

O pH na etapa de preparacdo dos meios de fermentagdo, assim como nas fases inicial
e final dos experimentos realizados, foram determinados através do medidor de pH Tecnal
modelo TEC-5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PLANEJAMENTO PLACKETT & BURMAN DE 8 FATORES

Com a finalidade de diminuir o nimero de componentes presentes no meio de cultivo
para producéo de PDO a partir de glicerina bruta e aumentar essa producédo, o delineamento
Plackett & Burman foi adotado. O software Statistica 7.0 (StatSoft - SP/ Brasil), foi empregado
como ferramenta estatistica, sendo possivel gerar através dele a matriz do planejamento
experimental e realizar a analise estatistica dos resultados obtidos.

Proveniente de estudos anteriores (descrito no item 4.5.1), oito varidveis foram
estudadas em dois niveis, -1 e +1 (Tabela 16). O planejamento consistiu em doze ensaios e trés
pontos centrais, onde as faixas estudadas para cada variavel foram determinadas de acordo com
resultados obtidos previamente. A variavel de resposta foi a quantidade de PDO produzido (g/L)
em um periodo de 24 horas.

O coeficiente de determinacdo (R?) do delineamento realizado foi de 0,75 para a
producdo de PDO a um nivel de confiabilidade de 95% (p < 0,05). Esse valor caracteriza um
ajuste adequado dos resultados experimentais, explicando 75% da variancia pelo modelo,
tornando possivel a analise dos resultados obtidos através do grafico de Pareto. Essa analise
indicou que a varidvel independente KH2PO4 era a mais relevante para a variavel resposta
estudada (concentracdo final de PDO). Além dela, a curvatura também foi considerada
significativa, apontando um comportamento ndo linear das respostas.

No grafico de Pareto (Figura 19) observa-se de forma clara e direta quais foram as
variaveis consideradas estatisticamente significativas e quais ndo foram. Os valores dos efeitos,
representados pelos retangulos azuis no grafico de Pareto, devem ultrapassar a linha definida
por p=0,05 para serem considerados estatisticamente significativos. O mesmo vale para a
situacdo oposta, quando um efeito ndo é significante ndo ultrapassa o limite do grau de
confiabilidade. Isto significa que os fatores representados pelo teste t de Student sO sé@o
significativos quando rejeitam a hipétese nula, ou seja, no grafico de Pareto séo os fatores que
ultrapassam a linha tracejada. Os valores descritos para cada variavel no gréafico de Pareto
representam a estatistica do teste t de Student, e ndo possuem indicagéo de sinal (+ ou -) pois
sdo utilizados em mddulo nesse tipo de analise, eles também podem ser achados na tabela de

coeficiente de correlacao através do software Statistica.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PDO
8 Factor Screening Design; MS Pure Error=,0605891
DV: PDO

7777777777777/
(MKH2PO4 7777777, 7777777777777 GASRE
w4 7z 7z

///////////////////////////////////////////

7
CUFV&U.‘%%%%Z%Z%ZZZ%%%%%A%Z%%%Z%%Z%%Z%%Z%C/

Lz
WIS
(9)Extrato de levedura 7777777777777/ 1,448869

7,

7,
P/ /7

A

707 i,
A IIA, I,
(8)Na2se03 |/ 7 11,096489

////////////

(INH4CI £777777/////4,9953625

,,,,,,,

/ 7
(MFesOs | 88405
7 7 7

////////////

SOOI A
(6)ZnCI2 ?%%5?%52 8214014

//////////

(3MgS04 777777/ 7683569

7
(4)CasO4 ) 6567838

////////

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 19 - Gréfico de Pareto onde estdo contidas as variaveis significativas e ndo significativas dentro do planejamento
Plackett & Burman realizado.

Apesar das variaveis NHsCl e Extrato de Levedura terem sido consideradas
estatisticamente ndo significativas, no contexto bioldgico a fonte de nitrogénio possui grande
importancia na manutencdo celular, por este motivo as duas varidveis foram inseridas no
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) realizado na sequéncia. Os outros
componentes do meio de cultivo estudados no planejamento Plackett & Burman que ndo
apresentaram significancia estatistica foram retirados dos proximos planejamentos, pois suas
concentragdes mais baixas (nivel -1) eram nulas.

Nos ensaios realizados dentro do planejamento Plackett & Burman, observou-se um
elevado consumo do glicerol, de aproximadamente 71% a 100%. Além disso, DA SILVA et al.
(2014) avaliaram que maiores concentragOes de glicerol presentes no meio favorecem a via
redutiva de fermentacdo do glicerol (via de formacdo do PDO), enquanto que as baixas
concentragdes desse substrato priorizam a formagéo dos produtos da via oxidativa. Dessa forma
estabeleceu-se um aumento da concentragdo de glicerol para os proximos planejamentos

experimentais, fixando esse parametro em 20 g/L.
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Os melhores resultados de conversdo do glicerol em PDO foram observados nos
ensaios 4 e 11 com 60% e 63%, respectivamente. De modo geral os rendimentos variaram entre
0,41 a 0,63 mol de PDO/mol de glicerol. Segundo NAZARETH (2015), o balanco de massa
global da sintese de PDO a partir de glicerol gera um rendimento maximo teorico de 0,87
mol/mol. Porém, ndo sdo conhecidos micro-organismos capazes de converter integralmente o
glicerol a PDO e CO3, na pratica sdo gerados outros metabdlitos que diminuem a rendimento
dessa producdo. Por exemplo, se apenas acetato for produzido além de PDO e CO., o
rendimento teorico cai para 0,75 mol/mol. J& se houver uma mistura de subprodutos como
acetato e formiato, o rendimento tedrico fica em torno de 0,67 mol/mol. O maior rendimento
obtido no planejamento Plackett & Burman foi de 0,63 mol/mol, sendo considerado um bom

resultado se comparado aos rendimentos tedricos e aos encontrados na literatura.



Tabela 16 Matriz codificada e real do delineamento Plackett & Burman com seus respectivos resultados de produgdo de PDO.
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ensalns | KHPO: | NHCL | MgSO.7H:O | CaS0u2H:0 | EXTRATO | ZnCle | FeSOu7H:O | Na:SeOz5HO | PDO! | Ypist
(g/L) (g/L) (9/L) (9/L) (9/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (9/L) | (mol/mol)

1 (1) 300|(1) 000| (1) 030 | (-1) 000 | (-1) 000 |(-1) 000| (1) 2000 | (1) 030 | 3,90 0,43
2 (1) 300 (1) 100| (1) 000 | (1) 002 |(-1) 000 |(-1) 000 (-1) 000 | (1) 0830 | 420 0,49
3 () 100| (1) 100| (1) 030 | (1) 000 | (1) 1,00 (1) 000| (1) 000 | (-1) 000 | 317 0,49
4 (1) 300|(1) 000| (1) 030 | (1) 002 | (1) 000 | (1) 150|(-1) 000 | (1) 000 | 460 0,60
5 (1) 300 (1) 100| (1) 000 | (1) 002 | (1) 1,00 |(-1) 000 | (1) 2000 | (1) 000 | 450 0,53
6 (1) 300 (1) 100| (1) 030 | (-1) 000 | (1) 1,00 | (1) 150|(-1) 000 | (1) 0830 | 461 0,57
7 () 1,00| (1) 100| (1) 030 | (1) 002 | (1) 000 | (1) 150| (1) 2000 | (-1) 000 | 2,89 0,41
8 () 1,00 |(1) 000| (1) 030 | () 002 | (1) 100 (1) 000| (1) 2000 | (1) 030 | 3,77 0,52
9 (1) 1,00 |(1) 000| (1) 000 | () 002 | (1) 100 | (1) 150| (1) 000 | (1) 030 | 2,93 0,45
10 (1) 300 (1) 000| (1) 000 | (-1) 000 | (1) 1,00 | (1) 150 | (1) 2000 | (1) 000 | 425 0,55
11 () 1,00| (1) 100| (1) 000 | (1) 000 | (1) 000 | (1) 150| (1) 2000 | (1) 030 | 3,67 0,63
12 (1) 1,00 |(1) 000| (1) 000 | (1) 000 | (1) 000 |(-1) 000| (1) 000 | (-1) 000 | 2,73 0,56
13(C) | (0) 200| (0 050| (0) 045 | (0) 001 | () 050 | (0) 075| (0) 10,00 | (0) 015 | 4,99 0,56
14(C) | (0) 200| (0 050| (0) 015 | (0) 001 | () 050 | (0) 075| (0) 10,00 | (0) 015 | 451 0,52
15(C) | (0) 200| (0) 050| (0) 045 | (0) 001 | (0 050 | (0) 075| (0) 10,00 | (0) 015 | 467 0,58

1ap6s 24 horas de fermentacao.
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5.2 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL DE 3 FATORES

A otimizacdo de um processo visa alcancar determinados parametros que resultem na
obten¢do maxima do produto desejado, com uma menor ou nenhuma formacao de subprodutos,
no menor intervalo de tempo, melhorando os resultados de producdo e consequentemente
diminuindo os custos. O Delineamento Composto Central Rotacional é amplamente empregado
com a finalidade de se atingir a otimizag&o.

Apbs selecdo realizada através do delineamento Plackett & Burman (descrito nos itens
4.5.2 e 5.1), foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional buscando-se avaliar
quais seriam as melhores concentragdes dos componentes KH2POs4, NH4Cl e extrato de
levedura para produgdo do PDO. O planejamento experimental foi desenvolvido com 14
ensaios individuais mais 3 pontos centrais, totalizando 17 experimentos. Dos ensaios citados, 6
consistiam em pontos axiais. Novamente a variavel resposta foi a producéo de PDO e o tempo
de fermentacdo foi de 24 horas.

A matriz codificada e real, além dos resultados da producdo de PDO, estdo expostos
na Tabela 17. A concentracdo mais alta de PDO obtido nesse planejamento foi de 5,35 g/L.
Esse resultado foi ligeiramente mais alto que o maior valor de PDO alcan¢ado no planejamento
anterior (4,99 g/L), porém utilizando-se um meio de cultivo bem mais simples.

O resultado foi analisado a um nivel de confianca de 95% (p < 0,05), através dos
valores t de Student exibidos no grafico de Pareto (Figura 20). O coeficiente de determinacéo
(R?) foi de 0,84, ou seja, 0 modelo se ajusta a 84% da variancia estudada, considerado adequado
em um processo fermentativo.

De acordo com os resultados analisados, nenhuma interacao entre os termos lineares
foi estatisticamente significativa. Os fatores quadraticos também ndo mostraram significancia,
impossibilitando a geracdo do modelo quadratico e consequentemente o ponto 6timo nas
condicgdes de producdo de PDO nas faixas estudadas ndo foi encontrado. Apenas os fatores
lineares KH2PO4 e extrato de levedura foram considerados significativos.



Tabela 17 Matriz codificada e real do primeiro DCCR realizado com seus respectivos resultados da producgéo de PDO.
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ENSAIOS | EXTRATO DE LEVEDURA (g/L) KH2PO4 (g/L) NH.CL (g/L) PDO (g/L) | YpI/st (mol/mol)
1 (-1) 1,00 (-1) 0,60 (-1) 0,60 2,38 0,40
2 (-1) 1,00 (-1) 0,60 (1) 2,38 3,05 0,60
3 (-1) 1,00 (1) 2,38 (-1) 0,60 4,30 0,55
4 (-1) 1,00 (1) 2,38 (1) 2,38 4,03 0,52
5 (1) 4,00 (-1) 0,60 (-1) 0,60 3,27 0,58
6 (1) 4,00 (-1) 0,60 (1) 2,38 3,38 0,59
7 (1) 4,00 (1) 2,38 (-1) 0,60 4,84 0,62
8 (1) 4,00 (1) 2,38 (1) 2,38 4,67 0,65
9 (-1,68) 0,00 (0) 1,50 (0) 1,50 3,00 0,57
10 (1,68) 5,00 (0) 1,50 (0) 1,50 5,00 0,54
11 (0) 2,50 (-1,68) 0,00 (0) 1,50 3,09 0,70
12 (0) 2,50 (1,68) 3,00 (0) 1,50 5,35 0,59
13 (0) 2,50 (0) 1,50 (-1,68) 0,00 4,11 0,61
14 (0) 2,50 (0) 1,50 (1,68) 3,00 3,01 0,50
15 (PC) (0) 2,50 (0) 1,50 (0) 1,50 3,63 0,52
16 (PC) (0) 2,50 (0) 1,50 (0) 1,50 4,36 0,59
17 (PC) (0) 2,50 (0) 1,50 (0) 1,50 3,89 0,63

tapés 24 horas de fermentagao.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PDO
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0720241
DV: PDO
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Figura 20 - Gréfico de Pareto resultante do primeiro Delineamento Composto Central Rotacional realizado.

A maior parte dos nutrientes inorganicos presentes no meio inicial, considerados
relevantes para o metabolismo celular, foram considerados estatisticamente n&o significativos.
Segundo BIEBL et al. (2001) em processos no qual a fonte de carbono esta em excesso e existe
a limitacdo de um nutriente inorganico ou inibicdo por produto, a via de formacdo de PDO e
acido acético € favorecida pois causam menor inibicdo. Dessa forma, apesar do DCCR
desenvolvido ndo ter sido capaz de alcancar o ponto 6timo, o aumento na producdo de PDO
aponta para a possibilidade de resultados ainda melhores, mesmo com a diminuicdo dos
componentes do meio de cultivo.

Por ter sido considerada estatisticamente ndo significativa, e sua auséncia nao ter
impactado negativamente a produgéo de PDO, a variavel NH4Cl foi retirada do planejamento
estatistico. Ja as variaveis significativas, KH2PO4 e extrato de levedura, tiveram suas faixas

deslocadas de acordo com a analise dos resultados.
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5.3 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL DE 2 FATORES

Através do primeiro Delineamento Composto Central Rotacional (descrito nos itens
4.5.3 e 5.2) ndo foi possivel alcancar a condicdo 6tima da producdo de PDO. Diante disso um
novo DCCR foi desenvolvido considerando apenas os dois fatores estatisticamente
significativos do planejamento experimental realizado anteriormente.

As faixas estudadas foram deslocadas para uma maior concentracao das duas variaveis
de acordo com a tendéncia observada na analise dos resultados do DCCR 23.

A matriz codificada e real, além dos resultados da producdo de PDO, estdo expostos
na Tabela 18. A concentragdo mais alta de PDO obtida nesse planejamento foi de 6,56 g/L. O
que caracteriza um aumento consideravel em relagdo a maior concentracéo alcangada no ultimo
DCCR 23 (5,35 g/L), apesar de utilizar um meio ainda mais simples com apenas 3 componentes

(KH2POs, extrato de levedura e glicerina bruta).

Tabela 18 Matriz codificada e real do segundo DCCR realizado com seus respectivos resultados de produgdo de
PDO e rendimento.

ENSAIO | EXTRATO (g/L) KH2PO4 (g/L) PDO! (g/L) | Yp/st (mol/mol)
1 (-1) 5,73 (-1) 3,23 5,20 0,60
2 (-1) 5,73 1) 6,77 5,95 0,54
3 1) 9,27 (-1) 3,23 4,55 0,51
4 (1) 9,27 (1) 6,77 6,16 0,56
5 (-1,68) 5,00 (0) 5,00 5,95 0,55
6 (1,68) 10,00 (0) 5,00 5,52 0,65
7 (0) 7,50 (-1,68) 2,50 4,31 0,55
8 (0) 7,50 (1,68) 7,50 6,56 0,59
9 (PC) (0) 7,50 (0) 5,00 5,65 0,60
10 (PC) (0) 7,50 (0) 5,00 5,71 0,66
11 (PC) (0) 7,50 (0) 5,00 6,01 0,72

Tapds 24 horas de fermentagao.

Os resultados foram analisados a um nivel de confiabilidade de 95% (p < 0,05),
exibindo coeficiente de determinacao de 0,92, o que significa responder a 92% da variancia do
modelo na faixa estudada, caracterizando um bom ajuste.

Através do grafico de Pareto (Figura 21), conclui-se que apenas a variavel KH2PO4

(L) foi estatisticamente significativa. E observado que apenas uma variavel foi considerada
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significativa, além de ndo exibir perfil quadratico, convergindo para a impossibilidade da

geracdo de modelo através da faixa estudada.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PDO
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,037494
DV: PDO
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Figura 21 - Gréfico de Pareto resultante do segundo Delineamento Composto Central Rotacional realizado.

Apesar de exibir uma solu¢cdo maxima no campo Valores Criticos, do software
Statistica, a determinacdo do ponto étimo foi inconclusiva ao demonstrar uma linha de
tendéncia que exibia uma maior producdo de PDO a medida que se aumentavam as
concentragdes dos dois fatores estudados. Essa caracteristica demonstrou a impossibilidade, em
termos econdmicos, da otimizacao do processo descrito, pois a maior concentracao avaliada no
DCCR 22 foi de 10 g/L para extrato de levedura e 7,5 g/L para KH2POas, numeros ja
considerados altos para implementacdo do processo em escala industrial. Principalmente em
relacdo ao extrato de levedura, que representa 89,4% do custo do meio de cultivo complexo de
onde este estudo partiu (descrito no item 4.5.1), como pode ser observado na Tabela 19. Para
preparar 1L do meio ja minimizado, seriam gastos R$ 7,90 apenas na aquisi¢do do extrato de

levedura necessario. Além disso, de acordo com os resultados obtidos neste planejamento, seria
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preciso aumentar ainda mais a concentragdo dos componentes avaliados no meio de cultivo

para o alcance de maiores concentragdes de PDO.

Tabela 19 Composicdo do meio complexo para produgao de PDO e preco por quilo de cada um dos componentes.

SUBSTANCIA MARCA R$/KG CONCENTRACOES
Extrato de levedura Sigma R$ 790,002 2,50 g/L
KH2PO4 Vetec R$ 102,002 1,50 ¢/L
NH4CI Vetec R$ 45,002 1,50 g/L
MgS0O4.7H20 Vetec R$ 28,902 0,15 g/L
CaS04.2H20 Vetec R$ 62,002 0,01 g/L
Acido citrico Vetec R$ 28,902 0,25 g/L
HsBOs Vetec R$ 42,802 4,00 g/L
CoCl2.6H20 Vetec R$ 790,002 1,50 mg/L
ZnCl2 Vetec R$ 31,002 0,75 mg/L
MnCl2.4H20 Sigma R$ 589,002 0,75 mg/L
NaMo004.2H20 Vetec R$ 377,002 0,08 mg/L
NiCl2.6H20 Vetec R$ 192,80° 0,20 mg/L
CuCl2 Vetec R$ 744,002 0,15 mg/L
FeSO4.7H20 Vetec R$ 25,702 10,00 mg/L
Na2SeOs3 Vetec R$ 974,002 0,15 mg/L
Glicerina bruta - R$ 0,58° 10,00 g/L

Fonte: 2 http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html, acessado em janeiro de 2017.

b http://aliceweb.mdic.gov.br, acessado em fevereiro de 2017.

Tendo em vista o alto impacto do extrato de levedura no custo final do meio de cultivo,
uma nova proposta surgiu com o intuito de tornar o processo mais interessante do ponto de vista
econbmico: a substituicdo do extrato de levedura por milhocina, um subproduto do

processamento do milho (descrito nos itens 2.3 e 4.5.5).
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5.4 AVALIACAO DA SUBSTITUICAO DO EXTRATO DE LEVEDURA POR
MILHOCINA

A milhocina é muito rica em nutrientes fundamentais para a célula (descrito nos itens
2.3 e 45.5), além de possuir grande disponibilidade por ser considerada um rejeito
agroindustrial. Com a intencdo de se avaliar a viabilidade do uso da milhocina em substituigdo
ao extrato de levedura, foram realizados testes com diferentes concentragdes da mesma.

As concentracGes de milhocina testadas foram de 20, 40, 60, 80 e 100 g¢/L. Foi
selecionado para o teste com a milhocina um meio sintético simples, previamente desenvolvido,
usado como controle em estudos paralelos (descrito no item 4.5.5).

Os resultados do teste de substituicdo do extrato de levedura por milhocina estéo
descritos na Tabela 20. Como pode ser observado através da tabela de resultados, apenas 0s
ensaios de concentracdo 20 e 40 g/L de milhocina cresceram, aléem do controle com extrato de
levedura. Uma explicacdo para esse fato seria a grande quantidade de componentes presentes
na milhocina, que em maiores concentragdes (acima de 40 g/L) podem ter causado inibi¢cdo do

crescimento.

Tabela 20 Resultados do teste de substitui¢do do extrato de levedura por milhocina

Ensaio PDO! (g/L)
M20 5,55
M40 9,38
M60 0,00
M80 0,00

M100 0,00
Controle 3,14

tap6s 24 horas de fermentagao.

Apesar dos problemas apresentados ao utilizar-se concentragdes de milhocina maiores
que 40 g/L, os ensaios M20 e M40 exibiram uma boa producédo de PDO. No ensaio M40 a
producdo de PDO foi 42% maior que o melhor resultado obtido nos planejamentos realizados
neste estudo.

Os bons resultados observados ao utilizar-se concentracGes abaixo de 40 g/L de
milhocina parecem indicar que as propriedades nutricionais associadas a este produto

favorecem a producdo de PDO (descrito nos itens 2.3 e 4.5.5).
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5.5 ANALISE ECONOMICA

Os resultados do planejamento experimental indicam que para se obter uma maior
producdo de PDO, utilizando-se 0 micro-organismo C. butyricum NCIMB 8082 e nas condi¢c6es
testadas, seria necessario realizar um novo DCCR deslocando a faixa estudada para
concentragdes maiores ou iguais a 10 g/L dos compostos avaliados (KH2PO4 e extrato de
levedura). Isto se mostraria inviavel do ponto de vista econdmico, considerando-se os elevados
precos dos insumos envolvidos, principalmente do extrato de levedura. O custo envolvido para
0 preparo de 1 L do meio de cultivo, referente ao utilizado no ensaio de maior produgao de PDO
no DCCR 22, quando comparado ao custo para o preparo do meio de cultivo inicial (Tabela 21)
resulta em um aumento de cerca de 202%.

Diante do impasse econdmico, propds-se como alternativa capaz de diminuir
expressivamente os custos envolvidos no preparo do meio de cultivo, o emprego da milhocina
em substituicdo ao extrato de levedura. A utilizacdo deste residuo da indUstria de processamento
do milho mostrou-se bastante interessante, pois além de aumentar a producéo de PDO em cerca
de 200%, nas condicdes do ensaio, apresentou implicacBes econdémicas muito significativas,
considerando que o custo para o preparo de 1 L de meio, utilizando reagentes de grau analitico,
foi reduzido em cerca de 78% (Tabela 21).

E importante destacar que o micro-organismo utilizado no presente trabalho néo foi

geneticamente modificado.



Tabela 211 Comparativo do custo e da composi¢éo dos meios estudados.
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Controle teste

Composto Marca R$/Kg Meio inicial PB 12 DCCR 23 DCCR 22 Ensaio M20 | Ensaio M40 milhocina
El’é\%":‘jtgr‘;e Sigma | R$790,002 | 250 g/L 050 giL 250 glL | 7,50 giL - - - - 1,00 gL
KH2PO4 Vetec R$ 102,00 150 g/L 2,00 g/L 3,00 g/L 7,50 g/L 1,00 g/L 1,00 g/L 1,00 g/L
NH4CI Vetec R$ 45,002 1,50 g/L 0,50 g/L 1,50 g/L - - 1,00 g/L 1,00 g/L 1,00 g/L
MgS04.7H20 Vetec R$ 28,902 0,15 g/L 0,15 g/L - - - - 030 g/L | 030 g/L| 030 gL
CaS04.2H20 Vetec R$ 62,002 0,01 g/L 0,01 g/L S B 002 g/L | 002 glL| 002 gL
Acido citrico Vetec R$ 28,902 0,25 g/L - - - - - - - - - - - -
H3BOs3 Vetec R$ 42,802 4,00 g/L - - - - - - - - - - - -
CoCl2.6H20 Vetec R$ 790,00° 1,50 mg/L - - - - - - - - - - - -
ZnCl2 Vetec R$ 31,00 0,75 mg/L 0,75 mg/L - - - - - - - - - -
MnCl.2.4H20 Sigma R$ 589,002 0,75 mg/L - - - - - - - - - - - -
NaMo0O4.2H20 Vetec R$ 377,002 0,08 mg/L - - - - - - - - - - - -
NiCl2.6H20 Vetec R$ 192,802 0,20 mg/L - - - - - - - - - - - -
CuCl2 Vetec R$ 744,002 0,15 mg/L - - - - - - - - - - - -
FeS04.7H20 Vetec R$ 25,70 10,00 mg/L 10,00 mg/L - - - - - - - - - -
Naz2SeOs Vetec R$ 974,002 0,15 mg/L 0,15 mg/L - - - - - - - - - -
Glicerina bruta - R$ 0,58" 10,00 g/L 10,00 g/L 20,00 g/L | 20,00 g/L | 20,00 g/L | 20,00 g/L | 20,00 g/L
Milhocina Ingredion R$ 1,00° - - - - - - - - 20,00 g/L | 40,00 g/L - -
P“’d‘é‘ﬁ"zgﬁ PDO : - 3.78 /L 4,99 g/l 5,35 g/L 6,56 /L 5550/ | 9,38/ 3,14 g/L
R$/L de meio - - R$ 2,22 R$ 1,06 R$ 2,36 R$ 6,69 R$ 0,19 R$ 0,21 R$ 0,96

Fonte:

2 http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html, acessado em janeiro de 2017.

b http://aliceweb.mdic.gov.br, acessado em fevereiro de 2017.

€ custo da milhocina é de R$ 1,00/kg, consultado em fevereiro de 2017 na empresa Ingredion Brasil Ing. Ind. LTDA.




63

6 CONCLUSOES

O meio de producédo de PDO foi minimizado de 9 componentes, no inicio do presente
trabalho, para 3 componentes. Se for comparada a maior concentracdo de PDO produzida a
partir do meio complexo que deu origem ao estudo (com 16 componentes, descrito no item
4.5.1), com as maiores concentra¢es de PDO produzidas através dos meios simples do DCCR
22 e do teste de milhocina, houve um aumento de cerca de 74% e 148%, respectivamente.

O melhor resultado em termos de rendimento utilizando extrato de levedura foi de 0,72
mol/mol, alcancado no ensaio 11 do segundo Delineamento Composto Central Rotacional
realizado (DCCR 22). O meio de cultivo possuia 5,0 g/L de KH2POs, 7,5 g/L de extrato de
levedura e 20 g/L de glicerol. Apesar dos problemas inerentes ao custo, foi possivel através dos
planejamentos experimentais desenvolvidos, alcangar um maior rendimento do processo com a
diminuicdo expressiva dos componentes do meio de cultivo, cumprindo o proposito definido
neste trabalho.

Além disso também foi avaliada a possibilidade de substituicdo de um dos elementos
maios onerosos do meio de cultivo, o extrato de levedura, por milhocina. Esse subproduto do
beneficiamento do milho, se mostrou uma excelente alternativa como fonte de nitrogénio e

outros nutrientes para as células.



7 SUGESTOES

» Estudar a substituigdo do extrato de levedura por milhocina no meio minimizado;

» Estudar o uso da milhocina como Unico componente além da glicerina bruta;

» Otimizar a produgédo de PDO utilizando milhocina como fonte de nitrogénio.
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APENDICE A - Tabela ANOVA - PB 12

ANOVA; Var.:.PDO; R-sqr=,86314; Adj:,61678 (Spreadsheet1 PB 12)
8 Factor Screening Design; MS Pure Error=,0605891
DV: PDO

Factor SS df MS F P
Curvatr. 2,056206| 1|2,056206|33,93690|0,028225
(1)KH2PO4 3,964974| 1|3,964974|65,44039|0,014940
(2)NH4CI 0,060028]| 1{0,060028| 0,99075|0,424439
(3)MgS0O4 0,035770]| 1{0,035770| 0,59037|0,522601
(4)CaS0O4 0,026136| 1|0,026136| 0,43136(0,578791
(5)Extrato de levedura |0,127190( 1(0,127190| 2,09922|0,284387
(6)ZnCI2 0,040879| 1(0,040879| 0,67470|0,497752
(7)FeSO4 0,047353| 1|0,047353| 0,78154|0,469929
(8)Na2Se03 0,072846| 1(0,072846| 1,20229|0,387263
Lack of Fit 0,920218]| 3|0,306739| 5,06262(0,169361
Pure Error 0,121178]| 2|0,060589

Total SS 7,608958|14
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APENDICE B - Tabela ANOVA DCCR 23

Factor

ANOVA; Var.:PDO; R-sqr=,91657; Adj:,8093 (Spreadsheet dccr 1)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0720241
DV: PDO

SS df| MS F p

(1)Extrato (L) 2.44021| 1|2,440210(33,88048|0,028270
Extrato (Q) 0,12668| 1|0,126680| 1,75886(0,315950
(2)KH2PO4 (L)| 6,73939| 1|6,739389|93,57133|0,010519
KH2PO4 (Q) 0,00793| 1|0,007927| 0,11007|0,771608
(3)NH4CI (L) | 0,00005( 1{0,000050( 0,00069|0,981440
NH4CI (Q) 0,11830| 1|0,118303| 1,64254|0,328484
1L by 2L 0,00010( 1|0,000098| 0,00135|0,973990
1L by 3L 0,02674| 1|0,026744| 0,37132|0,604290
2L by 3L 0,18731| 1|0,187305| 2,60059(0,248153
Lack of Fit 0,72746| 5|0,145493| 2,02005|0,363432
Pure Error 0,14405| 2(0,072024

Total SS 10,44561|16




APENDICE C - Tabela ANOVA DCCR 22
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ANOVA; Var.:PDO; R-sqr=,9573; Adj:,9146 (Spreadsheet DCCR 2)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,037494

DV: PDO
Factor SS df| MS F p
(1)Extrato (L) [0,134312| 1|(0,134312| 3,5822(0,198926
Extrato (Q) 0,018697| 1|(0,018697| 0,4987|[0,553260
(2)KH2PO4 (L)[3,834707| 1|[3,834707|102,2751|0,009636
KH2PO4 (Q) ]0,243599( 1[0,243599| 6,4970|0,125573
1L by 2L 0,186759| 1]0,186759| 4,9810|/0,155305
Lack of Fit 0,121259| 3]0,040420| 1,0780[0,514303
Pure Error 0,074988| 2|(0,037494
Total SS 4,5956901(10




