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RESUMO

MORAES, Anelize de Oliveira. Bioconversdo de etilenoglicol a &cido glicélico por
bactérias acéticas. Dissertacdo de mestrado, Escola de Quimica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro — Brasil, 2018.

Orientadores: Nei Pereira Junior e Ninoska Isabel Bojorge Ramirez.

O acido glicolico é um composto de extrema importdncia na inddstria quimica e, na
atualidade, é produzido majoritariamente a partir de derivados de petroleo. A fim de
acompanhar e suprir a demanda crescente, nos Gltimos anos, novas tecnologias de producao
vém sendo desenvolvidas. Uma alternativa capaz de tornar a rota de sintese renovavel, limpa,
completamente independente de rotas petroquimicas habituais e integrada ao contexto de
Biorrefinaria é pela producdo bioquimica desse &cido organico a partir de bioetilenoglicol.
Neste cenario, o objetivo do presente trabalho € explorar a capacidade de producéo de acido
glicolico a partir de etilenoglicol por bactérias acéticas de diferentes géneros e desenvolver
um processo biotecnolégico de formacdo do acido orgénico pela avaliacdo adequada dos
parametros envolvidos na conversdo. O processo foi dividido em duas etapas: crescimento
celular e producdo de &cido glicolico. Inicialmente, realizou-se a selecdo da linhagem de
maior crescimento e melhor producdo do &cido de interesse, Gluconobacter oxydans CCT
0552. Em seguida, os parametros associados a bioconversdo foram calculados e os efeitos de
diferentes fatores do processo foram elucidados. Entre eles: concentracdo celular, pH,
temperatura, suplementacdo do meio, concentracdo de substrato e produto, atividade e
reutilizacdo celular e forma de condugdo do processo. Os melhores resultados foram obtidos
em biorreator instrumentado de agitacdo pneumatica do tipo coluna de bolhas. Em etapa de
bioconversdo de etilenoglicol, foram alcancados 32,5 g¢g/L de &cido glicélico, com
produtividade volumétrica de 0,67 gL™h™ e fator de rendimento Yps de 1,19 g/g. O presente
estudo pode auxiliar pesquisas futuras para o desenvolvimento de um processo

economicamente viavel e ambientalmente sustentivel de geracao de &cido glicolico.

Palavras-chave: Acido glicdlico, Etilenoglicol, Bactérias acéticas, Gluconobacter oxydans
CCT 0552.



ABSTRACT

MORAES, Anelize de Oliveira. Bioconversdo de etilenoglicol a &cido glicélico por
bactérias acéticas. Dissertacdo de mestrado, Escola de Quimica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro — Brasil, 2018.

Advisors: Nei Pereira Junior e Ninoska Isabel Bojorge Ramirez.

Glycolic acid is an extremely important molecule of chemical industry that is, currently,
mostly synthesized from oil derivatives. In order to meet market demand, in the last years,
new manufacturing technologies have been developed. An alternative route that is capable of
converting its production in renewable, cleaning, completely independent of oil and integrated
into the context of Biorefinery is by biochemical generation of this organic acid from
bioethylene glycol. In this scenario, this work aims at exploring the ability of acetic acid
bacteria in producing glycolic acid from ethylene glycol. Furthermore, its purpose is to
develop a biotechnological process of acid formation by appropriate evaluation of parameters
involved in the conversion. The process is divided into two main stages: cell growth and
glycolic acid generation itself. Initially, screening of the strain with best growth and best acid
production was carried out - Gluconobacter oxydans CCT 0552. Subsequently, the parameters
associated with biotransformation were calculated and the effects of different factors, such as
biomass concentration, pH, temperature, medium supplementation, substrate and product
concentrations, cellular activity and recycling and process conduction way, were elucidated.
The best results were achieved in instrumented and pneumatic agitated bioreactor of bubble
column’s type. In the stage of bioconversion of ethylene glycol, glycolic acid titer of 32,5 g/L,
volumetric productivity of 0,67 gL*h™ and Yps yield of 1,19 g/g were attained. The present
study can support future researches for development of a cost-effective and an

environmentally sustainable production of glycolic acid.

Keywords: Glycolic acid, Ethylene glycol, Acetic Acid Bacteria, Gluconobacter oxydans
CCT 0552.
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1. APRESENTACAO DO TEMA DA DISSERTACAO

Os alfa-hidroxiacidos séo acidos organicos caracterizados quimicamente pela presenca
de um grupo hidroxila no carbono adjacente aquele do grupo carboxila. O composto mais
simples da familia é o acido 2-hidroxietanoico, popularmente conhecido como &cido glicélico
(ANDERSEN, 1998; ELSON, 2002; MILTENBERGER, 2012).

O acido glicolico é uma das moléculas da Quimica Fina mais relevante na industria,
podendo ser empregado amplamente em processamento de tecidos e couro, limpeza e
revestimento metalico, producdo de detergentes e adesivos, como bloco de construcdo de
polimeros biodegradaveis e como constituinte de produtos de cuidado pessoal (KROCHTA,
TILLIN & HUDSON, 1988; COTELLESSA, PERIS & CHIMENT], 1995).

Dentre todas as suas funcdes, a relevancia no setor de cosméticos é evidenciada por
sua representatividade no consumo global do &cido organico, correspondendo, no ano de
2011, a mais da metade da demanda (MARKET REVIEWS, 2015). O mercado global de
acido glicolico é, portanto, guiado pela continua inovacdo em produtos de cuidados pessoais.
E, por consequéncia, a taxa de crescimento anual responde pela demanda cada vez maior em
produtos de beleza para pele e cabelo (GVR, 2016).

Atualmente, a producdo majoritaria do acido glicolico é realizada pela reacéo catalitica
de formaldeido com gas de sintese (MILTENBERGER, 2012; GETCHEM, 2018). A fim de
acompanhar e suprir a demanda, nos Ultimos anos, novas tecnologias de producéo de acido
glicolico tém sido desenvolvidas e solu¢es economicamente viaveis e ainda ambientalmente
sustentaveis tém atraido especial atencdo. Dentre elas, as rotas bioquimicas exercem posicao
de destaque. Os beneficios incluem tanto a especificidade do aparato biol6gico, que resulta na

geracdo primordial do produto de interesse, quanto o emprego de condi¢des brandas de
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temperatura e pressao, que favorecem gastos energéticos menos intensivos se comparados a
processos quimicos tradicionais (GETCHEM, 2018).

Os principais registros na literatura de producdo de &cido glicolico por
microrganismos de ocorréncia natural sdo relacionados a oxidacdo do etilenoglicol
(KATAOKA et al., 2001; WEI et al., 2009a) e a hidrolise da hidroxiacetonitrila (PANOVA et
al., 2007; HE et al., 2010). Em adicdo, esforcos tém sido realizados pela aplicacdo de
engenharia metabolica para possibilitar a sintese a partir de fontes renovaveis e abundantes,
como glicose e xilose (DENG, MAO & ZHANG, 2015; CABULONG et al., 2018).

Uma alternativa para tornar a rota de produgdo de acido glicélico renovavel, limpa,
completamente independente de rotas petroquimicas habituais e sem imposicao de realizacao
de modificacbes genéticas é pela producdo do &cido organico a partir de 1,2-etanodiol,
também conhecido popularmente como etilenoglicol ou monoetilenoglicol.

Atualmente, a fabricagdo industrial de etilenoglicol ocorre predominantemente pela
hidratagdo do 6xido de etileno proveniente de etileno petroquimico (BARNICKI, 2012; YUE
et al., 2012). Todavia, existem rotas renovaveis e sustentaveis, dentre as quais se destaca a
sintese a partir de etileno gerado pela desidratacdo catalitica de bioetanol, derivado de
matérias-primas sacarineas, amiladceas ou lignocelulésicas (BAIN & COMPANY, GAS
ENERGY, 2014; TECNON ORBICHEM LTD, 2016). Além disso, métodos de producédo a
partir diretamente de biomassas renovaveis ou seus derivados, como a celulose (JI et al.,
2008; CAO et al., 2013) e o glicerol (UEDA, NAKAGAWA & TOMISHIGE, 2010; JIANG
et al., 2016), também ja foram desenvolvidos. Tais abordagens integram a producdo de
etilenoglicol, e consequentemente, de acido glicolico produzido a partir deste substrato, ao
contexto de Biorrefinaria.

O Brasil apresenta potencial biotecnologico natural e, portanto, posicdo de destaque
mundial no que se refere a viabilidade de producéo verde de etilenoglicol. Em 2012, segundo
dados da Agéncia Internacional para Energias Renovaveis (IRENA), o custo mundial de
producéo de etileno petroquimico variava entre USD 600-1300 por tonelada. Em territdrio
brasileiro, no mesmo ano, se a rota alcoolquimica fosse aplicada, com a producgéo de bioetanol
a partir do melado da cana-de-agucar, o custo de producdo de bioetileno seria de USD 1200
por tonelada, o que indica que, com avancos cientificos, o processo poderia tornar-se
competitivo e viavel economicamente no pais (BAIN & COMPANY, GAS ENERGY, 2014;
TECNON ORBICHEM LTD, 2016). Além disso, com a geracdo constante de residuos
vinculados ao cultivo da cana-de-aglcar, como 0 bagago e a palha, estratégias de

reaproveitamento para aumento do valor agregado destes materiais seriam de grande
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importancia. Assim, investimentos em pesquisa e desenvolvimento orientados para 0 uso
adequado destas matérias-primas, denominadas lignocelul6sicas, também poderiam
possibilitar a producéo de etilenoglicol a partir diretamente de celulose, composto majoritario
da matriz lignoceluldsica, ou a partir de bioetanol de segunda geracdo (2G), também
produzido mediante utilizagdo dos residuos agricolas e florestais.

Dentre 0s microrganismos associados a producdo de acido glicolico a partir de
etilenoglicol, encontram-se as acetobactérias (AAB), pertencentes a familia Acetobacteraceae
(ordem Rhodospirillales e classe Alphaproteobacteria) (GLUILLAMON & MAS, 2017;
MALIMAS et al.,, 2017). As bactérias acéticas representam um grupo diferenciado de
microrganismos com capacidade de oxidar incompletamente diversos substratos, entre
alcoois, aclcares e polidis, mesmo em condi¢des naturais de crescimento (DEPPENMEIER,
HOFFMEISTER & PRUST, 2002; DEPPENMEIER & EHRENREICH, 2009). Pelo
metabolismo oxidativo, é possivel gerar diversas substancias de interesse industrial, como
vinagre (&cido acético) (GULLO, VERZELLONI & CANONICO, 2014); 1,3-
dihidroxiacetona (principio ativo de autobronzeadores) (HU, ZHENG & SHEN, 2011);
nanocelulose bacteriana (MIKKELSEN et al., 2009); acidos aldénicos, em especial &cido
gluconico e &cido xilénico (ZHANG et al., 2016a; SAINZ et al., 2016); L-sorbose (precursor
da vitamina C) (GIRIDHAR & SRIVASTAVA, 2002); e acido glicélico (WEI et al., 2009a).

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva explorar a capacidade de producédo de
acido glicolico a partir de etilenoglicol por bactérias acéticas de diferentes géneros e
desenvolver um processo biotecnoldgico de sintese do 4acido organico pela avaliacdo
adequada dos parametros envolvidos na bioconverséo.

A presente dissertacdo de mestrado foi dividida em sete capitulos: inicia-se com este
capitulo 1 que versa a apresentacdo do tema, seguido pelo capitulo 2 com o referencial tedrico
gue apresenta os panoramas gerais do substrato (etilenoglicol) e do produto (&cido glicolico) e
as caracteristicas principais das acetobactérias. A justificativa e os objetivos do trabalho estdo
apresentados no capitulo 3. No capitulo 4, estdo descritas detalhadamente todas as
metodologias aplicadas no desenvolvimento da pesquisa e, na sequéncia, no capitulo 5, séo
exibidos os resultados obtidos experimentalmente e a discussé@o dos mesmos, comparando-os,
quando procedente, com os resultados reportados na literatura. Por fim, no capitulo 6, estdo
relatadas as principais conclusdes e sugestOes para trabalhos futuros e, no capitulo 7, estéo

registradas as referéncias bibliograficas citadas no decorrer desta dissertacao.
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2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO
2.1. SUBSTRATO: 1,2-ETANODIOL/ETILENOGLICOL

A molécula 1,2-etanodiol (CAS N° 107-21-1), também conhecida popularmente como
etilenoglicol ou ainda monoetilenoglicol, pertence a familia dos glicdis, determinada pela
presenca de dois grupos hidroxila (-OH) em posicdes adjacentes de uma cadeia carbonica
alifatica. De formula C,H¢O, (62,068 g/mol) e estrutura quimica apresentada na Figura 1, 0
etilenoglicol é o mais simples composto do grupo dos glicéis (CURME, 1952; CEPA, 2000;
DYE, 2001).

OH
HO™

Figura 1: Estrutura quimica do 1,2-etanodiol

Em 1859, o quimico francés Charles-Adolphe Wurtz relatou, pela primeira vez, sua
formacdo mediante a saponificacdo de diacetato de etileno com hidroxido de potassio. Em
sequida, em 1860, Wurtz também constatou a geracdo de etilenoglicol pela hidratacdo do
Oxido de etileno, o que se tornou o alicerce de sua producéo industrial (CURME, 1952).

O primeiro proposito de sintese do etilenoglicol, entretanto, foi considerado apenas
durante a Primeira Guerra Mundial, quando o dinitrato de etileno, produzido pela nitracdo do
etilenoglicol, passou a ser utilizado como substituto parcial ou integral da nitroglicerina em

explosivos, devido a escassez de glicerol na Alemanha (CURME, 1952).
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Sua segunda aplicagdo comercial foi apresentada em 1917, como material
anticongelante para sistemas de refrigeragdo automobilisticos, ja que o uso do etilenoglicol é
capaz de reduzir o ponto de congelamento da agua (CURME, 1952).

A partir de entdo, a producdo de monoetilenoglicol foi largamente estudada e, em
1925, a empresa Carbide and Carbon Chemicals Corporation instalou, em South Charleston
(West Virginia, EUA), a primeira planta comercial de larga escala para producdo de
etilenoglicol (CURME, 1952).

A empresa manteve-se como praticamente Unica produtora até a eclosdo da Segunda
Guerra Mundial, quando a demanda por etilenoglicol, como agente anticongelante, como
fluido refrigerante de motor aerondutico e como precursor de dinamite, aumentou
substancialmente (CURME, 1952). Novos métodos de producdo, portanto, foram
desenvolvidos e com a descoberta da sintese do 6xido de etileno, precursor do etilenoglicol,
por oxidacdo catalitica do etileno, a producéo tornou-se economicamente viavel e, desde
1953, amplamente difundida pelo mundo (YUE et al., 2012).

2.1.1. Propriedades Gerais

2.1.1.1. Propriedades Fisicas e Quimicas

O composto 1,2-etanodiol € incolor, exibe odor praticamente imperceptivel e sabor
adocicado. Apresenta-se em estado liquido a temperatura ambiente, sendo relativamente nédo
volatil. A substéncia é higroscopica e completamente miscivel em agua, alcoois alifaticos de
cadeia curta, glicerol, &cido acético e acetona. Apresenta leve solubilidade em éter e é quase
insolivel em benzeno, hidrocarbonetos clorados, éter de petréleo e 6leos (HHS, 1997;
BRENT, 2001).

A viscosidade do fluido ¢ alta, quando em baixas temperaturas, e 0 poder corrosivo é
baixo, quando 0 mesmo se encontra propriamente inibido. O etilenoglicol ndo € apropriado
para uso em industrias alimenticias e ndo deve ser armazenado em recipientes abertos, devido
a toxicidade inerente ao metabolismo da molécula. A dose letal determinada para o composto
puro é de aproximadamente 1,4 mL/kg (PERRY & GREEN, 1997; BRENT, 2001).

As propriedades fisicas do 1,2-etanodiol, assim como as propriedades quimicas, sao

apresentadas mais detalhadamente na Tabela 1.
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Tabela 1: Propriedades quimicas e fisicas do etilenoglicol

Propriedades Etilenoglicol
1 Nome IUPAC 1,2-Etanodiol
2 Nomes alternativos Etilenoglicol
Monoetilenoglicol
3 Registro CAS 107-21-1
4 Férmula Quimica C,HsO,
5 Massa molar 62,068 g/mol
6 Temperatura de fusdo (1 atm) -13,0°C
7 Temperatura de ebulicdo (1 atm) 197,6°C
8 Temperatura critica 446,9°C
9 Temperatura de autoignicéo 427,0°C
10  Temperatura inicial de decomposi¢do 240,0°C
11 Ponto de Flash
Método do copo fechado de Pensky-Martens ASTM D93 126,7°C
Método do copo aberto de Cleveland ASTM D92 137,8°C
12 Volume especifico critico 0,191 L/mol
13  Coeficiente de dilatagdo volumétrica (20°C) 0,00062 K*
14  Densidade
20°C 1,1135 g/mL
25°C 1,1100 g/mL
15  Calor de combustdo (25°C) -1053,0 kJ/mol
16  Calor de vaporizagdo (1 atm) 53,2 kd/mol
17  Limite explosivo inferior 3,2% (vIv)
18  Limite explosivo superior 53,0% (v/v)
19  indice de refragéo (25°C) 1,4306
20 Peso especifico (20°C/20°C) 1,11
21 Solubilidade em H,0 (20°C) 100% (m/v)
22 Tensdo superficial (25°C) 0,048 N/m
23 Densidade do vapor 2,1
24 Presséo de vapor (20°C) 7,5 Pa
25  Viscosidade (20°C) 0,0198 Pa.s
26 pH 8,8-9,2

Fonte: PERRY & GREEN (1997); YUE et al. (2012); YAWS (2015).

2.1.1.2. Toxicidade

Apesar de ndo exibir toxicidade intrinseca a sua composicdo, quando presente no
organismo, o etilenoglicol é transformado em metabdlitos toxicos, que provocam reacdes
adversas e podem levar, inclusive, a morte. A absor¢do do etilenoglicol por rota pulmonar ou
cutanea é baixa. Entretanto, por via oral, a assimilacdo ocorre prontamente, com nivel
maximo entre 1 e 4 horas apos a ingestdo (BRENT, 2001; COX & PHILLIPS, 2004).

No organismo, a molécula é metabolizada por enzimas situadas no figado (COX &
PHILLIPS, 2004). Primeiramente, o etilenoglicol € transformado em glicolaldeido. O
processo, catalisado pela enzima alcool desidrogenase (EC 1.1.1.1), produz uma molécula de
NADH a partir de uma molécula de NAD". Em seguida, glicolaldeido é convertido a &cido
glicélico, também com a formacdo de NADH a partir de NAD", pela agdo catalitica da enzima
aldeido desidrogenase (EC 1.2.1.3). O é&cido glicolico é oxidado a &cido glioxilico e, em

sequida, a 4cido oxalico, que, em presenca de Ca**, leva & formacéo de cristais de oxalato de



2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO | 24

calcio. Devido ao acimulo de NADH, a formac&o de lactato a partir de piruvato € também
favorecida no organismo. A etapa lenta do processo é a transformacéo de &cido glicolico em
acido glioxilico, o que causa ainda um acumulo do primeiro no plasma sanguineo (BRENT,
2001; COX & PHILLIPS, 2004). O processo sequencial € mostrado na Figura 2.

HO/\/OH
Etilenoglicol
Alcool NAD™
Desidrogenase NADH
HO. -~

(@]
Glicolaldeido

Aldeido NAD
Desidrogenase NADH
9]
H—
HO)K/ ©
Acido Glicélico
Acido Glicolico O,
Oxidase H,0
O r - - r -
0 Acido Glicolico
Q)LOH

Desidrogenase
Acido Glioxilico

e . . 02
Acido Glicolico O
Oxidase 2
(@]
H
OTHLOH P A——
(o]

Acido Oxilico

Ca?

Oxalato de Calcio

Figura 2: Metabolismo principal do etilenoglicol
NAD" e NADH — Dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidado e reduzido, respectivamente. Fonte:
Adaptado de BRENT (2001).
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A intoxicacdo por etilenoglicol pode afetar multiplos 6rgdos, predominantemente 0s
sistemas nervoso central, cardiopulmonar e renal. Os efeitos danosos ocorrem essencialmente
devido aos metabolitos que agem como toxinas celulares e afetam a cadeia de transporte de
elétrons, a fosforilacdo oxidativa, a respiracdo celular e a replicacio do DNA (MOORE,
KANEKAR & DHAMIJA, 2008).

Os principais sintomas sdo causados pelo etilenoglicol diretamente, por seus
metabolitos e pela precipitacdo de oxalato de célcio. O 1,2-etanodiol causa irritacdo da
mucosa gastrica e depressdao do sistema nervoso central, amplificada pela presenca dos
metabdlitos, podendo ocasionar convulsdes e coma. Os &cidos orgénicos (&cido glicolico,
acido glioxilico, acido oxalico e éacido latico), especialmente o &cido glicolico, provocam
acidose metabdlica, capaz de afetar todos os 6rgaos, o que resulta na maior ocorréncia de
morte pela intoxicacdo com etilenoglicol. Os cristais de oxalato, por sua vez, acumulam-se em
diversos oOrgdos, como cérebro, coracdo, pulmdes e rins, provocando a ocorréncia de
insuficiéncia renal andrica ou oligurica (reducdo ou interrupcédo total da producdo de urina),
geralmente reversivel, e hipocalcemia, devido aos baixos niveis de Ca®* livres no organismo
(DAVIS et al., 1997; BRENT, 2001; COX & PHILLIPS, 2004).

Os tratamentos disponiveis para reversdo do quadro clinico de intoxicacdo incluem a
ingestdo de etanol e do farmaco Fomepizol (C4HgN,, 82,106 g/mol, 4-metilpirazol). Ambos
atuam na inibicdo do metabolismo do etilenoglicol, por se tratarem de substratos competitivos
e de maior afinidade a enzima alcool desidrogenase, responsavel por dar inicio a rota
metabolica do etilenoglicol (BRENT, 2001; COX & PHILLIPS, 2004).

Apesar de relativamente econdmico e facilmente disponivel, o tratamento com etanol
requer maior monitoramento, visto que tal inibidor também apresenta efeitos nocivos ao
organismo. O tratamento com Fomepizol, por sua vez, desenvolve efeitos minimos, como
tontura, ndusea e dor de cabeca. Além disso, a administracdo intravenosa mantém o
medicamento em niveis estaveis e confidveis no organismo. Como forma de acelerar a
eliminacdo de etilenoglicol e seus metabdlitos, a realizagdo de hemodiélise também exibe
resultados eficientes. Em casos de insuficiéncia renal, o tratamento é mandatério (BRENT,
2001).

2.1.2. Producéo de Etilenoglicol

Atualmente, a sintese industrial de etilenoglicol ocorre predominantemente pela

hidratagdo do Oxido de etileno. Existem, todavia, rotas alternativas, que vém sendo
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amplamente estudadas devido a crescente demanda por etilenoglicol. Entre elas, é possivel
citar a geragdo seletiva de monoetilenoglicol pela hidratagdo do carbonato de etileno
(BARNICKI, 2012; YUE et al, 2012). Além disso, a busca incessante por vias
ambientalmente sustentaveis tem levado ao desenvolvimento de tecnologias de producdo a
partir de biomassas renovaveis ou seus derivados, como a celulose (JI et al., 2008; CAO et
al., 2013; WANG & ZHANG, 2013) e o glicerol, coproduto da fabricacdo de biodiesel por
6leos vegetais (UEDA, NAKAGAWA & TOMISHIGE, 2010; WANG et al., 2013; JIANG et

al., 2016). Tais abordagens integram a producdo de etilenoglicol ao contexto de Biorrefinaria.

2.1.2.1. Producéo de Etilenoglicol a Partir de Oxido de Etileno

O Oxido de etileno (CAS N° 75-21-8, C,H;O, 44,053 g/mol) € sintetizado
comercialmente pela oxidacdo (epoxidacdo) do etileno (CAS N° 74-85-1, C,H,4 28,054
g/mol). Devido a sua alta reatividade, é considerado um intermediario quimico
multifuncional, sendo utilizado na producdo de diversos compostos industrialmente
relevantes. Dentre eles, destaca-se o etilenoglicol (SIEMENS, 2015).

A producdo global de 6xido de etileno atinge 19 milhGes de toneladas anualmente e é
quase integralmente convertida a geracdo de glicéis (mono-, di- e tri- etilenoglicol), que
juntos representam 77% do consumo de 6xido de etileno (BARNICKI, 2012). Por propdsitos
logisticos e econdmicos, a producdo de etilenoglicol normalmente é realizada em planta
industrial acoplada a conversdo do etileno.

A primeira etapa industrial de producdo de etilenoglicol, portanto, inicia-se com a
oxidagdo catalitica heterogénea, em fase vapor, do etileno. Normalmente, o etileno é reagido
com oxigénio puro comprimido em presenca de catalisador a base de Ag suportado em Al,O3
em reator multi-tubular de leito fixo, a altas temperaturas (250-275°C) e pressfes (1-2,2 MPa)
(BARNICKI, 2012).

O gés de saida do reator apresenta, em geral, 1-2% (v/v) de 6xido de etileno, 5-6%
(v/iv) de CO,, 5-9% (v/iv) de O, 15-40% (v/v) de etileno, 5-15% (v/v) de inertes e um
percentual varidvel de metano, que opera como dissipador térmico e assegura que 0 gas de
reciclo satisfaca o limite de explosdo. A conversdo de etileno varia de 7-15% por passe e a
seletividade do processo alcanca até 90% (BARNICKI, 2012).

Assim que o gas de saida é resfriado, o processo de producdo de etilenoglicol
propriamente dito € instaurado. Comercialmente, o 6xido de etileno € reagido com &gua em

excesso a 200°C para produzir glicéis com seletividade molar de 90% monoetilenoglicol, 9%
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dietilenoglicol e 1% trietilenoglicol. Os rendimentos de glicdis maiores sdo decrescentes, no
entanto, inevitaveis, em virtude da reatividade preferencial do 6xido de etileno com glicois se
comparada a reatividade do 6xido com agua. Uma forma de minimizar o rendimento dos
demais glicdis €, portanto, pela adicdo de agua em abundancia, em propor¢do molar de 20:1.
A mistura hidratada é, entdo, purificada pela passagem por colunas de destilagdo sucessivas
com pressdes decrescentes, aquecidas parcialmente pelo calor liberado na hidrolise. A &gua
em excesso é removida e reciclada ao reator e os glicéis sdo separados, em seguida, por
destilacdo a vacuo. O processo de purificacdo € de alta intensidade energética (REBSDAT &
MAYER, 2012; BARNICKI, 2012). A producéo majoritaria é mostrada na Figura 3.

Ag/ Csem O
v-Al,O
Q +0, N i j AH = -138 kJ/mol
Etileno Oxido de Etileno

O +H,0 S Ho/\/o H AH = -80 kJ/mol

Oxido de Etileno Monoetilenoglicol

) Q
+ +
HO/\/OH A >HO\/\O/\/OH A > HO/\/O\/\O/\/OH

Monoetilenoglicol Dietilenoglicol Trietilenoglicol

Figura 3: Rota majoritaria de producdo de monoetilenoglicol
Etapa I: oxidacdo do etileno; Etapa I1: hidratacdo do dxido de etileno; Etapa I11: formagéo inevitavel de
coprodutos (di- e trietilenoglicol). Fonte: Adaptado de BARNICKI (2012).

Alternativamente, é possivel realizar a sintese do monoetilenoglicol, com alta
seletividade (>98%), pela hidratacdo alcalina do carbonato de etileno que, por sua vez, é
produzido pelo tratamento térmico do Oxido de etileno com carbonato de potéssio para
absorcdo de CO, (BARNICKI, 2012). O processo é apresentado na Figura 4.

Para que a producdo de etilenoglicol possa ser sustentavel e renovavel, é possivel
ainda que sua realizacdo, tanto pela hidratagdo do oOxido de etileno quanto pela hidratacdo
alcalina do carbonato de etileno, inicie-se a partir de etileno gerado pela desidratagdo

catalitica de bioetanol (Figura 5), derivado de matérias-primas sacarineas, amilaceas ou
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lignoceluldsicas e produzido por processo fermentativo (BAIN & COMPANY, GAS
ENERGY, 2014; TECNON ORBICHEM LTD, 2016).

Ag/ Csem O
v-Al,O
§ + 0, SN i f AH = -138 kJ/mol
Etileno Oxido de Etileno

@) O
f E +CO, — ( YO AH = +100 kJ/mol
i O

Oxido de Etileno Carbonato de Etileno

O
O Base
( % + HZO HHO/\/OH + C()2 AH = -9 kJ/mol
O

Carbonato de Etileno Monoetilenoglicol

Figura 4: Rota alternativa para producéo seletiva de monoetilenoglicol
Etapa I: oxidacdo do etileno; Etapa Il: tratamento térmico do 6xido de etileno com o carbonato de potassio;
Etapa Il1: hidratag8o alcalina do carbonato de etileno. Fonte: Adaptado de BARNICKI (2012).

Catalisador
N OH—— <X +H,0

Etanol Etileno

Figura 5: Desidratagdo catalitica do etanol
Solugéo sustentavel e renovavel para producéo de etileno e, consequentemente, de seus derivados, 6xido de
etileno e monoetilenoglicol. Fonte: Adaptado de TECNON ORBICHEM LTD (2016).

Uma vez que o bioetanol é produzido e devidamente purificado, sua conversdo a
bioetileno é realizada por catalisadores de alumina (6xido de aluminio) ou zedlita
(aluminossilicato). O processo de producdo de uma tonelada de bioetileno requer 1,74
toneladas de bioetanol, alcancando-se conversdo de 99% e seletividade para etileno de 97%.
A reacdo é endotérmica e o minimo tedrico de energia demandado é de 1,6 GJ por tonelada de
bioetileno. Também se trata de reacdo reversivel que é favorecida por alta temperatura, baixa

pressao e auséncia de vapor d’agua na corrente de alimentacdo (TECNON ORBICHEM LTD,
2016).
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A rota alcoolquimica j& é adotada por algumas empresas, sendo a India Glycols Ltd. a
pioneira na producdo de bioetilenoglicol (bio-MEG), tanto por bioetanol de primeira geracéo
(1G) quanto por bioetanol de segunda geracao (2G), o primeiro produzido a partir do caldo de
cana-de-acgucar e o segundo a partir da fracdo lignocelulodsica. A producdo de etilenoglicol a
partir de bioetanol 1G é datada de 1989, enquanto a producdo a partir de bioetanol 2G foi
inaugurada em planta demonstrativa em 2016 (BAIN & COMPANY, GAS ENERGY, 2014;
TECNON ORBICHEM LTD, 2016; INDIA GLYCOLS, 2018).

2.1.2.2. Produgao de Etilenoglicol a Partir de Celulose

A celulose é um homopolimero linear de repetidas unidades de glicose conectadas por
ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4. Tal polimero é integrante majoritario do denominado
material lignocelulésico - componente essencial da parede celular de plantas — e representa a
maior fonte de carbono e energia do planeta. Os materiais lignoceluldsicos tém despertado o
interesse mundial em consequéncia de sua abundancia, sua economicidade e seu carater
renovavel, o que simboliza uma alternativa promissora e sustentavel na producdo de
combustiveis e quimicos (WANG & ZHANG, 2013).

A producdo de etilenoglicol a partir de celulose, além de englobar todos os beneficios
do uso de tal matéria-prima, apresenta uma vantagem adicional: a rota de sintese pode ser
realizada em um Unico vaso reacional, diferentemente do processo petroquimico comercial
(WANG & ZHANG, 2013).

A geracdo de etilenoglicol a partir de celulose envolve duas etapas primordiais (Figura
6). A primeira etapa consiste na conversao hidrolitica da biomassa a glicose. A segunda, na
hidrogenolise da glicose ao produto de interesse. Para que 0 processo possa ser conduzido
inteiramente em uma Unica etapa, um catalisador adequado deve ser empregado. A este,
portanto, € demandado que viabilize a realizacdo dos processos de hidrélise e de
hidrogenolise com altas conversdes e rendimentos (J1 et al., 2009).

Em 2008, Ji e colaboradores observaram, pela primeira vez, que carbeto de tungsténio
suportado em carbono ativado é capaz de catalisar a conversdo de celulose a polidis,
majoritariamente etilenoglicol. Quando promovido ainda com pequenas quantidades de
niquel, o rendimento pode ser significativamente aumentado (JI et al., 2008). Desde entdo,
diversos estudos foram desenvolvidos e alguns resultados relevantes da literatura para a

geracao de etilenoglicol séo apresentados na Tabela 2.
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Figura 6: Conversdo de celulose a etilenoglicol
Etapa I: hidrélise da celulose; Etapa Il: hidrogendlise da glicose. Fonte: Adaptado de JI et al. (2009).

Tabela 2: Resultados de conversdo e seletividade relevantes da literatura para transformacéo de celulose e
derivados em etilenoglicol

Matéria- N . . T P t
Prima Converséo Seletividade Catalisador (°C) (MPaH,)  (min)
1 Celulose 100% 61,0% Ni-W,C/AC 245 6,0 30
2 Celulose 100% 74,4% Ni-WC,/MC 245 6,0 30
3 Celulose 100% 76,1% Ni-W/SBA 245 6,0 30
4 Celulose 100% 58,5% Ru/MC+ H,WO, 245 6,0 30
5 Celulose 100% 73,0% Ni-W,C/AC 245 6,0 30
6 M""E?éet'l:;de : 54,3% Ni-W,C/AC 235 6,0 240
7 Celulose 100% 70,7% Ni-WO3/SBA 230 6,0 360
8 Celulose 100% 65,4% Raney Ni/H,WQO, 245 6,0 30
9 Glicose 7,0% (B)
Glicose - 50,2% (SC) Ru-AMT/AC 240 5,0 40
Celulose 46,7% (B)
10 Glicose 0 44,5% . 175 80
Celobiose 100% 52.4% NI-AMT/SBA 199 6,0 30

Legenda: T — temperatura; P — pressao; t — tempo; B — Processo em Batelada; SC — Processo Semicontinuo.

Fonte: 1 JI et al. (2008); 2 ZHANG, WANG & ZHANG (2010); 3 ZHENG et al. (2010); 4 TAl et al. (2012); 5
Jletal. (2012); 6 LI et al. (2012); 7 CAO et al. (2013); 8 TAl et al. (2013); 9 ZHAO et al. (2013); 10 CAO et al.

(2016).

E interessante notar que todos os catalisadores descobertos até os dias atuais para

producdo do composto de interesse possuem tungsténio em sua composic¢do. Além disso, 0s

resultados alcancados sdo promissores para 0 avango de estudos e tecnologias baseadas na

conversdo catalitica da celulose a etilenoglicol. Neste contexto, ainda € relevante evidenciar a

conversdo da madeira de bétula, material lignocelulésico de composicdo 56,1% celulose,

19,8% lignina, 19,3% hemicelulose, 4,5% extrativos e 0,3% cinzas, a etilenoglicol. Sem

realizacdo de tratamentos prévios, a sintese alcangou seletividade de 54,3%, o que ratifica o
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potencial de matérias-primas lignoceluldsicas para producdo de quimicos industrialmente

essenciais (LI et al., 2012).

2.1.3. Produtos e Aplicacdes

O etilenoglicol é matéria-prima fundamental em diversas aplica¢fes industriais, como
na fabricacdo de fibras de poliéster, tecidos e polietileno tereftalato (PET), usado amplamente
para producdo de garrafas plasticas. Além disso, ainda é usado como fluido anticongelante,
agente de transferéncia de calor e inibidor de hidratacdo em gasodutos (PI, 2018).

Em 2016, a demanda global por MEG foi de 26,9 milhdes de toneladas. Em termos de
aplicacdo, 14,8 milhdes de toneladas foram destinadas para fibras de poliéster, 8,6 milhdes de
toneladas para PET, 2,15 milhdes de toneladas para agentes anticongelantes e 1,35 milhdo de
toneladas para outras aplicagbes industriais (Pl, 2018). A Figura 7 sumariza as principais

demandas por monoetilenoglicol.

PET (Filmes) Outras

6%
Anticongelante
8%

Aplicacdes
5%

Figura 7: Demanda global de monoetilenoglicol por aplicagdes
Fonte: Adaptado de PI (2018).

2.1.4. Mercado Mundial

No ano de 2016, a capacidade mundial de produgédo de etilenoglicol era de 34,8
milhdes de toneladas e o0 mercado era avaliado em 26 bilhdes de dolares. No mesmo periodo,
a capacidade de producdo era dominada, nesta ordem, por paises da Asia (15,1 milhdes de
toneladas), do Oriente Médio (11,9 milhdes de toneladas), da América (5,7 milhdes de
toneladas) e da Europa (2,1 milhdes de toneladas) (Figura 8) (PI, 2018).
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Figura 8: Capacidade de produgéo global de monoetilenoglicol por regido
Fonte: Adaptado de PI (2018).

Para 2022, a expectativa é que o mercado de monoetilenoglicol atinja 37 bilhdes de
ddlares. O incremento € esperado devido ao aumento intenso na demanda por etilenoglicol
como matéria-prima para PET, fibras, filmes e agente anticongelante (PI, 2018).

As principais produtoras de monoetilenoglicol s&o as empresas Saudi Basic Industries
Corporation (SABIC — Arabia Saudita), The Dow Chemicals Company (EUA), Royal Dutch
Shell (Holanda), Akzo Nobel N.V. (Holanda), Mitsubishi Chemical Corporation (Japdo) e
Reliance Industries Ltd. (India). Unidas, sdo responséaveis por mais de 45% do mercado total
(GMI, 2017).

No Brasil, segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria Quimica (ABIQUIM),
a Unica empresa produtora de monoetilenoglicol é a Oxiteno. A fabricacdo é realizada em
Camagari (BA) na maior unidade industrial de 6xido de etileno e derivados da América Latina
(OXITENO, 2015). A capacidade instalada para producdo de éxido de etileno é de 440 mil
toneladas por ano (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014).

Em termos de rota de producdo, existem trés empresas mundiais com capacidade
estabelecida para geracdo de etilenoglicol pela rota alcoolquimica: a pioneira e ja citada India
Glycols Ltd., a Greencol Taiwan Corporation (Taiwan) e a Global Biochem (China). Juntas
representam capacidade de producdo de cerca de 300 mil toneladas anuais. A producdo de
etanol é feita por cana-de-aglcar e por milho nas empresas indiana e chinesa e, na industria
taiwanesa, 0 bioetanol é fornecido pela PETROBRAS em acordo de 143 mil m3 por ano
(TECNON ORBICHEM LTD, 2016).

O processo alcoolquimico, apesar de relativamente simples, ainda ndo apresenta

competitividade econdmica devido ao maior custo de producdo de etileno, se comparado
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aquele proveniente da rota petroquimica (BAIN & COMPANY, GAS ENERGY, 2014,
TECNON ORBICHEM LTD, 2016). De acordo com a IRENA, em 2012, o custo de produgéo
de bioetileno variava entre USD 1200-2600/t, a depender do pais e da matéria-prima utilizada.
O Brasil apresenta posicdo de destaque com um custo de USD 1200/t, considerando-se o
melado de cana-de-aglcar como fonte de carbono. Por outro lado, o custo de producdo de
etileno petroquimico variava entre USD 600-1300/t, sendo substancialmente menor que
aquele referente ao processo sustentdvel (TECNON ORBICHEM LTD, 2016). De modo
inevitavel, o custo maior do bioetileno reincide sobre o custo e preco final do bioetilenoglicol.
O avanco de tecnologias €, portanto, indispensével para que 0 processo sustentavel e
renovavel se torne viavel também economicamente (TECNON ORBICHEM LTD, 2016).

2.2. PRODUTO: ACIDO 2-HIDROXIETANOICO/ACIDO GLICOLICO

Os alfa-hidroxiacidos sdo acidos orgénicos caracterizados quimicamente pela presenca
de um grupo hidroxila no carbono a, ou seja, carbono adjacente aquele do grupo carboxila. O
composto mais simples da familia é o acido glicolico (CAS N° 79-14-1), de nome IUPAC
acido 2-hidroxietanoico. ldentifica-se pela formula C,H;O3; (76,052 g/mol) e pela estrutura
quimica exibida na Figura 9 (ANDERSEN, 1998; ELSON, 2002; MILTENBERGER, 2012).

O

HOJ\/ o

Figura 9: Estrutura quimica do &cido 2-hidroxietanoico

Naturalmente, o &cido glicélico é encontrado na composicdo de frutas ndo maturadas,
especialmente uvas, e de caldo de cana-de-acicar (ANDERSEN, 1998; MILTENBERGER,
2012). Sinteticamente, a primeira obtencdo do &cido organico e datada de 1851, pelos
quimicos Adolph Strecker e Nikolai Nikolaevich Sokolov, de origem alema e russa,
respectivamente. A producéo foi feita pelo tratamento do &cido hiparico com acido nitrico e
dioxido de nitrogénio para formacdo do éster do &cido benzoico e do &cido glicdlico que, em
seguida, foi aquecido com &cido sulfdrico diluido para separagdo e formacdo dos acidos em
questdo (GETCHEM, 2018).
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2.2.1. Propriedades Gerais

2.2.1.1. Propriedades Fisicas e Quimicas

O composto &cido 2-hidroxietanoico é um soélido cristalino, em temperatura ambiente,
que ndo apresenta cor ou odor e que pode ser solubilizado livremente em &gua, metanol,
etanol, acetona e acetato de etila. Em solucdo aquosa, com concentracdo de 70% (m/v), como
vendido comercialmente, apresenta-se com coloracdo levemente ambar e odor similar a
acucar queimado. E estavel e, portanto, ndo ha risco de decomposicdo, polimerizacdo ou
queima (ANDERSEN, 1998; MILTENBERGER, 2012). A Tabela 3 exibe as propriedades

fisicas e quimicas do acido 2-hidroxietanoico, quando em solucéo aquosa 70% (m/v).

Tabela 3: Propriedades fisicas e quimicas da solu¢do aquosa de acido glicdlico 70% (m/v)

Propriedades Acido Glicélico
1 Nome IUPAC Acido 2-hidroxietanoico
2 . Acido glicélico
Nomes Alternativos Acido hidroxiacético
3 Registro CAS 79-14-1
4 Férmula Quimica C,H,04
5 Massa molar 76,052 g/mol
6 Densidade (15,6°C) 1,27 g/mL
7 Coeficiente de expansdo térmica
15,6°C 0,00047
60°C 0,00026
8 Viscosidade
15,6°C 11,28 MPa/s
43,3°C 3,49 MPa/s
9 Capacidade térmica (25°C) 0,579 Btu/lb.ft
10  Calor de solucéo -11,55 kJ/mol
11  Entalpia (25°C) -464,4 Btu/lb.ft
12 Calor de combustdo 166,6 kcal/mol
13 Temperatura de precipitacdo 10°C
14 Temperatura de ebuli¢do 112°C
15  pH (25°C) 0,1
16  Constante de dissociacdo (25°C) 0,000147
17 Calor de neutraliza¢do -52,02 kcal/mol
18  Demanda bioquimica de oxigénio DBO (5 dias) 0,175
19  Grau de Biodegradabilidade (7 dias) 89,6%
20  Composto organico volatil (101°C, 45 min) 99,6 (agua)

Fonte: DUPONT (2018).

2.2.2. Produc&o de Acido Glicdlico

O acido glicdlico, além de ser isolado de fontes naturais, também é sintetizado

industrialmente por diversas rotas, quimicas ou bioquimicas. Atualmente, a producéo
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majoritaria é realizada pela reagdo catalitica do formaldeido com gas de sintese, devido a
economicidade intrinseca ao processo (MILTENBERGER, 2012; GETCHEM, 2018).

Entretanto, também é produzido, em menor escala, pela reacdo do acido cloroacético
com hidroxido de sédio, seguida de reacidificacdo. Alternativamente, o acido glicélico pode
ser gerado por processos bioquimicos, que geram menor grau de impurezas e requerem menos
energia, visto que ocorrem em condi¢Ges mais brandas de temperatura e pressdo. Entre eles,
encontram-se rotas enzimaticas e microbianas, que serdo sumarizadas a seguir (GETCHEM,
2018).

2.2.2.1. Rotas Quimicas: Majoritérias

Nos dias presentes, a producao de acido glicélico é predominantemente realizada pela
reacdo catalitica do formaldeido com monodxido de carbono. A concepgdo do processo foi
patenteada em 1939 por Donald John Loder e por Alfred T. Larson, com direitos cedidos a
empresa E. I. du Pont de Nemours & Company (E.I. DU PONT DE NEMOURS &
COMPANY, 1939a; E.I. DU PONT DE NEMOURS & COMPANY, 1939b).

Na invencdo, formaldeido, dissolvido em &gua, é submetido a calor e pressdo em
atmosfera contendo monoxido de carbono, preferencialmente em presenca de catalisador de

caracteristicas acidas. A obtencdo de acido glicélico é mostrada na Figura 10.

0 - O
& +CO+H,0 —— k/OH
P
H H HO
Formaldeido Acido Glicélico

Figura 10: Rota predominante de sintese do acido glicélico
Fonte: Adaptado de E.I. DU PONT DE NEMOURS & COMPANY (1939a).

A reacdo ocorre mesmo na auséncia de catalisadores. Entretanto, inicia-se lentamente
e, a medida que acido glicolico e coprodutos, como &cido formico, sdo gerados, passa a ser
catalisada pelos préprios componentes da mistura e, como consequéncia, desenrola-se em
maior velocidade. Ao se incorporar um catalisador &cido externo, organico ou inorganico, ao
meio reacional, 0 processo ja se inicia mais rapidamente e, ademais, exige menor quantidade
de calor e pressdo para manter a taxa de produgdo (E.I. DU PONT DE NEMOURS &
COMPANY, 1939a; E.l. DU PONT DE NEMOURS & COMPANY, 1939b).
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O formaldeido é dissolvido em &gua em teor aproximado de 62% (m/v) e o mondxido
de carbono deve estar presente em excesso para garantir absor¢do adequada ao meio e para
inibir qualquer decomposicdo do formaldeido (E.I. DU PONT DE NEMOURS &
COMPANY, 1939a; E.I. DU PONT DE NEMOURS & COMPANY, 1939b).

A reacdo ocorre em amplas faixas de pressao (5-1500 atm) e temperatura (50-350°C).
Maiores valores de pressdo, contudo, favorecem o decorrer da reagdo. O intervalo de
temperatura preferivel é entre 140-225°C e a temperatura Otima € funcdo de condicdes
especificas, como quantidade de reagentes (formaldeido, agua e mondxido de carbono) e
catalisador. Como se trata de reacdo exotérmica, sistema de resfriamento deve ser empregado
para manter a temperatura no intervalo previamente selecionado (E.I. DU PONT DE
NEMOURS & COMPANY, 19393; E.l. DU PONT DE NEMOURS & COMPANY, 1939b).

Em temperatura e pressao pré-estabelecidas, os reagentes mantém-se na fase liquida e
0 monoxido de carbono é forgcado a solubilizar-se no liquido, reagindo com o formaldeido e a
agua presentes. A mistura resultante é composta essencialmente por &cido glicélico, &cido
formico, formaldeido ndo reagido, catalisador e agua (E.I. DU PONT DE NEMOURS &
COMPANY, 1939a; E.I. DU PONT DE NEMOURS & COMPANY, 1939b).

Ao final do processo, o produto de interesse, acido glicolico, é separado da mistura
bruta por destilacdo, preferencialmente realizada a 80-100 mmHg. O &cido glicolico €
mantido no produto de fundo da coluna, que deve ser neutralizado para conversdo do &cido
em sal, a ser prontamente separado, ou deve ser esterificado com alcool adequado para
remocdo do &cido glicolico em forma de éster (E.I. DU PONT DE NEMOURS &
COMPANY, 1939a; E.l. DU PONT DE NEMOURS & COMPANY, 1939b).

Outra forma de obtencdo quimica do &cido glicdlico é mediante reacdo do acido
cloroacético com solucao aquosa de hidréxido de sédio 50% a 90-130°C. O produto resultante
contém aproximadamente 60% de &cido glicolico e 12-14% de cloreto de sédio. A remogdo
do sal é realizada por evaporacéo e o acido glicélico é extraido com acetona. Tentativas foram
executadas para conducdo do processo em presenca de catalisadores acidos a 150-200°C com
agua ou vapor em ambiente pressurizado. O subproduto gerado é, neste caso, acido cloridrico,
que pode ser removido por destilagdo. A grande desvantagem da reacdo catalitica é a
imprescindibilidade de volumes relativamente elevados de agua (MILTENBERGER, 2012).
A hidrolise do acido cloroacético é apresentada na Figura 11.
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o O
CI\)LOH + OH- HHO/U\/OH +CI-

Acido Cloroacético Acido Glicélico

Figura 11: Reacdo do 4cido cloroacético com solucdo aquosa de hidréxido de sodio
Fonte: Adaptado de MILTENBERGER (2012).

2.2.2.2. Rotas Bioguimicas

Nos ultimos anos, novas tecnologias de producdo de &cido glicolico vém sendo
incessantemente investigadas a fim de acompanhar a demanda, cada vez maior. Como
alternativa complementar aos processos quimicos supracitados, novas solucdes,
economicamente viaveis e ainda ambientalmente sustentaveis, atraem especial atencdo.
Dentre elas, as rotas bioquimicas, enziméticas e microbianas, alcangadas com ou sem 0
auxilio de modificacbes genéticas, apresentam posicao de destaque. Os beneficios incluem a
especificidade das “maquinarias biologicas”, que resultam na geracdo primordial do produto
de interesse e minimizam 0s custos com operacOes de separacdo, e as condi¢cdes brandas
exigidas pelo processo, que sdo capazes de reduzir os custos energéticos se comparados a
processos quimicos. Além disso, a depender do substrato requerido, é possivel englobar o
aspecto renovavel a producdo.

Naturalmente, detectou-se producdo de &cido glicolico em microrganismos acidofilos
e quimiolitotroficos oxidantes de ferro e enxofre. Trés bactérias importantes em operacfes de
biomineracdo, Leptospirillum ferriphilum, Acidithiobacillus ferrooxidans e Acidithiobacillus
caldus, mostraram-se capazes de sintetizar &cido glicolico por rota metabolica ainda
desconhecida (NANCUCHEO & JOHNSON, 2010). As bactérias fototroficas
Rhodomicrobium vannielii e Rhodospirillum rubrum, da familia Rhodospirillaceae, e a
bactéria Alcaligenes eutrophus, quando cultivadas na luz em aerobiose, também exibiram
aptiddo em secretar glicolato (CODD & SMITH, 1974; CODD & TURNBULL, 1975;
CODD, BOWIEN & SCHLEGEL, 1976). Ademais, glicolato aparece como produto
intermediario no metabolismo de D-xilose e L-arabinose em arqueas do género Sulfolobus e
como um dos metabolitos finais na oxidacdo de D-arabinose por Pseudomonas saccharophila
(PALLERONI & DOUDOROFF, 1957; SATO & ATOMI, 2011).



2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO | 38

Os principais registros na literatura de producdo de &cido glicdlico por
microrganismos de ocorréncia natural sdo relacionados a oxidagdo do etilenoglicol (CAS N°
107-21-1) e a hidrdlise da hidroxiacetonitrila (CAS N° 107-16-4).

Os microrganismos oxidantes de etilenoglicol compreendem Acetobacter e
Gluconobacter (KERSTERS & DE LEY, 1963; DE LEY & KERSTERS, 1964),
Burkholderia sp. EG13 (GAO et al., 2014), Pichia naganishii AKU 4267 e Rhodotorula sp.
3Pr-126 (KATAOKA et al., 2001), Hansenula polymorpha e Hansenula miso (HAHADA &
HIRABAYASHI, 1968; SCHNEIDER, LEVY-RICK & LABELLE, 1995). O mecanismo da
bioconversdo envolve a oxidacao do etilenoglicol a glicolaldeido (CAS N° 141-46-8), seguida
da oxidacdo do glicolaldeido a &cido glicolico (Figura 12).

O
~_-OH HO\A |
HO — 0, A OH

Etilenoglicol Glicolaldeido Acido Glicélico

Figura 12: Etapas da conversao bioguimica de etilenoglicol a acido glicélico
Fonte: Adaptado de WEI et al. (2009a).

Ja a hidrolise da hidroxiacetonitrila pode ser efetuada enzimaticamente por duas
diferentes vias. Na primeira delas, a nitrila é convertida a amida correspondente pela acédo da
enzima nitrila hidratase (EC 4.2.1.84). Em seguida, a amida é hidrolisada pela enzima
amidase (EC 3.5.1.4) e os produtos resultantes sdo o &cido organico correspondente e aménia.
Ja o0 segundo caminho enzimatico € operado diretamente pela acdo da enzima nitrilase (EC
3.5.5.1), capaz de converter a hidroxiacetonitrila a acido glicélico em apenas uma etapa,
também com liberacdo de amoénia (HE et al., 2010). Os microrganismos possuidores de
atividade enzimatica de conversdo de hidroxiacetonitrila a &cido glicolico incluem
Alcaligenes sp. ECU0401 (HE et al., 2010) e Rhodococcus sp. ZJUT-N595 (HU et al., 2007).
Além destes, quatro microrganismos com alta atividade hidrolitica para hidroxiacetonitrila
tiveram suas enzimas isoladas e patenteadas: Acidovorax facilis 72W (E.I. DU PONT DE
NEMOURS & COMPANY, 2002, 2007, 2009, 201l1a, 2011b), Brevibacterium casei,
Gordona e Rhodococcus rhodochrous (HE et al., 2010).

A nitrilase da bactéria Acidovorax facilis 72W foi estudada por pesquisadores da
empresa E. I. du Pont de Nemours & Company. O grupo desenvolveu um método quimico-
enzimatico de producdo de &cido glicélico altamente puro que se inicia pela producgéo quimica
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de hidroxiacetonitrila a partir de formaldeido e cianeto de hidrogénio, com rendimento e
pureza acima de 99%. A conversdo enzimatica de hidroxiacetonitrila a glicolato de aménio é
realizada pela nitrilase de Acidovorax facilis 72W, expressa em Escherichia coli, apos
modificacdes genéticas para otimizacdo. O glicolato de amdnio é convertido a acido glicélico
por cromatografia de troca idnica (TI). O esquema desenvolvido € mostrado na Figura 13.
Técnicas de imobilizacdo também foram aplicadas para melhoramento do processo
(PANOVA et al., 2007; WU et al., 2008; BEN-BASSAT et al., 2008).

OH (0]
0 Nitrilase TI O
I + HON —> y—_ / 5 J\/O'NH;‘+ — |
H H HO
Formaldeido Hidroxiacetonitrila Glicolato de Amonio Acido Glicélico

Figura 13: Sintese quimico-enzimatica do acido glicélico
Fonte: Adaptado de PANOVA et al. (2007).

Em adicdo as rotas biotecnologicas naturais, esforcos tém sido constantemente
realizados para possibilitar a producdo de &cido glicdlico a partir de fontes renovaveis e
abundantes. Técnicas de engenharia metabdlica, aplicadas as espécies Escherichia coli
(DENG, MAO & ZHANG, 2015; CAM et al., 2016; ALKIM et al., 2016; PEREIRA et al.,
2016; CABULONG et al., 2018), Saccharomyces cerevisiae (KOIVISTOINEN et al., 2013;
SALUSJARVI et al, 2017), Kluyveromyces lactis (KOIVISTOINEN et al., 2013) e
Corynebacterium glutamicum (ZAHOOR, OTTEN & WENDISCH, 2014), tornaram viavel a
obtencdo de cido glicélico a partir de actcares como D-xilose e glicose.

A primeira patente relacionada ao tema foi publicada em 2009, por Philippe Soucaille,
e aborda as modificacdes realizadas em Escherichia coli para obtencdo de acido glicolico a
partir de glicose (SOUCAILLE, 2009). Tal método de producdo ja é realizado em escala
piloto, com capacidade de producdo de 52,2 g/L, pelas companhias Metabolic Explorer e
Roquette (BECKER et al., 2015). As empresas citadas sdo responsaveis pelo deposito de
patentes relacionadas ao aumento da producdo de acido glicélico por novas modificagdes
genéticas e por melhorias do processo (METABOLIC EXPLORER, 2010; ROQUETTE
FRERES, 2012; METABOLIC EXPLORER, 2013).

A Tabela 4 sumariza os resultados encontrados na literatura para produgdo de &cido

glicolico a partir de etilenoglicol, hidroxiacetonitrila e fontes renovaveis.
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Tabela 4: Resultados relevantes na literatura para produgao biotecnoldgica de acido glicélico a partir de
diferentes substratos e formas de conducio de processo

. . ~ AG Qp
Microrganismo Substrato Operacéo <, - Y
J peres (@) (@L'h) i
1 Pichia naganishii . . 0,88
AKU42671 Etilenoglicol B 105,0 0,875 mol/mol
2 Rhodotorula sp. 3Pr- . . 0,92
1261 Etilenoglicol B 110,0 0,917 mol/mol
3 Gluconobacter oxydans . . 0,87
DSM 2003 Etilenoglicol B 70,2 1,46 mol/mol
4 Gluconaobacter oxydans . . 0,87
DSM 2003t Etilenoglicol BA 74,5 1,49 mol/mol
5  Gluconobacter oxydans . .
DSM 2003t Etilenoglicol BARP 93,2 1,86 -
6 Alcaligenes sp. . . I 0,736
ECU04011 Hidroxiacetonitrila B 55 15 mol/mol
7 - Xilose (18 g/L) +
Kluyveromyces lactis Etanol (15 g/L) B 6,7 0,09 -
8  Burkholderia sp. EG13t Etilenoglicol BARP 60 0,5 -
9 Corynebacterium Glicose (60 mM) +
glutamicum? Acetato (180 mM) B 53 0.1 0.18 o/g
10 Escherichia coli? Glicose BA 56,44 0,47 0,52 g/g
11 Gluconobacter oxydans . . 0,929
DSM 20032 Etilenoglicol BA 113,8 2,53 mol/mol
12 Escherichia coli? Xilose B 4,3 - 0.9
mol/mol
13 - ” Xilose (5 g/L) + )
Escherichia coli Glicose (2.5 g/L) B 3,73 0,63 g/g
14 Escherichia coli? Xilose B 40,0 0,47 0,63 g/g
15 Saccharomyces Xilose B 1,0 0,01 .
cerevisiae
16 Escherichia coli? Xilose B 4,57 - 0,46 g/g

Legenda: *Microrganismo naturalmente ocorrente; 2Microrganismo geneticamente modificado. B — Batelada; BA
— Batelada alimentada; BARP — Batelada alimentada com remogdo de produto; AG — Concentracdo de acido
glicélico produzida; Qp — Produtividade volumétrica; Yp,s — Fator de rendimento de producgdo de cido glicdlico
em relacdo ao consumo de substrato. Fonte: 1, 2 KATAOKA et al. (2001); 3 WEI et al. (2009a); 4, 5 WEI et al.
(2009b); 6 HE et al. (2010); 7 KOIVISTOINEN et al. (2013); 8 GAO et al. (2014); 9 ZAHOOR, OTTEN &
WENDISCH (2014); 10 DENG, MAO & ZHANG (2015); 11 ZHANG et al. (2016b); 12 CAM et al. (2016); 13
ALKIM et al. (2016); 14 PEREIRA et al. (2016); 15 SALUSJARVI et al. (2017); 16 CABULONG et al. (2018).

2.2.3. Produtos e Aplicacdes

O é&cido glicdlico possui diversas aplicabilidades. O composto pode ser empregado
amplamente em processamento de tecidos e couro, limpeza e revestimento metalico, producao
de detergentes e adesivos, como bloco de construgdo de polimeros biodegradaveis e como
constituinte de produtos de cuidado pessoal, especialmente relacionados a propdsitos
dermatoldgicos (KROCHTA, TILLIN & HUDSON, 1988; COTELLESSA, PERIS &
CHIMENT]I, 1995).

Dentre todas as suas funcdes, a relevancia no setor de cosméticos é evidenciada por
sua representatividade no consumo global do &cido organico, correspondendo, no ano de
2011, a mais da metade da demanda (MARKET REVIEWS, 2015). Além disso, outro uso
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relevante, com grande capacidade de crescimento na conjuntura atual, € como precursor na
producdo de bioplasticos (KROCHTA, TILLIN & HUDSON, 1988). Deste modo, atencdo

especial sera dada aos dermocosmeéticos e aos biopolimeros.

2.2.3.1. Produtos de Cuidado Pessoal

O acido glicdlico é largamente utilizado em cosméticos dermatoldgicos para
tratamento de acne, cicatriz de ache, manchas de diversos tipos (queratose actinica, melasma,
seborreia, manchas de envelhecimento), verrugas e rugas (COTELLESSA, PERIS &
CHIMENT], 1995; SILVA et al., 2001; SHARAD, 2013). E aplicado por dermatologistas e
esteticistas em tratamentos superficiais e profundos de destruicdo das camadas da pele
(peelings) e, normalmente, € encontrado em locdes, cremes e géis com concentracdes que
variam de 2% a 70% (COTELLESSA, PERIS & CHIMENTI, 1995).

O processo de esfoliagdo quimica ou peeling quimico é definido pela Academia
Americana de Dermatologia (AAD) como a aplicacdo de um ou mais agentes esfoliantes a
pele, o que resulta na descamacdo da epiderme e da derme com consequente regeneracao da
pele (SCOTT, DITRE & YU, 1996). O peeling de &cido glicolico tem efeito anti-inflamatério,
antioxidante e queratolitico e auxilia na normalizacdo da queratina, no aumento de acido
hialurénico e na expressao do gene do colageno na epiderme e na derme (SHARAD, 2013).
Seus beneficios incluem a hidratacdo e a melhora da textura e da cor da pele (SILVA et al.,
2001; BISSET, 2009).

A intensidade da esfoliacdo quimica € determinada por inimeros fatores: concentragdo
de acido glicélico aplicada na pele, pH, quantidade de acido livre, tipo de solucdo utilizada
(creme, gel ou locdo), pele do paciente, local a ser tratado, tempo de exposicdo e técnica
utilizada para aplicacdo, que inclui o preparo da pele antes da realizacdo do peeling (SCOTT,
DITRE & YU, 1996; SILVA et al., 2001; SHARAD, 2013).

O peeling de acido glicolico pode ser classificado como muito superficial, superficial e
profundo. A distribuicdo é vinculada aos fatores mencionados e, de modo geral, a esfoliacdo
muito superficial é realizada com &cido glicolico em concentracdo de 30-50% e tempo de
exposicéo de 1-2 minutos, a esfoliacdo superficial é feita em concentracdo de 50-70% e tempo
de contato de 2-5 minutos. E, por sua vez, o peeling profundo é realizado por 3-15 minutos
em concentragdo de acido glicdlico de 70% (SCOTT, DITRE & YU, 1996; SHARAD, 2013).

Logo, pelo controle do tempo de exposicao e da concentracdo de &cido livre, 0 médico

ou esteticista pode usar o acido para remover apenas as camadas de células superficiais do
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estrato corneo (camada mais externa da pele) ou para remover camadas mais profundas da
epiderme ou até mesmo da derme (SCOTT, DITRE & YU, 1996).

O mecanismo exato de acdo do &cido glicolico como agente esfoliante ainda é
desconhecido. E sabido, entretanto, que, em pequenas concentra¢es, o acido reduz a coesdo
entre as células da camada mais externa da pele, os cornedcitos. O mecanismo mais aceitavel
é que o 4cido remove fons célcio Ca®* por formacio de complexos hidrossoliveis (processo
de quelacdo), reduzindo sua concentracdo na epiderme. Como as caderinas, glicoproteinas
expressas nas células epiteliais e responsaveis pela adesdo entre as células, sdo dependentes
de Ca?*, ocorre quebra da aderéncia e consequente descamacéo da pele (SILVA et al., 2001;
BISSET, 2009).

2.2.3.2. Polimeros Biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis sao materiais, de origem natural ou sintética, que podem
ser degradados pela atividade de microrganismos ou enzimas para dar origem a produtos de
menores massas moleculares. Estes produtos sdo atdxicos e biocompativeis e, portanto,
podem ser metabolizados em outros processos bioquimicos (MAKADIA & SIEGEL, 2011;
GARRISON, MURAWSKI & QUIRINO, 2016).

A partir do &cido glicolico, mais especificamente de seu dimero ciclico glicolideo
(C4H404, 116,07 g/mol, CAS N° 502-97-6), derivam-se dois polimeros biodegradaveis
sintéticos de especial importancia em cuidados médicos: o poliglicolideo (ou é&cido
poliglicélico, PGA) e o poli (D,L-lactideo-co-glicolideo) (ou poli (acido D,L-latico-co-acido
glicdlico, PLGA) (BARROWS, 1986).

O polimero PGA foi o primeiro tipo de sutura absorvivel disponivel no mercado. A
absorcdo ocorre por hidrélise, na qual o produto formado é o acido glicélico. A sutura de
PGA apresenta boa forca de tensdo e seguranca de né (TAJIRIAN & GOLDBERG, 2010).

Como se trata de um polimero hidrofilico de alta cristalinidade, 0 PGA absorve agua
facilmente e sua taxa de degradagdo € relativamente rdpida. Como consequéncia, a liberagéo
acelerada de &cido pode provocar a inflamacdo de tecidos do organismo. Para driblar tal
adversidade, foi desenvolvido o PLGA, um copolimero de poliglicolideo (PGA) e poli (D,L-
lactideo) (PLA), sendo o segundo derivado do dimero ciclico do &cido latico, o lactideo
(CeHgO4, 144,126 g/mol, CAS N° 95-96-5). Devido a presenca do PLA, o copolimero PLGA
¢ mais hidrofébico e, portanto, é hidrolisado mais lentamente. As propriedades fisicas do

PLGA dependem de multiplos fatores, como massa molecular inicial, raz&o lactideo:
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glicolideo, tamanho do polimero, exposicdo a agua e temperatura de armazenamento
(MAKADIA & SIEGEL, 2011).

O PLGA tem sido utilizado em diversas aplicacbes médicas. Entre elas, € possivel
citar sua relevancia em engenharia de tecido e regeneracdo Ossea, em vacinas e em
encapsulamento de medicamentos ou proteinas para controle da liberagdo no organismo
(FREDENBERG et al., 2011).

2.2.4. Mercado Mundial

Em 2011, a demanda global por &cido glicélico era de 40 mil toneladas e o mercado
global era avaliado em 93,3 milhGes de dolares. Em termos de aplicacdo, 23,88 mil toneladas
foram destinadas para produtos de cuidado pessoal, 9,72 mil toneladas para produtos de
limpeza, 4,2 mil toneladas para uso industrial e 2,2 mil toneladas para outras aplicagdes
(TMR, 2018). A Figura 14 sumariza as principais demandas por &cido glicolico.

Outras
Usos Ap?csaug/oes .
Industriais =7
10.5%
Produtosde
Limpeza

24.3%

Figura 14: Demanda global de &cido glicélico por aplicacdes
Fonte: Adaptado de TMR (2018).

As principais produtoras mundiais de acido glicolico sdo as empresas Parchem,
CrossChem LP, Phibro Animal Health Corporation, DuPont, Griffin International e Chemsolv
Inc. J& as principais compradoras incluem grandes fabricantes de cosméticos para pele e
cabelo, como Neutrogena, Garnier, St. Ives e Clean & Clear (GVR, 2016).

Geograficamente, 0 mercado é segmentado em América do Norte, Europa, Asia e
resto do mundo. Em 2015, quando o mercado era avaliado em 159,6 milhdes de dolares, a
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América do Norte e a Europa respondiam, respectivamente por mais de 35% e mais de 30%
da parcela de mercado (GVR, 2016).

Nos anos seguintes, 2016 e 2017, o mercado de &acido glicélico foi avaliado, nesta
ordem, em 249,9 e 288,9 milhdes de ddlares. Até 0 ano de 2023, é esperado que atinja cerca
de 400 milhdes de dolares (MRF, 2017; BW, 2018).

O mercado global de &cido glicdlico é guiado pela continua inovacdo em produtos,
majoritariamente direcionados a cuidados pessoais. Por consequéncia, o crescimento anual
responde pela demanda cada vez maior em produtos de beleza, progressivamente mais

eficientes devido aos avancos tecnolégicos (GVR, 2016).

2.3. MICRORGANISMO: BACTERIAS ACETICAS

As bactérias de acido acético (AAB) pertencem a familia Acetobacteraceae (ordem
Rhodospirillales e classe Alphaproteobacteria), e foram assim denominadas,
primordialmente, por possuirem habilidade natural de transformar etanol em acido acético, em
maior ou menor propor¢do (GLUILLAMON & MAS, 2017; MALIMAS et al., 2017). As
bactérias aceticas sdo encontradas em ambientes diversos: adocicados, alcoolicos ou
acidificados, e podem ser isoladas em flores, frutas e plantas variadas, em vinagre, em bebidas
alcodlicas, entre outros (KERSTERS et al., 2006; DE ROOS & DE VUYST, 2018).

Compreendem um grupo de bacilos gram-negativos e gram-variaveis, estritamente
aerobicos e ndo formadores de esporos, que podem existir individualmente, em pares ou em
cadeias. Formam células irregulares, cujas dimens6es variam entre 0,4-1 um em largura e 0,8-
4,5 um em comprimento. Sdo catalase positiva e oxidase negativa. As bactérias acéticas se
desenvolvem muito bem em temperaturas brandas, predominantemente, entre 25 e 30°C. Ha
conhecimento, entretanto, de espécies que sao termotolerantes. Apesar de crescimento ser
notado em faixas baixas de pH (3-4), o melhor desenvolvimento celular ocorre entre pH 5 e
6,5. As bacterias de acido acético formam um grupo bastante heterogéneo, incluindo
organismos sem e com motilidade, os ultimos por flagelos polares ou peritriquios.
Adicionalmente, apresentam majoritariamente a cadeia linear insaturada C18:1®w7 como acido
graxo do envelope celular (KERSTERS et al., 2006; SENGUN & KARABIYIKLI, 2011;
MALIMAS et al., 2017).
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2.3.1. Taxonomia

O primeiro género de bactérias de acido acético foi introduzido por Beijerinck, em
1898, e titulado Acetobacter (KERSTERS et al., 2006). Em 1935, Asai propds a divisao das
AAB em dois géneros distintos: Acetobacter e Gluconobacter, definidas pelas altas
capacidades de oxidacdo de etanol a acido acético e de glicose a acido gluconico,
respectivamente (ASAlI & SHODA, 1958; KERSTERS et al., 2006). A familia
Acetobacteraceae foi introduzida apenas em 1980 por Gillis e De Ley, quando se
comprovaram as semelhancas filogenéticas entre os grupos Acetobacter e Gluconobacter por
hibridizagdo DNA-rRNA (GILLIS & DE LEY, 1980). Diversas modificacdes vém sendo
inseridas a familia de bactérias de &cido acético. Preliminarmente, a classificacdo era
fundamentada em aspectos morfoldgicos e fisiologicos. Com o avanco de técnicas de biologia
molecular, como hibridizacgdgo DNA-DNA, hibridizagdo DNA-rRNA, determinacdo do
contetdo G+C (guanina + citosina) e andlise de sequéncias genémicas (5S rRNA, 16S rRNA,
23S rRNA e 16S rDNA), a familia Acetobacteracea vem sendo constantemente modificada,
tendo suas espécies reorientadas em géneros que englobam maior similaridade (SIEVERS &
SWINGS, 2005; GLUILLAMON & MAS, 2017).

Em 1997, Yamada e colaboradores sugeriram que o género Acetobacter fosse
subdividido em dois: Acetobacter e Gluconacetobacter. A subdivisdo foi realizada pela
comparagdo entre os sistemas ubiquinona das diferentes espécies. As espécies de Acetobacter
apresentam ubiquinona Q-9, enquanto o novo género Gluconacetobacter passou a conter as
espécies caracterizadas pela presenca de ubiquinona Q-10 (YAMADA, HOSHINO &
ISHIKAWA, 1997). Mais recentemente, as bactérias do género Gluconacetobacter foram
segmentadas em dois grupos: 0s microrganismos pertencentes a espécie Gluconacetobacter
xylinus foram reintroduzidos no novo género Komagataeibacter, ao passo que aqueles
referentes a espécie Gluconacetobacter liquefaciens permaneceram no género de origem
(YAMADA et al., 2012).

Atualmente, outros novos géneros foram adicionados e as acetobactérias foram
reclassificadas em 19 grupos: Acetobacter, Acidomonas, Ameyamaea, Asaia, Bombella,
Commensalibacter, Endobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter, Granulibacter,
Komagataeibacter, Kozakia, Neoasaia, Neokomagataea, Nguyenibacter, Saccharibacter,
Swingsia, Swminathania e Tantichaorenia. As espécies conhecidas, de acordo com o género,
estdo listadas na Tabela 5 (GLUILLAMON & MAS, 2017). Na Tabela 6, estdo sumarizadas

as principais propriedades dos géneros predominantes da familia Acetobacteracea.
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Género

Tabela 5: Géneros e espécies de bactérias acéticas

Espécie

Acetobacter

Acidomonas
Ameyamaea
Asaia

Bombella
Commensalibacter
Endobacter
Gluconacetobacter

Gluconobacter

Granulibacter
Komagataeibacter

Kozakia
Neoasaia
Neokomagataea
Nguyenibacter
Saccharibacter
Swaminathania
Swingsia
Tanticharoenia

(1) A. aceti; (2) A. cerevisiae; (3) A. cibinongensis; (4) A. estunensis; (5) A.
fabarum; (6) A. farinalis; (7) A. ghanensis; (8) A. indonesiensis; (9) A. lambici;
(10) A. lovaniensis; (11) A. malorum; (12) A. nitrogenifigens; (13) A. oeni; (14)
A. okinawensis; (15) A. orientalis; (16) A. orleanensis; (17) A. papayae; (18) A.

pasteurianus; (19) A. peroxydans; (20) A. persici; (21) A. pomorum; (22) A.

senegalensis; (23) A. sicerae; (24) A. syzygii; (25) A. tropicalis.
(1) Ac. methanolica.
(1) Am. chiangmaiensis.
(1) As. astilbis; (2) As. bogorensis; (3) As. krungthepensis; (4) As. lannensis; (5)
As. platycodi; (6) As. prunellae; (7) As. siamensis; (8) As. spathodeae.
(1) B. intestini.
(1) C. intestini; (2) C. papalotli.

(1) E. medicaginis.

(1) Ga. aggeris; (2) Ga. asukensis; (3) Ga. azotocaptans; (4) Ga. diazotrophicus;
(5) Ga. entanii; (6) Ga. johannae; (7) Ga. liquefaciens; (8) Ga. sacchari; (9) Ga.
takamatsuzukensis; (10) Ga. tumulicola; (11) Ga. tumulisoli.

(1) G. albidus; (2) G. cerevisiae; (3) G. cerinus; (4) G. frateurii; (5) G.

japonicus; (6) G. kanchanaburiensis; (7) G. kondonii; (8) G. morbifer; (9) G.
nephelii; (10) G. oxydans; (11) G. roseus; (12) G. spahericus; (13) G.
thailandicus; (14) G. uchimurae; (15) G. wancherniae.

(1) Gr. bethesdensis.

(1) Km. europaeus; (2) Km. hansenii; (3) Km. intermedius; (4) Km. kakiaceti; (5)
Km. kombuchae; (6) Km. maltaceti; (7) Km. medellinensis; (8) Km. nataicola;
(9) Km. oboediens; (10) Km. rhaeticus; (11) Km. saccharivorans; (12) Km.
sucrofermentans; (13) Km. swingsii; (14) Km. xylinus.

(1) K. baliensis.

(1) N. chiangmaiensis.

(1) Nk. tanensis; (2) Nk. thailandica.

(1) N. vanlangensis.

(1) Sa. floricola.

(1) S. salitolerans.

(1) S. samuiensis.

(1) T. sakaeratensis.

Fonte: GLUILLAMON & MAS (2017).



2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO | 47

Tabela 6: Principais caracteristicas das acetobactérias, de acordo com o género

I3 N 5
—_ Q 8 Q
2 . £ 2 g
. E E 2 E g
Caracteristica £ & g S <
< S 3 =
= ] S
o %
1 2 3 4 5
Flagelagao per® per per pol® N
Oxidacao de:
Acetato a CO, e H,0O + w + - +
Lactato a CO, e H,O + w + - +
Crescimento em:
30% D-Glicose (m/v) - + - b nd
1% D-Glicose (m/v) + + + + +
Glutamato-agar - + + - +
Manitol-agar VW + + + +
Rafinose - + - - nd
Metanol - - - - nd
0,35% Acido acético (m/v) (pH 3,5) + - + + +
1% KNO; (m/v) - - - - -
Assimilagdo de aménia em:
D-Glicose - + + + nd
D-Manitol - + + + +
Etanol w - - nd
Producéo de:
Acido acético a partir de etanol + - + + +
Pigmento marrom soltvel em 4gua - - + b -
Dihidroxiacetona a partir de glicerol + w + + +
Polissacarideo, tipo levana, a partir de sucrose - - - - -
2-keto-D-gluconato + + + + +
5-keto-D-gluconato + + + + +
2,5-diketo-D-gluconato - - + b -
Producéo de acido a partir de:
D-Manitol - + - + -
D-Sorbitol - +(d) - + -
Dulcitol - +(d) - w nd
Glicerol - + - + nd
Rafinose - + - - nd
Principal ubiquinona Q-9 Q-10 Q-10 Q-10 Q-10
DNA G+C (%mol) 57,2 60,2 64,9 60,3 62,5

Legenda: pol — polar; per — peritriquio; n — nenhum; + positivo; - negativo; w — fracamente positivo; vw — muito
fracamente positivo; d — atrasado; nd — ndo determinado. 1 Acetobacter aceti NBRC 14818T; 2 Asaia bogorensis
NBRC 16594T; 3 Gluconacetobacter liquefaciens NBRC 12388T; 4 Gluconobacter oxydans NBRC 14819T; 5
Komagataeibacter xylinus JCM 7644T. # Algumas espécies do género ndo s&o méveis; ® Algumas espécies do
género séo positivas. Fonte: YAMADA, 2016; GLUILLAMON & MAS, 2017.
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2.3.2. Aplicagdes Biotecnoldgicas & Luz do Genoma da Bactéria Gluconobacter oxydans

As bactérias acéticas representam um grupo diferenciado de microrganismos com
capacidade de oxidar incompletamente diversos substratos, entre alcoois, acucares e polidis,
mesmo em condigdes naturais de crescimento (DEPPENMEIER, HOFFMEISTER & PRUST,
2002; DEPPENMEIER & EHRENREICH, 2009).

O processo biotecnoldgico, denominado fermentacdo oxidativa, € realizado por dois
caminhos metabolicos alternativos em bactérias do género Gluconobacter e, portanto, envolve
dois sistemas enzimaticos distintos em localizacdo e fungdo (MACAULEY, MCNEIL &
HARVEY, 2001; DEPPENMEIER, HOFFMEISTER & PRUST, 2002; PRUST et al., 2005).

O metabolismo oxidativo, propriamente dito, é catalisado por desidrogenases ligadas a
membrana citoplasmatica, com sitio ativo direcionado para o periplasma. A oxidacdo dos
substratos é ndo-fosforilativa e as enzimas integram a cadeia respiratoria, tendo o oxigénio
como aceptor final de elétrons. Devido a localizacdo das enzimas, os substratos ndo precisam
ser transportados até o citoplasma e, consequentemente, os produtos sdo facilmente liberados
ao meio por porinas presentes na membrana externa das bactérias gram-negativas. Este
processo é responsavel pela oxidacdo rapida de importantes substratos e os rendimentos
obtidos em produto sdo praticamente seus valores tedricos (MACAULEY, MCNEIL &
HARVEY, 2001; DEPPENMEIER, HOFFMEISTER & PRUST, 2002; PRUST et al., 2005).

Em 1982, White e Claus observaram a formacdo de membranas intracitoplasmaticas
em células de Gluconobacter apds a fase exponencial de crescimento, tanto em glicerol
guanto em sorbitol. Concomitantemente, foi observada melhora na atividade das
desidrogenases ligadas a membrana. A formacdo das membranas intracitoplasmaticas, que é
influenciada, provavelmente, pela baixa eficiéncia de fosforilacdo ou em resposta ao estresse
celular, estimula o aumento do ndmero de desidrogenases ligadas a membrana. Como
consequéncia, had melhoramento da atividade das desidrogenases e as células em fase
estacionaria podem apresentar melhor potencial de converséo que células em fase exponencial
de crescimento (MACAULEY, MCNEIL & HARVEY, 2001).

O segundo sistema enzimatico de oxidacdo requer a captacdo do substrato para o
interior celular. As enzimas solliveis no citoplasma sio NADP" dependentes e oxidam o
substrato a intermediarios fosforilados que, em seguida, sdo metabolizados pela via das
pentoses-fosfato. Tais enzimas sdo demandadas para a manutencdo das células em fase
estacionaria e, em bactérias do género Gluconobacter, a via das pentoses-fosfato é a rota mais

importante para ruptura fosforilativa de acucares e polidis a dioxido de carbono
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(MACAULEY, MCNEIL & HARVEY, 2001; DEPPENMEIER, HOFFMEISTER & PRUST,
2002; PRUST et al., 2005).

Por conta de seu maquinario metabdlico impar, as bactérias acéticas ocupam posicéo
de destaque industrial, com variadas e importantes aplicacdes biotecnologicas. Um dos
grandes beneficios do uso de AAB compreende a possibilidade de oxidacdo assimétrica de
diversos substratos, ocasionando em formacgdo de produtos regio- e estéreo- seletivos
(DEPPENMEIER, HOFFMEISTER & PRUST, 2002; ROMANO et al., 2002; KELIANG &
DONGZHI, 2006).

Os produtos de interesse formados através do metabolismo oxidativo de bactérias de
acido acético englobam: (1) Vinagre (acido acético) a partir de etanol (GULLO,
VERZELLONI & CANONICO, 2014); (2) 1,3-Dihidroxiacetona (principio ativo de
autobronzeadores) a partir de glicerol (HU, ZHENG & SHEN, 2011; LIU et al., 2013;
DIKSHIT & MOHOLKAR, 2016); (3) Nanocelulose bacteriana (MIKKELSEN et al., 2009;
REINIATI, HRYMAK & MARGARITIS, 2017; CHANDRASEKARAN, BARI & SINHA,
2017); (4) Acidos alddnicos, em especial acido gluconico e &cido xilonico a partir de glicose e
xilose, respectivamente (ZHANG et al., 2016a; SAINZ et al., 2016; YAO, HOU & BAO,
2017); (5) L-sorbose (precursor da vitamina C) a partir de D-sorbitol (KOSSEVA,
BESCHKOV & POPQV, 1991; YANG & LIM, 1997; GIRIDHAR & SRIVASTAVA, 2002);
(6) Acido glicolico a partir de etilenoglicol, bioconversio tema do presente trabalho, que sera

discutida mais amplamente abaixo.

2.3.2.1. Producéo de Acido Glicolico a Partir de Etilenoglicol por Acetobactérias

Em 1887, Adrian J. Brown relatou pela primeira vez a formacéo de acido glicolico por
etilenoglicol a partir da bactéria Acetobacter aceti (BROWN, 1887). Em 1897, Seifert
constatou oxidacdo similar em Acetobacter pasteurianus e Acetobacter kiitzingianus e, em
1925, Visser’t Hoot relatou a producdo do acido organico pelas bactérias Acetobacter
xylinum, Acetobacter aceti, Gluconobacter melogenous e Gluconobacter oxydans, a partir do
mesmo substrato (KERSTERS & DE LEY, 1963; DE LEY & KERSTERS, 1964).

K. Kersters e J. De Ley dedicaram-se, nos anos 1960, ao estudo da oxidacgéo de glicois
em diversas bactérias de &cido acético (KERSTERS & DE LEY, 1963; DE LEY &
KERSTERS, 1964). Em 1963, os pesquisadores noticiaram que células em fase estacionaria

de 14 espécies de bactérias acéticas eram capazes de oxidar lentamente etilenoglicol como
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substrato. O produto formado, devidamente identificado, era novamente &cido glicolico
(KERSTERS & DE LEY, 1963).

Kersters e De Ley mencionaram a possibilidade de formacéo de glicolaldeido como
intermediario do processo metabdlico e que, provavelmente, o0 mesmo seria oxidado
instantaneamente a &cido glicolico, visto que ndo obtiveram éxito na deteccdo do aldeido no
meio fermentado. Além disso, reportaram que o acido organico ndo era oxidado por diversas
bactérias acéticas e deduziram, portanto, que as bactérias acéticas sdo incapazes ou
fracamente capazes de produzir acido oxalico a partir de etilenoglicol (DE LEY &
KERSTERS, 1964).

Recentemente, Wei e colaboradores estudaram a producéo de &cido glicolico a partir
de etilenoglicol por Gluconobacter oxydans DSM 2003. Em batelada, alcancaram 70,2 g/L de
4cido glicélico, com produtividade volumétrica de 1,46 gL™*h™ e rendimento de 0,87 mol/mol.
Ja em batelada alimentada, a concentracao de &cido obtida foi de 74,5 g/L com produtividade
volumétrica de 1,49 gL'h™ e rendimento de 0,87 mol/mol. Em processo de batelada
alimentada com remocéo de produto, o grupo reportou concentracdo final de acido glicolico
de 93,2 g/L e produtividade volumétrica de 1,86 gL™*h™ (WEI et al., 2009a; WEI et al.,
2009b). Por melhoramento genético da bactéria Gluconobacter oxydans DSM 2003, Zhang e
equipe alcancaram 73,3 g/L de acido glicdlico em batelada, com produtividade volumétrica de
1,63 gL™h™ e rendimento molar de 93,5%. Em batelada alimentada, aprimoraram a produgéo
para 113,8 g/L de &cido glicdlico, com produtividade volumétrica de 2,53 gL*h™ e
rendimento molar de 92,9% (ZHANG et al., 2016b).

Apesar de avancgos recentes em producdo, 0 mecanismo de converséo de etilenoglicol
a acido glicélico por bactérias de &cido acético ainda ndo é completamente elucidado. Em
2012, Wei e colaboradores estudaram o funcionamento das enzimas acopladas a membrana
citoplasmatica, alcool desidrogenase (MADH) e aldeido desidrogenase (mALDH), na
oxidacdo de alcoois, didis e polidis em células de Gluconobacter oxydans DSM 2003. A
investigacdo foi realizada pela comparagéo entre o funcionamento de células naturalmente
ocorrentes e de células geneticamente modificadas por silenciamento dos genes responsaveis
pela codificacdo das enzimas mADH e mALDH (WElI et al., 2012).

Os pesquisadores mostraram que sem a enzima alcool desidrogenase, nenhum
acumulo de &cido glicolico era observado, o que indica que a mADH ¢ a Unica capaz de
oxidar etilenoglicol a glicolaldeido e € indispensavel na bioconversdo. A enzima aldeido
desidrogenase mALDH também se mostrou envolvida no processo. Em sua auséncia,

entretanto, apesar do acumulo de glicolaldeido no meio fermentado, ainda foi possivel notar a
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formacdo de &cido glicdlico. E possivel, portanto, que enzimas aldeido desidrogenases
soliveis (ALDH) e atuantes em aldeidos de cadeia curta desempenhem papel tdo relevante
quanto a mALDH na segunda etapa reacional (WEI et al., 2012).

Schweiger e colaboradores estudaram, em 2007, a superproducdo e a caracterizacao de
duas enzimas sollveis, capazes de oxidar aldeidos, da bactéria Gluconobacter oxydans 621H.
Em maior ou menor proporgéo, mostraram que ambas as enzimas possuem atividade para
oxidacdo de glicolaldeido. A maior atividade é obtida com a enzima denominada Gox1122, a
qual apresenta melhor atuacdo em aldeidos alifaticos de cadeia curta e utiliza NADP como
cofator (SCWEIGER, VOLLAND & DEPPENMEIER, 2007).

De modo genérico, é possivel afirmar, com base nos estudos anteriores especificados
para a bactéria Gluconobacter oxydans, que a conversdo oxidativa de etilenoglicol a &cido
glicolico por bactérias acéticas € dividida em duas etapas. A primeira delas é realizada
exclusivamente pela enzima alcool desidrogenase ligada a membrana (mMADH) e compreende
a formacdo de glicolaldeido. A segunda etapa pode ser realizada pela enzima aldeido
desidrogenase também ligada a membrana (mMALDH) e por enzimas soltveis no citoplasma
celular com habilidade de oxidar aldeido (ALDH). Assim, ocorre a conversédo de glicolaldeido
ao produto final, &cido glicolico. Portanto, de acordo com a via metabdlica, por
estequiometria, é possivel produzir 1 mol de acido glicélico a partir de 1 mol de etilenoglicol.

As enzimas atuantes no processo podem operar em ampla faixa de substratos sendo,

portanto, inespecificas (WElI et al., 2012). O processo mais provavel é descrito na Figura 15.

O
OH mADH mALDH
HO
Etilenoglicol Glicolz||ldeido ALDH Acido ngicélico
NADPH

Figura 15: Bioconversdo provavel de etilenoglicol a &cido glicélico por bactérias acéticas do género
Gluconobacter
mADH - enzima alcool desidrogenase ligada a membrana; mALDH — enzima aldeido desidrogenase ligada a
membrana; ALDH — enzima aldeido desidrogenase soltivel; NADP* e NADPH — fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina oxidado e reduzido, respectivamente.
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3. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

O éacido glicolico é uma molécula da Quimica Fina de significativa importancia
industrial, principalmente quando se refere a formulacdo de produtos de cuidado pessoal. A
fim de acompanhar a demanda crescente, nos Gltimos anos, novas tecnologias de producao de
acido glicolico tém sido desenvolvidas. Entre elas, solu¢bes ambientalmente sustentaveis tém
atraido destaque especial.

A producdo de &cido glicolico atual é majoritariamente realizada por via quimica a
partir de derivados do petréleo. Por rota bioquimica, é possivel produzir o &cido organico,
entre alternativas, pelo metabolismo de oxidacdo incompleta do etilenoglicol por bactérias
aceticas. Para que o processo seja completamente alternativo e independente de fontes
petroquimicas, além de renovavel e sustentavel, o substrato, etilenoglicol, pode ser produzido
por catalise quimica de biomassas vegetais, como a celulose e o glicerol, e por etileno
produzido a partir de bioetanol gerado por fermentacdo a partir de matérias-primas sacarineas,

amilaceas ou lignocelulosicas.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivos:

GERAL:

» Auvaliar a capacidade de producdo de acido glicolico a partir de etilenoglicol por

bactérias acéticas de diferentes géneros e desenvolver um processo biotecnolédgico de sintese

do &cido orgénico pela avaliagdo dos pardmetros envolvidos na bioconverséo.
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ESPECIFICOS:

e Avaliar o crescimento em diferentes fontes de carbono e a producdo de acido
glicolico a partir de etilenoglicol por quatro espécies de acetobactérias (Acetobacter aceti
INCQS 00206, Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174, Gluconobacter
oxydans CCT 0552 e Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064);

e Selecionar a linhagem de melhor crescimento e maior eficiéncia de conversdo de
etilenoglicol a acido glicdlico;

e Examinar fatores associados ao processo, como temperatura, pH e concentracéo
celular, definindo-os em niveis adequados e vidveis experimentalmente;

e Empregar técnica de planejamento experimental para melhoramento do meio de
bioconversdo com a linhagem selecionada;

e Investigar possivel efeito inibitério do substrato e do produto na atividade
microbiana;

e Auvaliar a atividade e a possibilidade de reutilizacdo celular para producéo de acido
glicolico;

e Definir a melhor forma de conducgéo do processo;

e Conduzir as etapas de crescimento celular e bioconversdo em biorreator

instrumentado, agitado pneumaticamente, para controle eficiente das variaveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos que compdem esta dissertacdo foram divididos em duas etapas,
ambas realizadas nas dependéncias dos Laboratérios de Desenvolvimento de Bioprocessos
(LADEBIO) da Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro
- RJ.

A primeira fase consistiu na selecdo da linhagem de maior crescimento e melhor
producdo de é&cido glicdlico. A segunda, que da continuidade a primeira, j& com o
microrganismo selecionado (Gluconobacter oxydans CCT 0552), baseou-se na analise de
fatores essenciais a bioconversdao e no melhoramento da geracdo biotecnolégica de acido
glicolico a partir de etilenoglicol. Todos os materiais e as metodologias utilizados serdo

devidamente descritos a seguir.

4.1. MICRORGANISMOS, SUBSTRATOS E PRODUTO

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram adquiridos liofilizados, pelo
LADEBIO, dos bancos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salude da
Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS — FIOCRUZ) e da Colecdo de Culturas Tropical da
Fundagdo André Tosello (CCT), a saber:

 Acetobacter aceti INCQS 00206 (referéncia ATCC 23747);

* Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174;

* Gluconobacter oxydans CCT 0552 (referéncia ATCC 621);

* Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064 (referéncia ATCC 23767).
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Os substratos foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich e séo eles: D-Manitol >98% e
etilenoglicol >99% (ReagentPlus®) para composicdo dos meios de crescimento celular e de
bioconversdo, respectivamente. Para que o presente trabalho pudesse ser concluido, D-
Manitol >98% foi ainda gentilmente cedido pela empresa Ingredion Brasil Ingredientes
Industriais Ltda. Além disso, adquiriu-se, também da empresa Sigma-Aldrich, &cido glicélico
99% (ReagentPlus®) para avaliacdo do efeito inibitério do produto no processo de

bioconverséo, descrito no item 4.13.
4.2. METODOS ANALITICOS
4.2.1. Analise da Correlacdo Linear Entre Concentracdo de Células e Absorvancia

A concentracdo celular de cada linhagem foi analisada por turbidimetria, técnica em
que a massa seca de células é correlacionada linearmente com a absorvancia obtida em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV 1800) a 600 nm.

Para determinacdo da massa seca, as quatro linhagens foram ativadas em meio
contendo 25 g/L D-manitol, 5 g/L extrato de levedura e 3 g/L peptona. Frascos Erlenmeyer de
volume nominal de 500 mL e volume reacional de 200 mL foram incubados em agitador
Shaker (New Brunswick ™ Innova® 44) a 28°C e 200 rpm. Os cultivos foram conduzidos até
metade da fase exponencial de crescimento e o tempo de ativacdo foi variado de acordo com a
linhagem, sendo de 28 horas para A. aceti, 12 horas para G. oxydans e G. oxydans subsp.
suboxydans e 16 horas para Ga. xylinus. Aliquotas de 10 mL das suspensdes celulares obtidas
foram pipetadas, em triplicata, em tubos Falcon de 15 mL. Os tubos foram, entéo,
centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos para retirada do sobrenadante. As células foram
suspendidas em agua para lavagem e o processo de centrifugacdo foi repetido para nova
retirada do sobrenadante. Os tubos foram levados a estufa a 50°C até que a massa
permanecesse constante.

Para elaboracdo da curva de regresséo linear padréo, véarias diluicdes foram preparadas
a partir da mesma suspenséo celular utilizada para determinagéo da massa seca. As dilui¢des
foram avaliadas em espectrofotbmetro a 600 nm e os valores de absorvancia foram
correlacionados linearmente com a massa seca de células. As curvas de correlacéo linear para

cada bactéria estdo apresentadas na Figura 16, Figura 17, Figura 18 e Figura 19.
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Figura 16: Regresséo linear e coeficiente de determinacdo para a quantificacdo de biomassa da linhagem
Acetobacter aceti INCQS 00206 pelo método da turbidimetria. Absorvancia a 600 nm
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Figura 17: Regresséo linear e coeficiente de determinacdo para a quantificacdo de biomassa da linhagem
Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 pelo método da turbidimetria. Absorvancia a 600 nm
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Figura 18: Regresséo linear e coeficiente de determinacdo para a quantificacdo de biomassa da linhagem
Gluconobacter oxydans CCT 0552 pelo método da turbidimetria. Absorvancia a 600 nm
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Figura 19: Regresséo linear e coeficiente de determinacdo para a quantificacdo de biomassa da linhagem
Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064 pelo método da turbidimetria. Absorvancia a 600 nm
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4.2.2. Analise de Acido Glicdlico e Etilenoglicol

As concentracdes de acido glicolico e etilenoglicol foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As analises foram efetuadas em
cromatografo liquido Shimadzu e os analitos foram separados pela coluna Aminex HPX-87H
(300 x 7,8 mm, Bio-Rad) e quantificados por um detector de indice de refracdo (RID). A
coluna foi aquecida a 55°C e a fase mdvel utilizada foi H,SO4 5 mM em fluxo de 0,6 mL/min.
As concentracdes de acido glicélico e etilenoglicol foram calculadas baseadas em uma curva

padrdo e o cromatograma tipico da determinacdo de ambos esta apresentado na Figura 20.
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Figura 20: Cromatograma tipico de determihagéo de acido glicélico e etilenoglicol por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia

4.2.3. Andlise de Células, Acido Glicélico e Etilenoglicol nos Meios de Crescimento

Celular e Bioconversao

Para determinacdo das concentracGes de célula, acido glicolico e etilenoglicol nos
meios de crescimento e bioconversao, aliquotas de 1 mL foram centrifugadas a 4000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para analise de acido glicélico e etilenoglicol por
CLAE. De modo que todos analitos estivessem em concentracdo entre 0,5 g/L e 10 g/L para
satisfazer a curva padrdo do equipamento, as amostras foram diluidas em agua deionizada.

Apbs a retirada completa do sobrenadante, as células foram suspendidas e, caso

necessario, diluidas em &gua deionizada para analise em espectrofotdmetro a 600 nm. Agua
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deionizada foi ainda utilizada para zerar o equipamento e o resultado, em absorvéncia, foi
comparado com a curva de regressdo linear de acordo com a bactéria e, entdo, convertido a

concentracdo de massa seca de células.
4.2.4. Analise da Pureza das Linhagens e do Aspecto Microscépico

A auséncia de contaminacdo no crescimento dos microrganismos e na producdo de
acido glicolico foi avaliada pelo método de coloracdo de Gram. A técnica consiste em gotejar
a amostra contendo as células em uma I&mina de vidro e secar em bico de Bunsen. Em
seguida, aplicam-se as solucdes de cristal violeta (Gram 1), de iodo inorganico (Gram Il), de
alcool 95% (Gram I1II) e de fucsina (Gram 1V), nesta ordem. Cada reagente é deixado na
lamina por um minuto e, entre um e outro, € feito lavagem com agua deionizada. Ao final, a
lamina é novamente rinsada com agua deionizada e seca em bico de Bunsen. O resultado da

técnica de coloragdo de Gram foi observado em microscopio eletrdnico (Leica DM2000).
4.3. CALCULO DOS PARAMETROS PARA AVALIACAO DO PROCESSO

Os parametros avaliados durante o processo de crescimento celular foram os tempos
de ativacdo e propagacao, a taxa especifica de crescimento e o tempo de duplicacdo. Para o
crescimento em etilenoglicol, o fator de rendimento Yxs e a reducdo percentual de substrato
também foram analisados. J& no processo de producdo de &cido glicélico a partir de
etilenoglicol, avaliaram-se a concentracdo final de acido glicolico, o fator de rendimento Ypss,
a produtividade volumétrica Qp, a reducdo percentual de substrato e a eficiéncia de
bioconverséo.

Os tempos de ativacdo e de propagacao foram determinados como sendo o tempo da

metade da fase exponencial de crescimento.
A taxa especifica de crescimento foi determinada pela Equagéo 1:

1 dX
= — X —

X dt
Equagéo 1

il

Em que:
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W: Taxa especifica de crescimento (h™);
X: Concentracgdo de células (g/L);
t: Tempo (h).

O tempo de duplicacéo foi obtido pela Equagéo 2:

In(2
., =N
1
Equagéo 2

Em que:
tq: Tempo de duplicacéo (h);

H: Taxa especifica de crescimento (h™).

O fator de rendimento Yxs para o crescimento celular em etilenoglicol foi

determinado pela Equacéo 3:

X - XO
s =55
Equacao 3

Em que:

Yxs: Fator de rendimento de producéo celular (geeuia/Gsubstrato);
X: Concentracdo celular final (g/L);

Xo: Concentracdo celular inicial (g/L);

S: Concentragéo de substrato final (g/L);

So: Concentracdo de substrato inicial (g/L).

A reducdo percentual de substrato (RPS) para o etilenoglicol foi calculada pela
Equacao 4:

S
© %100

RPS (%) =
0

Equagéo 4

Em que:
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RPS: Reducéo percentual de substrato (%);
S: Concentracéo de substrato final (g/L);
So: Concentracdo de substrato inicial (g/L).

O fator de rendimento Yps para a producédo de acido glicélico foi obtido pela Equagéo

5.
Voo = P — P,
P/s So—S
Equacéo 5

Em que:

Ypss: Fator de rendimento de produgdo de acido glicélico em relagdo ao consumo de
substrato (Jproduto/Jsubstrato));

P: Concentracdo de produto final (g/L);

Po: Concentracao produto inicial (g/L);

S: Concentragéo de substrato final (g/L);

So: Concentracdo de substrato inicial (g/L).

A produtividade volumétrica ou taxa de formacao de produto foi obtida pela Equacéo

P — P,
Qp = t

Equacao 6

Em que:

Qp: Produtividade volumétrica de produto (gL*h™);
P: Concentragéo de produto final (g/L);

Po: Concentracdo de produto inicial (g/L);

t: Tempo de conversdo (h).

Por ultimo, a eficiéncia de bioconversao foi calculada de acordo com a via metabdlica
de producéo de acido glicolico a partir de etilenoglicol, considerando, por estequiometria, que

1 mol de etilenoglicol é capaz de produzir 1 mol de acido glicdlico. A produgéo teorica foi
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determinada supondo que todo o substrato inicial foi consumido e convertido no produto de
interesse. A Equagdo 7 apresenta o célculo para eficiéncia de bioconversao.

Pr
Equacéo 7

Po

EB = x 100

Em que:

EB: Eficiéncia de bioconversao (%);

P: Concentracdo de produto final (g/L);

Po: Concentracdo de produto inicial (g/L);

Pr: Concentracdo de produto tedrico (g/L), considerando 100% de consumo de

substrato e 100% de conversao de substrato a produto.

4.4. REATIVACAO DAS CELULAS LIOFILIZADAS E PREPARO DO ESTOQUE DAS
BACTERIAS ACETICAS

Todas as cepas liofilizadas adquiridas foram entregues em ampolas de vidro
devidamente vedadas. A abertura das ampolas para reativacdo de cada bactéria foi feita
separadamente, em ambiente estéril, para que ndo houvesse riscos de contaminagdo cruzada,
de modo a garantir a pureza de cada linhagem.

Cada ampola, inicialmente, teve sua superficie externa desinfetada com alcool etilico
70%. Entdo, o rompimento do vidro foi realizado por choque térmico, alternando-se
passagens da ampola em fogo (bico de Bunsen) e em gotejamento de dgua deionizada estéril
gelada. Apos a abertura, 1 mL do meio de crescimento foi adicionado para reidratacdo e
suspensdo celular, por cerca de 10 minutos. O contetdo foi transferido para Erlenmeyer de 50
mL contendo 15 mL de meio de cultura liquido. As linhagens foram incubadas em Shaker
(New Brunswick™ Innova® 44) em condices ideais de crescimento, determinadas pelos
bancos de culturas.

ApoOs observacdo de turvacdo, as culturas crescidas foram propagadas em frascos
Erlenmeyer de volume nominal de 500 mL e volume reacional de 150 mL, contendo 10%
(v/v) do meio de reativagdo (todo o contetdo do frasco). Novamente, os frascos foram
incubados em Shaker para crescimento e, quando a turvagdo foi observada, as células foram

centrifugadas assepticamente, para recuperacdo, a 10000 rpm por 10 minutos a 10°C. O
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sobrenadante foi retirado e as células foram suspendidas em metade de seu volume inicial (75
mL), em meio caldo manitol complementado com 20% (v/v) de glicerol estéril, agente
crioprotetor para congelamento e armazenamento das culturas. A nova suspensao foi
distribuida em criotubos estéreis de 2 mL, estocados por 24 horas a -20°C para adaptacao e,
posteriormente, a -80°C. Para as etapas posteriores, o contetdo de dois criotubos foi utilizado
como inoculo.

Assim que a linhagem foi selecionada, um novo estoque, mais concentrado, foi
preparado para a bactéria de interesse, Gluconobacter oxydans CCT 0052. As células foram
ativadas em frascos Erlenmeyer de volume nominal de 500 mL e volume reacional de 200
mL. Apds incubacdo em Shaker, a 200 rpm e 28°C por 16 horas, o conteudo de 3 frascos (600
mL) foi centrifugado nas mesmas condicBes anteriores e suspendido em 100 mL de meio de
cultivo complementado com 20% (v/v) de glicerol estéril. A partir de entdo, apenas um

criotubo passou a ser utilizado como inéculo.

4.5. PREPARO E COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTIVO

O meio de hidratagdo, manutengdo e crescimento das bactérias de &cido acético
utilizadas neste trabalho foi 0 meio recomendado pelos bancos da Fundacdo André Tosello e
da Fundacdo Oswaldo Cruz, além dos bancos internacionais American Type Culture
Collection (ATCC) e Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSM2Z) e esta apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Composi¢do do meio de crescimento e manutencdo recomendado para bactérias de acido acético

Componente Concentracéo
D-Manitol 25 g/L
Extrato de Levedura 59/L
Peptona 3g/L

Em cada preparo, os componentes foram pesados em balanca semi-analitica e
dissolvidos em agua deionizada. Todos 0s meios, apos solubilizagdo completa, foram
transferidos para recipientes apropriados (Erlenmeyer e frascos de penicilina), fechados com
tampdes espumados, cobertos com papel jornal ou aluminio e esterilizados em autoclave por
15 minutos a 121°C (1 atm).

A agitacdo do Shaker foi mantida em 200 rpm para todas as culturas. As temperaturas

de incubacdo foram variadas de acordo com as recomendacdes de crescimento para cada
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linhagem a partir do banco de cultura de obtencéo das mesmas e estdo apresentadas na Tabela
8.

Tabela 8: Temperatura de incubacdo para cada microrganismo de acordo com o banco de cultura de origem

Microrganismo Temperatura
Acetobacter aceti INCQS 00206 26°C
Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 28°C
Gluconobacter oxydans CCT 0552 28°C
Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064 30°C

46. AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NO CRESCIMENTO
MICROBIANO

Da Tabela 8, é possivel observar que as temperaturas de incubacéo variam entre 26°C
e 30°C a depender do microrganismo analisado. A fim de avaliar o efeito da temperatura no
crescimento microbiano, células das quatro bactérias estudadas foram ativadas em Shaker por
24 horas sob agitacdo de 200 rpm a 26°C, 28°C e 30°C.

Os ensaios foram realizados em duplicata em frascos de penicilina de 50 mL contendo
20 mL de meio de crescimento. O in6culo utilizado, neste caso, foi de 700 pL do contetido do
criotubo. Aliquotas foram retiradas nos pontos inicial e final (Oh e 24h) para andlise de células
por espectrofotometria a 600 nm.

Partindo-se de mesmas concentragdes iniciais, verificadas pelas primeiras
amostragens, as concentracfes celulares finais foram avaliadas estatisticamente no software
STATISTICA, verséo 8.0 (STATSOFT, Inc.).

4.7. ATIVACAO E PROPAGACAO DAS LINHAGENS ESTUDADAS

4.7.1. Andlise da Ativacdo Celular em D-Manitol e em Etilenoglicol

Para ativagdo dos microrganismos utilizados neste trabalho, optou-se por estudar o
comportamento cinético de todos na presenca de D-manitol, fonte de carbono original do
meio de crescimento, e de etilenoglicol, substrato empregado no processo de bioconversao.

Os meios foram preparados em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de
volume reacional com a fonte de carbono em concentragéo inicial de 25 g/L, suplementada
com extrato de levedura e peptona, como descrito na Tabela 7. Os cultivos foram realizados

em duplicata e mantidos a 28°C e 200 rpm em agitador Shaker. Aliquotas de 1 mL foram
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retiradas em intervalos de tempo pré-determinados (a cada 4 horas) para analise de células e
etilenoglicol, como especificado no item 4.2.3. Ao meio de ativacéo, adicionou-se o contetdo

de dois criotubos como inéculo.

4.7.2. Andlise da Propagacéo Celular em D-Manitol e em Etilenoglicol

A propagacdo das cepas estudadas foi analisada, mais uma vez, em presenca de D-
manitol e de etilenoglicol, em concentracdes de 25 g/L. As condi¢bes empregadas foram
similares aquelas da etapa de ativacdo celular (frascos Erlenmeyer de volume nominal de 500
mL contendo 200 mL de meio a 28°C e 200 rpm em Shaker). O inbculo aplicado para
avaliacdo cinética de propagacao celular, tanto em D-manitol quanto em etilenoglicol, foi de
10% (v/v) do cultivo de ativagdo contendo D-manitol como fonte exclusiva de carbono. O
tempo de ativagéo foi variado de acordo com a linhagem, sendo de 28 horas para A. aceti, 12
horas para G. oxydans e G. oxydans subsp. suboxydans e 16 horas para Ga. xylinus. Os
cultivos também foram realizados em duplicata, com retirada de amostras de 1 mL a cada 4

horas para analise de células e de etilenoglicol.

4.7.3. Ativagdo e Propagacdo dos Microrganismos para o Estudo da Bioconversdo de
Etilenoglicol a Acido Glicolico

Todos os ensaios de bioconversdo de etilenoglicol a acido glicélico realizados no
presente trabalho foram conduzidos com células crescidas, tanto em etapa de ativacdo quanto
de propagacdo, em presenca de D-manitol (25 g/L) como fonte exclusiva de carbono. O
crescimento microbiano foi realizado em frascos Erlenmeyer de volume nominal de 500 mL e
volume reacional de 200 mL em Shaker a 28°C e 200 rpm.

Para os ensaios do item 4.8, as células dos diferentes microrganismos foram apenas
ativadas até metade da fase exponencial de crescimento, por tempo variado de acordo com a
linhagem, sendo de 28 horas para A. aceti, 12 horas para G. oxydans e G. oxydans subsp.
suboxydans e 16 horas para Ga. xylinus. Para 0s ensaios seguintes, ja com a bactéria
selecionada (Gluconobacter oxydans CCT 0552), as células foram ativadas e propagadas por
12 horas e 16 horas, respectivamente.

Apbs o tempo necessario de cultivo, o meio foi centrifugado a 10000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi, entdo, retirado e as células foram suspendidas nos meios de

bioconversdo de etilenoglicol a acido glicolico. A fim de elevar a taxa de consumo de
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etilenoglicol e de producéo de &cido glicolico, o inoculo foi concentrado em especificacOes
relatadas em cada uma das segdes a seguir.

4.8. ESTUDO DA BIOCONVERSAO DE ETILENOGLICOL A ACIDO GLICOLICO POR
BACTERIAS ACETICAS

O estudo comparativo de avaliacdo da capacidade de producdo de acido glicdlico a
partir de etilenoglicol pelas bactérias acéticas aqui estudadas foi realizado em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio reacional.

Os experimentos foram conduzidos em Shaker a 28°C e 200 rpm, com pH inicial 6,
alcancado por tamponamento com fosfato de potassio monobaésico (KH,PO,, 136,086 g/mol)
e fosfato de potassio dibasico (K,;HPQO4, 174,2 g/mol) 0,1M. Para primeira avaliacdo, o pH 6
foi selecionado por ser proximo ao pH original do meio de crescimento e manutencéo celular.

O processo de bioconversdo foi conduzido por 72 horas, com retirada de aliquotas de 1
mL em intervalos de tempo estipulados previamente para analise de células, etilenoglicol e
acido glicdlico. A concentracao tedrica inicial de substrato (etilenoglicol) empregada foi de 25
g/L em todos os experimentos. Suplementacdo de extrato de levedura e peptona foi
adicionada ao meio em concentragcdo semelhante aquela do meio de crescimento (5 g/L e 3
g/L, respectivamente). E, para que baixa concentracdo celular ndo fosse fator limitante, o
indculo utilizado em cada experimento foi de 5 g/L de células, conforme descrito no item
4.7.3. Para o0 ensaio contendo o microrganismo Acetobacter aceti INCQS 00206, indculo de 3
g/L foi empregado. Para atingir tais concentracBes celulares, utilizou-se o conteudo de 400
mL do meio de ativagdo contendo D-manitol como fonte de carbono, em tempos variados de

acordo com o microrganismo.

4.9. SELECAO DA LINHAGEM DE MELHOR CRESCIMENTO E PRODUCAO DE
ACIDO GLICOLICO

Com os perfis cinéticos de ativacdo e propagacdo celular e de bioconversdo, realizou-
se a selecdo da linhagem de melhor crescimento e producéo de acido glicolico. Os parametros
avaliados durante o processo de crescimento celular e de sintese de acido glicolico, calculados

conforme mostrado no item 4.3, estdo listados na Tabela 9.
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Tabela 9: Pardmetros avaliados para sele¢do da linhagem

Crescimento celular Producéo de 4cido glicolico a partir de etilenoglicol
Tempo de ativagdo/propagacéo Concentragdo de acido glicélico
Taxa especifica de crescimento Fator de rendimento Yp;s
Tempo de duplicacéo Produtividade volumétrica Qp
Fator de rendimento Yy Reducéo percentual de substrato
Reducdo percentual de substrato Eficiéncia de bioconversao

A partir de aqui, todos os experimentos foram conduzidos utilizando-se apenas uma

das bactérias estudadas preliminarmente: Gluconobacter oxydans CCT 0552.

4.10. AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO CELULAR NA PRODUCAO DE ACIDO
GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA BACTERIA Gluconobacter oxydans
CCT 0552

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentracdo celular no processo de
obtengdo do produto de interesse a partir de etilenoglicol por Gluconobacter oxydans CCT
0552, foram realizados trés experimentos, todos em duplicata, com diferentes concentragoes
celulares. Os meios foram preparados em frascos Erlenmeyer de volume nominal de 125 mL e
volume reacional de 50 mL, contendo teoricamente 15 g/L de etilenoglicol e suplementacéo
de extrato de levedura e peptona em concentracfes de 5 g/L e 3 g/L, respectivamente. As
condigdes foram ajustadas a 28°C e 200 rpm em Shaker e pH inicial 6, mais uma vez
alcancado por tamponamento com KH,PO, e K;HPO, 0,1M. Amostras de 1 mL foram
retiradas em intervalos de tempo pré-determinados por 50 horas para determinacédo de células,
etilenoglicol e &cido glicdlico.

O fator de interesse foi avaliado em trés niveis, 1,02+0,00 g/L, 3,50+0,13 g/L e
6,16£0,88 ¢/L, os quais foram denominados baixa, média e alta concentracdo celular,
respectivamente. As concentracdes celulares foram alcancadas por centrifugacdo, nesta

ordem, de 100 mL, 200 mL e 400 mL do meio de propagagdo em D-manitol.

4.11. AVALIACAO DO pH NA PRODUCAO DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE
ETILENOGLICOL PELA BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552

Para avaliar o efeito do pH na geracdo de acido glicélico por Gluconobacter oxydans
CCT 0552, concomitantemente aos testes de analise da concentragdo celular, foram realizados
também trés experimentos, todos em duplicata, com diferentes valores de pH inicial do meio.

Os meios foram preparados em frascos Erlenmeyer de volume nominal de 125 mL e volume
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reacional de 50 mL, contendo teoricamente 15 g/L de etilenoglicol e complemento de 5 g/L
de extrato de levedura e 3 g/L peptona. As condic¢des de bioconversdo foram ajustadas a 28°C
e 200 rpm em Shaker. Amostras de 1 mL foram retiradas em intervalos de tempo pre-
determinados por 50 horas para determinacao de células, etilenoglicol e acido glicélico. As
concentracdes celulares foram obtidas a partir de centrifugagdo de 100 mL do meio de
propagacdo em D-manitol e variaram, nos ensaios, entre 0,8 e 1,6 g/L.

O fator de interesse foi avaliado em trés niveis, pH inicial 5, 6 e 7, todos ajustados por

tamponamento com fosfato de potassio monobaésico (KH,PQO,) e dibasico (K;HPO,) 0,1M.

4.12. AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO DE LEVEDURA E DA PEPTONA NA
PRODUCAO DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA
BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552

Visando melhorar a producéo de acido glicélico e avaliar o efeito da suplementacdo de
extrato de levedura e peptona no meio de bioconversdo, realizou-se um planejamento fatorial
de dois niveis e trés fatores (2°) com trés repeticdes do ponto central, totalizando 11
experimentos. Os fatores avaliados na producéo de &cido glicolico foram etilenoglicol, extrato
de levedura e peptona. A variavel de resposta mensurada foi a concentracéo de &cido glicolico
(9/L) em 48 horas de processo.

Os experimentos foram conduzidos em Shaker a 28°C e 200 rpm em frascos
Erlenmeyer de 125 mL de volume nominal contendo 50 mL de volume reacional com pH
inicial 7, ajustado com tampdo de fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,) e dibasico
(K2HPQO,4) 0,1M. Para garantir que o mesmo inoculo, de 2 g/L, fosse adicionado a todos 0s
frascos, 1600 mL do meio de propagacdo foram centrifugados e as células foram suspendidas
em 150 mL de tampédo pH 7 (0,1 M) e, entdo, 10 mL foram pipetados aos frascos ja contendo
40 mL de volume reacional. A quantificacdo de substrato e produto foi obtida por CLAE e a
concentracéo celular por turbidimetria.

Os niveis do planejamento experimental sdo apresentados em valores reais e
codificados na Tabela 10. Os valores codificados de -1, 0 e +1 representam, nesta ordem, os
pontos de minimo, central e de maximo. A matriz do planejamento em valores reais é
apresentada na Tabela 11.

O tratamento estatistico dos dados foi realizado no software STATISTICA, versao 8.0
(STATSOFT, Inc.).
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Tabela 10: Fatores e niveis usados no planejamento fatorial 2° com triplicata do ponto central

Ponto de Minimo Ponto Central Ponto de Maximo
Fator (g/L) 1 0 +1
Etilenoglicol 0,0 15,0 20,0
Extrato de levedura 0,0 2,5 5,0
Peptona 0,0 15 3,0

Tabela 11: Matriz do planejamento fatorial 2° com triplicata do ponto central

Corrida Etilenoglicol (g/L) Extrato de Levedura (g/L) Peptona (g/L)
1 10,0 0,0 0,0
2 20,0 0,0 0,0
3 10,0 5,0 0,0
4 20,0 5,0 0,0
5 10,0 0,0 3,0
6 20,0 0,0 3,0
7 10,0 5,0 3,0
8 20,0 5,0 3,0
9 15,0 2,5 15
10 15,0 2,5 15
11 15,0 2,5 15

4.13. AVALIACAO DO EFEITO DO SUBSTRATO E DO PRODUTO NA PRODUCAO
DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA BACTERIA
Gluconobacter oxydans CCT 0552

A fim de investigar o efeito do substrato na producédo de acido glicolico pela bactéria
Gluconobacter oxydans CCT 0552, foram realizados experimentos, por 72 horas, em frascos
Erlenmeyer de volume nominal de 125 mL com 50 mL de volume reacional em diferentes
concentracdes de etilenoglicol: 0, 10 g/L, 25 g/L, 50 g/L, 75 g/L e 100 g/L. Ademais, para
examinar o possivel efeito inibitorio do produto no meio de bioconversdo, foram realizados
experimentos em condi¢es semelhantes com concentragdo de etilenoglicol de 10 g/L e
adicdo de diferentes concentragdes de acido glicdlico externo: 0, 25 g/L, 50 g/L e 100 g/L.

Todos os testes foram realizados em Shaker a 28°C e 200 rpm e pH inicial 7, ajustado
com tampao de fosfato de potassio monobésico (KH,PO,) e dibasico (K;HPO,) 0,2M. Nestes
experimentos, diferentemente dos anteriores, optou-se por aumentar a molaridade da solugéo
tampdo, visto que as concentracGes mais elevadas de etilenoglicol, em teoria, poderiam levar
a uma maior producdo de acido, o que auxiliaria em uma maior diminui¢do do pH do meio,
necessitando, assim, o0 uso de um meio tamponado mais forte.

Para garantir que o mesmo inoculo (2 g/L) fosse adicionado a todos os frascos,
novamente 1600 mL do meio de propagacdo foram centrifugados e as celulas foram
suspendidas em 150 mL de tampé&o pH 7 (0,2 M) e, entdo, 10 mL foram pipetados aos frascos

ja contendo 40 mL de volume reacional. Nestes ensaios, ndo houve adi¢do de extrato de
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levedura e peptona ao meio de bioconversdo. Amostras foram retiradas em periodicidade
estipulada previamente para quantificacdo de substrato e de produto por CLAE e de células

por turbidimetria.

4.14. AVALIAC;AO DA ATIVIDADE CELULAR EM BATELADAS SEQUENCIAIS DE
PRODUC;AO DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA
BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552

Com o objetivo de examinar a atividade celular e, consequentemente, a possibilidade
de reutilizacdo da bactéria Gluconobacter oxydans CCT 0552 em bateladas sequenciais de
producdo de acido glicdlico a partir de etilenoglicol, ensaios foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 125 mL de volume nominal contendo 50 mL de volume reacional.

Os experimentos foram realizados em duplicata em Shaker a 28°C e 200 rpm e pH
inicial 7, ajustado com tampdo de fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,) e dibasico
(KoHPO4) 0,1M. In6culo de 2 g¢/L de células foi novamente adicionado ao meio de
bioconversdo contendo aproximadamente 10 g/L de etilenoglicol. Apo6s 24 horas, as células,
ja em contato com etilenoglicol, foram novamente centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos
e transferidas para um novo meio de producdo, também contendo 10 g/L do substrato. Depois
de mais 24 horas, o processo foi repetido, totalizando 72 horas de ensaio e trés bateladas
sequenciais. Aliquotas foram retiradas nos pontos iniciais e finais de cada batelada para
analise de células, etilenoglicol e acido glicolico e comparacdo da eficiéncia celular em cada

etapa do processo.

4.15. AVALIACAO DA FORMA DE CONDUCAO DO PROCESSO DE PRODUCAO DE
ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA BACTERIA Gluconobacter
oxydans CCT 0552

Com o proposito de comparar o processo de bioconversdo em batelada e batelada
alimentada para definir a melhor estratégia de conducdo, experimentos foram executados em
frascos Erlenmeyer de 500 mL de volume nominal contendo 225 mL de volume reacional.

Os experimentos foram realizados em duplicata em Shaker a 28°C e 200 rpm e pH
inicial 7, ajustado com tampdo de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) e dibasico
(Ko;HPO,4) 0,1M. Os ensaios foram conduzidos por 72 horas com retiradas de amostras em

periodos pré-definidos para avaliacdo de células, etilenoglicol e acido glicolico. O processo
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em batelada foi realizado com concentracgdo inicial de etilenoglicol de 30 g/L, enquanto o
processo em batelada alimentada foi realizado com concentracéo inicial de etilenoglicol de 10
g/L com duas alimentacdes de 10 g/L em 24 e 48 horas, totalizando a mesma concentracao
adicionada na batelada simples.

Inicialmente, as células foram ativadas e propagadas em meio contendo D-manitol, em
condices ja relatadas. O contetdo de 200 mL de meio de propagacéo foi centrifugado e as
células foram, entdo, suspendidas no meio de bioconversdo. Para testar ainda a possibilidade
de conducdo do processo de producdo de acido glicélico no mesmo frasco utilizado para o
crescimento celular, com o intuito de avaliar a economicidade do processo, 0S mesmos
ensaios foram realizados no mesmo frasco Erlenmeyer utilizado para propagacdo celular,
apenas com adicdo de etilenoglicol e solucdo tampéao de pH inicial 7, excluindo a etapa de
centrifugacdo celular. Em todos os experimentos, o indculo da bioconversdo foi de

aproximadamente 1 g/L.

4.16. CRESCIMENTO DA BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552 E PRODUCAO
DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL EM BIORREATOR
INSTRUMENTADO

A fim de avaliar tanto o crescimento da bactéria Gluconobacter oxydans CCT 0552
guanto a producdo de &cido glicolico a partir de etilenoglicol em condicdes controladas de pH,
temperatura e aeracdo, ensaios de propagacdo celular e bioconversdo foram realizados em
biorreator instrumentado e pneumaticamente agitado do tipo coluna de bolhas (Figura 21),
com volume nominal de 10 L e relag&o altura: diametro 6:1 (Electrolab Biotech Ltd.).

A ativacdo microbiana foi realizada em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200
mL de volume reacional. Os cultivos foram mantidos a 28°C e 200 rpm em Shaker por
aproximadamente 16 horas. Em seguida, a propagacdo celular foi conduzida em biorreator
com volume reacional de 9 L e indculo de 10% (v/v) do meio de ativagcdo. Ambas as etapas de
crescimento celular foram realizadas em meio contendo 25 g/L de D-manitol, 5 g/L de extrato
de levedura e 3 g/L de peptona. Aliquotas foram retiradas a cada cinco horas para analise
microbiana e, ap6s 20 horas, as células, ja em fase estacionaria, foram centrifugadas a 10000
rpm por 15 minutos e suspendidas no meio de bioconversdo. A bioconversdo foi, entéo,
conduzida, também em biorreator, com volume reacional de 5 L, para elevar a concentracao

celular obtida na fase de propagacéo.
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O ensaio de bioconversédo foi executado em meio tamponado com KH,PO,4 e K;HPO,
0,1 M em pH 5, contendo as células suspendidas e o substrato, etilenoglicol. O experimento
foi realizado em batelada alimentada, com adi¢éo do substrato de 10 em 10 g/L, por 48 horas.
Amostras foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados para avaliacdo de células,
de acido glicolico e de etilenoglicol simultaneamente a realizacdo do experimento. As
consideracdes necessarias foram realizadas para normalizar o volume perdido do biorreator
durante o processo de bioconversao.

Em ambas as etapas operadas no biorreator instrumentado, a temperatura do processo
foi mantida em 28°C, a aeracdo foi ajustada de modo a garantir que o oxigénio dissolvido no
meio estivesse sempre 30% acima da saturagdo e o pH foi controlado automaticamente no

valor de 5 com adi¢do de NaOH 8M.
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Figura 21: Biorreator instrumentado e agitado pneumaticamente com volume nominal de 10L e relacdo altura:
diametro 6:1 (Electrolab Biotech Ltd.) utilizado nos experimentos
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente capitulo, os resultados obtidos com o decorrer do projeto serdo
apresentados. A linhagem de melhor crescimento celular e maior producédo de acido glicolico
a partir de etilenoglicol foi selecionada. Em continuidade, experimentos de avaliacdo de
fatores relevantes ao processo de bioconversdao foram, entdo, conduzidos. Analises de
reutilizacdo celular e forma de conducao do processo foram realizadas em frascos agitados e,
finalmente, ensaios de crescimento celular e de producéo de &cido glicélico foram executados
em biorreator instrumentado de agitagdo pneumatica do tipo coluna de bolhas.

A sequir, as discuss@es pertinentes a cada topico serdo devidamente abordadas.

5.1. ASPECTO MICROSCOPICO DAS BACTERIAS ACETICAS

A Figura 22 apresenta a microscopia Otica das células das bactérias de &cido acético
estudadas, coradas pela metodologia de Gram. E possivel confirmar pelo aspecto rosaceo que
se trata de bactérias Gram-negativas, caracterizadas pela estrutura de sua parede celular,
composta por uma ou poucas camadas de peptideoglicana e uma membrana externa de
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas e fosfolipideos (TORTORA, FUNKE & CASE,
2012). Além disso, as imagens permitem ainda avaliar morfologicamente que as linhagens
aqui estudadas possuem, de fato, estrutura de bacilos.

Ao final de cada etapa, a técnica de Gram foi utilizada para comprovar a auséncia de

contaminacédo no crescimento microbiano.
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Figura 22: Microscopia ética de células de acetobactérias coradas pela técnica de Gram
(A) Acetobacter aceti INCQS 00206, (B) Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174, (C)
Gluconobacter oxydans CCT 0552 e (D) Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064.

52. AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NO CRESCIMENTO
MICROBIANO

A Tabela 12 apresenta o crescimento em 24 horas das quatro cepas investigadas
qguando expostas a diferentes temperaturas, sob agitacdo de 200 rpm, partindo-se da mesma
concentracéo celular inicial para cada uma delas.

Nota-se, de antemdo, que, diferentemente das temperaturas recomendadas pelos
bancos de origem dos microrganismos aqui avaliados, a bactéria Acetobacter aceti INCQS
00206 apresenta maior crescimento a 30°C, enquanto as bactérias Gluconobacter oxydans
subsp. suboxydans CCT 0174 e Gluconobacter oxydans CCT 0552 desenvolvem-se melhor a
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26°C. A temperatura ndo parece influenciar significativamente o crescimento da linhagem

Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064, na faixa avaliada.

Tabela 12: Crescimento das bactérias acéticas em diferentes temperaturas (26°C, 28°C e 30°C) em meio
contendo D-manitol (25 g/L), extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L), por 24h, em Shaker a 200 rpm

Microrganismo Temperatura Biomassa celular Biomassa celular
(°C) inicial (g/L) final (g/L)
26 0,62+0,01
A. aceti INCQS 00206 28 0,01+0,00 0,74+0,00
30 0,79+0,00
G. oxydans subsp. gg 0,05:0,00 ﬁgfg'gg
suboxydans CCT 0174 30 1012000
26 1,63+0,02
G. oxydans CCT 0552 28 0,02+0,00 1,58+0,00
30 1,3940,01
26 0,97+0,04
Ga. xylinus CCT 0064 28 0,02+0,00 0,97+0,00
30 0,96+0,01

Para melhor avaliacdo estatistica, os dados obtidos foram aplicados no software
STATISTICA, versdo 8.0 (STATSOFT, Inc.). Como a analise se vincula a um sé fator
(temperatura) em 3 niveis (26°C, 28°C e 30°C) com duas repeticGes de cada um, optou-se por
utilizar a abordagem de Analise de Variancia Univaridvel (ANOVA). A significancia
estatistica foi determinada pelo valor de p menor que 0,05, considerando intervalo de
confianca de 95%.

Na faixa avaliada (26°C a 30°C), a temperatura mostrou-se estatisticamente
significativa no crescimento celular das seguintes linhagens: Acetobacter aceti INCQS 00206
(valor de p = 0,004387), Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 (valor de p =
0,006136) e Gluconobacter oxydans CCT 0552 (valor de p = 0,004971). Por outro lado, o
crescimento da bactéria Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064 €, de fato, semelhante
estatisticamente em qualquer uma das temperaturas avaliadas (valor de p = 0,976991).

A Figura 23 exibe a influéncia da temperatura na concentracdo das quatro
acetobactérias em 24 horas de cultivo.

Como ja discutido pela Tabela 12, a Figura 23 ressalta o maior crescimento da
linhagem Acetobacter aceti INCQS 00206 a 30°C e das bactérias do género Gluconobacter a
26°C. Para apenas uma delas (Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174),
entretanto, o crescimento é consideravelmente divergente daquele observado na temperatura
intermediaria, de 28°C. Ainda assim, para que o0 estudo comparativo de crescimento das

bactérias acéticas pudesse ser mais bem elucidado, optou-se por conduzir todo o processo de
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crescimento das quatro linhagens, além dos estudos de bioconversdo, em temperatura de
28°C.

Microrganismo*Temperatura (*C); LS Means
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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~#&- Acerobacter aceri INCQS 00206; —&- Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174; —%-
Gluconobacter oxydans CCT 0552; -%- Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064

Figura 23: Crescimento das bactérias acéticas em diferentes temperaturas (26°C, 28°C e 30°C) em meio
contendo D-manitol (25 g/L), extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L), por 24h, em Shaker a 200 rpm

5.3. CRESCIMENTO MICROBIANO: AVALIACAO DOS PERFIS CINETICOS DE
ATIVAGCAO E PROPAGACAO DAS BACTERIAS ACETICAS ESTUDADAS

O levantamento dos perfis cinéticos de ativacdo e propagacdo das linhagens aqui
examinadas foi realizado, em frascos, em meios contendo D-manitol ou etilenoglicol como
unica fonte de carbono. D-manitol foi utilizado por se tratar de fonte de carbono ndo
repressora e de recomendacdo dos bancos de microrganismos CCT e INCQS. Ja a
incorporacgdo do etilenoglicol em substituicdo ao D-manitol como fonte de carbono no meio
de crescimento celular ocorreu a fim de se avaliar a multiplicagdo da biomassa microbiana em
presenca do substrato utilizado no processo de bioconversao, propriamente dito.

Os perfis cinéticos obtidos de ativacdo em D-manitol e em etilenoglicol sdo
apresentados na Figura 24 e na Figura 25, respectivamente. Ja a Tabela 13 e a Tabela 14
mostram 0s parametros associados ao crescimento microbiano na etapa de ativagdo em D-

manitol e em etilenoglicol.
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Figura 24: Perfil cinético de ativacdo das bactérias acéticas em D-manitol (25 g/L) como Unica fonte de
carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm
Legenda: e Acetobacter aceti INCQS 00206; e Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174; e
Gluconobacter oxydans CCT 0552; e Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064.

Tabela 13: Pardmetros associados ao crescimento microbiano na etapa de ativagdo em presenca de D-manitol
(25 g/L) como fonte Gnica de carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm

. Ativacdo M ty
Linhagem (h) (hh) ()

A. aceti INCQS 00206 28 0,102 6,8

G. oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 12 0,147 47
G. oxydans CCT 0552 12 0,189 3,7

Ga. xylinus CCT 0064 16 0,129 5,4

M: taxa especifica de crescimento e t4: tempo de duplicagdo
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Figura 25: Perfil cinético de ativacéo das bactérias acéticas em etilenoglicol (25 g/L) como Unica fonte de
carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm
Legenda: e Acetobacter aceti INCQS 00206; e Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174; e
Gluconobacter oxydans CCT 0552; e Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064.
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Tabela 14: Pardmetros associados ao crescimento microbiano na etapa de ativagdo em presenca de etilenoglicol
(25 g/L) como fonte Gnica de carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm

. Ativagdo i ty RPS Yxs

Hinhagem (h) ) () (%) (gl

A. aceti INCQS 00206 12 0,134 5,2 3,55% 0,16

G. oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 10 0,164 4,2 11,20% 0,10
G. oxydans CCT 0552 8 0,307 2,2 18,25% 0,08

Ga. xylinus CCT 0064 12 0,156 4.4 17,90% 0,04

|: taxa especifica de crescimento, t4: tempo de duplicacdo, RPS: reducédo percentual de substrato e Y ys:
rendimento de células em relacdo ao substrato consumido.

Primeiramente, constata-se que, independentemente da fonte de carbono escolhida, a
fase de aclimatacdo celular (fase Lag) € de aproximadamente 4 horas para todas as situacdes,
exceto para a ativacdo em D-manitol da linhagem Acetobacter aceti INCQS 00206. Ao listar
as principais caracteristicas de acetobactérias, YAMADA (2016) e GLUILLAMON & MAS
(2017) apontam que bactérias do género Acetobacter crescem muito lentamente em meio
contendo D-manitol (Tabela 6). De fato, o desenvolvimento da biomassa microbiana da cepa
Acetobacter aceti INCQS 00206 ocorreu mais lentamente. Entretanto, em 28h, como se pode
ver na Figura 24, a concentracdo celular mostra-se comparavel a das demais linhagens.

Da Figura 24 e da Figura 25, pode-se notar que 0 maior crescimento em ambas as
fontes de carbono € referente a bactéria Gluconobacter oxydans CCT 0552. Em presenca de
etilenoglicol, esta € a que apresenta a maior taxa especifica de crescimento. Entretanto,
nenhuma das bactérias foi capaz de consumir integralmente o etilenoglicol disponivel no
meio, sendo a maior reducdo percentual de substrato, também pertencente a bactéria
Gluconobacter oxydans CCT 0552, de apenas 18,25%.

Na etapa de ativacdo celular, todas as bactérias aqui estudadas apresentaram
crescimento superior em presenca de D-manitol. Por conta disso, a etapa de propagacdo
celular foi conduzida apos ativacdo em D-manitol como fonte de carbono exclusiva. Ademais,
apesar da verificacdo anterior relacionada ao uso de etilenoglicol, o crescimento nesta fonte
em etapa de propagacdo ainda foi avaliado para observar como as células se desempenhariam
em presenca de etilenoglicol ap6s crescimento preliminar em D-manitol.

Os perfis cinéticos obtidos de propagacdo em D-manitol e em etilenoglicol sdo
apresentados na Figura 26 e na Figura 27, respectivamente. A Tabela 15 e a Tabela 16
revelam os parametros associados ao crescimento microbiano na etapa de propagagdo em D-

manitol e em etilenoglicol.
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Figura 26: Perfil cinético de propagacao das bactérias acéticas em D-manitol (25 g/L) como Unica fonte de
carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm. Indculo: 10% (v/v) do cultivo de ativacdo em D-manitol (25 g/L)
Legenda: e Acetobacter aceti INCQS 00206; e Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174; e

Gluconobacter oxydans CCT 0552; e Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064

Tabela 15: Pardmetros associados ao crescimento microbiano na etapa de propagacéo em presenga de D-manitol
(25 g/L) como fonte Gnica de carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm

. Propagacéo K ty
Linhagem (h) (hh) ()

A. aceti INCQS 00206 16 0,100 6,9

G. oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 8 0,136 51
G. oxydans CCT 0552 12 0,130 5,3

Ga. xylinus CCT 0064 12 0,101 6,8

M: taxa especifica de crescimento e ty: tempo de duplicacdo
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Figura 27: Perfil cinético de propagacao das bactérias de acido acético em etilenoglicol (25 g/L) como Unica
fonte de carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm. Indculo: 10% (v/v) do cultivo de ativagdo em D-manitol (25 g/L)
Legenda: e Acetobacter aceti INCQS 00206; e Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174; e
Gluconobacter oxydans CCT 0552; e Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064
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Tabela 16: Pardmetros associados ao crescimento microbiano na etapa de propagacéo em presenga de
etilenoglicol (25 g/L) como fonte Unica de carbono, em frascos a 28°C e 200 rpm

. Propagacéo i 4 RPS Yxs

Hinhagem (h) 0 I () N ) S 11+

A. aceti INCQS 00206 14 0,067 10,4 10,34% 0,06

G. oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 6 0,195 3,5 9,35% 0,14
G. oxydans CCT 0552 4 0,196 3,5 22,23% 0,06

Ga. xylinus CCT 0064 12 0,080 8,7 13,61% 0,06

|: taxa especifica de crescimento, t4: tempo de duplicacdo, RPS: reducdo percentual de substrato e Yys:
rendimento de células em relacdo ao substrato consumido.

Na etapa de propagacéo celular, é possivel notar que o tempo necessario para atingir a
fase exponencial de crescimento é inferior aquele da etapa de ativagdo. Observa-se, inclusive,
a auséncia de fase Lag, o que se deve ao fato de as células j& terem sido previamente ativadas.

Mesmo assim, é interessante analisar que, ainda que as células ndo tenham tido
contato anterior com etilenoglicol, a fase de aclimatacdo, nesta fonte de carbono, também foi
inexistente. Tal observacdo deve-se, provavelmente, ao fato de que as enzimas responsaveis
por assimilar etilenoglicol sdo inespecificas e atuam em ampla faixa de substrato
(AMEYAMA & ADACHI, 1982a e 1982b). Logo, apresentam atividade antes do contato
com esta fonte de carbono, o que faz com que sua incorporacdo seja imediata, tratando-se,
portanto, de enzimas constitutivas.

Da Figura 26 e da Figura 27, novamente, percebe-se, tal como para a etapa de ativacéo
celular, que o maior crescimento, tanto em D-manitol como em etilenoglicol, se refere a
Gluconobacter oxydans CCT 0552. Além disso, esta foi a Unica linhagem cujo crescimento
em etapa de propagacdo em D-manitol foi superior aquele j& notado em etapa anterior, de
ativacdo celular.

Em relacdo a propagacdo em etilenoglicol, a concentracdo celular alcancada foi
similar aquela da fase de ativacdo para todas as acetobactérias. Repetidamente, 0 consumo de
substrato foi reduzido, sendo a maior reducdo percentual, referente a bactéria Gluconobacter
oxydans CCT 0552, de somente 22,23%.

Em ambas as etapas, o crescimento mostrou-se superior em presenca de D-manitol.
Possivelmente, tal fonte de carbono é assimilada, por bactérias acéticas, mais
satisfatoriamente que o substrato da bioconverséo, etilenoglicol. Além disso, a reducéo do pH
do meio devido a formacao de &cido glicolico, constatada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, pode também ter influenciado negativamente no desenvolvimento celular em
etilenoglicol. Apesar de serem aciddfilas, o decaimento intenso do pH, devido a privacdo de
agentes tamponantes no meio de crescimento, pode ter afetado a manutencdo de atividades

vitais e, consequentemente, o desenvolvimento das bactérias acéticas analisadas.
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Ademais, como a formacéo de &cido glicolico foi detectada no meio de crescimento
celular, fica claro que apenas parte da fonte de carbono consumida foi convertida a biomassa
celular. E possivel ainda que o crescimento em etilenoglicol como fonte exclusiva de carbono,
tanto em etapa de ativacdo quanto de propagacdo, seja devido a presenca de extrato de
levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L) no meio de cultura. Mas, como ndo foram realizados
ensaios controle em meio contendo apenas extrato de levedura e peptona, ndo se pode afirmar
a qual componente do meio o crescimento é cabido.

Em consequéncia dos resultados aqui obtidos, todos os ensaios de bioconversdo
realizados no presente trabalho foram conduzidos com células crescidas, tanto em etapa de
ativacdo quanto de propagacdo, em presenca de D-manitol como fonte Unica de carbono.
Logo, o primeiro contato com o substrato etilenoglicol era feito diretamente na etapa de
bioconversdo. Além disso, como o crescimento celular foi separado da producdo de &cido
glicolico, as células obtidas no primeiro estagio eram centrifugadas e concentradas no meio de
bioconversdo a fim de elevar a taxa de consumo de etilenoglicol e de producdo de &cido
glicolico.

Por fim, é importante avaliar que, apesar de ter sido consideravelmente maior em D-

manitol, o crescimento de bactérias acéticas é notavelmente limitado.

5.4. ESTUDO DA BIOCONVERSAO DE ETILENOGLICOL A ACIDO GLICOLICO POR
BACTERIAS ACETICAS

Os ensaios de bioconversdo de etilenoglicol a acido glicélico por bactérias acéticas
foram conduzidos em frascos, com concentracdo real de substrato inicial variando entre 21 e
23 g/L. Os perfis de consumo de etilenoglicol e producéo de acido glicolico sdo apresentados
na Figura 28, Figura 29, Figura 30 e Figura 31. Os parametros associados ao processo sao
sumarizados na Tabela 17.

Todas as acetobactérias foram capazes de sintetizar acido glicélico em menor ou maior
quantidade. O resultado positivo é observado em virtude da presenca de enzimas, ligadas a
membrana citoplasmatica, que sdo responsaveis pelas desidrogenagdes alcoolica e aldeidica
envolvidas no metabolismo oxidativo do etilenoglicol: alcool desidrogenase mADH e aldeido
desidrogenase mALDH, respectivamente (WEI et al., 2012). Deste modo, corrobora-se a
aptidao natural de bactérias acéticas em converter etilenoglicol a &cido glicolico.

Os resultados da bioconversdo mostraram ainda que o acido glicolico produzido nédo

foi consumido posteriormente pelas acetobactérias, o que indica que o &cido de interesse € 0
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produto final da bioconversdo e confirma a capacidade de bactérias acéticas de oxidar
incompletamente  diversos substratos, incluindo o etilenoglicol (DEPPENMEIER,
HOFFMEISTER & PRUST, 2002; DEPPENMEIER & EHRENREICH, 2009).

25+
) ® Etilenoglicol
® Acido Glicolico

20 ® Biomassa Celular
T 15-
e
'
o
=
E 104
|
L
=)
g
O 54

Tempo (h)

Figura 28: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (23 g/L) e producdo de acido glic6lico por Acetobacter
aceti INCQS 00206, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com in6culo de 3 g/L de células e
suplementacéo de extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)
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Figura 29: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (22 g/L) e produgdo de acido glicélico por
Gluconaobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com indculo
de 5 g/L de células e suplementacdo de extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)
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Figura 30: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (21 g/L) e produgdo de &cido glic6lico por
Gluconobacter oxydans CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com indculo de 5 g/L de células
e suplementacéo de extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)
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Figura 31: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (21 g/L) e produgdo de 4cido glic6lico por
Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com inéculo de 5 g/L de
células e suplementacdo de extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)

Tabela 17: Parametros associados a producao de acido glicolico a partir de etilenoglicol por bactérias de acido
acético, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, por 72 horas

. AG Qr Yeis RPS EB
Hinhagem (@L) @'Y @y (%) (%)

A. aceti INCQS 00206 14,27 0,20 1,18 53% 51%

G. oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 14,48 0,20 1,12 60% 55%
G. oxydans CCT 0552 18,73 0,26 1,19 75% 73%

Ga. xylinus CCT 0064 18,19 0,25 1,12 74% 68%

AG: &cido glicélico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps: rendimento de produto em relagdo ao
substrato consumido, RPS: reduc¢do percentual de substrato e EB: eficiéncia de bioconversao.
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Pela Tabela 17, observa-se que duas linhagens destacam-se na producdo do acido
organico: Gluconobacter oxydans CCT 0552 e Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064. Em
torno de 18 g/L de &cido glicdlico foram gerados na etapa de bioconversdo por ambas as
bactérias, sendo os resultados, portanto, comparaveis.

Com base nos pardmetros calculados, é interessante analisar que bactérias
diferenciadas apenas pela subespécie (Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans CCT 0174 e
Gluconobacter oxydans CCT 0552) assimilam etilenoglicol e, consequentemente, produzem
acido glicdlico, em quantidades variadas. Ou seja, para avaliar o potencial produtor de
bactérias acéticas e necessario investigar acuradamente cada uma delas. N&o se pode antecipar
apenas pelo género e, até mesmo pela espécie, qual dispde de maior habilidade de conversao.

Além disso, uma reflexdo interessante refere-se ao aumento do consumo de substrato
guando comparado as etapas de ativacdo e propagacdo celular. O aumento significativo da
reducdo percentual de substrato no processo de bioconversdo pode ser justificado por dois
fatores: o aumento da concentragdo do inoculo por meio de centrifugacdo das células e o
ajuste inicial do pH do meio reacional por tamponamento. E provavel que ambos influenciem,
em maior ou menor parcela, no consumo de etilenoglicol e, por conseguinte, na geracdo do
acido de interesse.

E importante mencionar que foi observado um decaimento do pH do meio ao longo da
bioconverséo e que este se manteve entre 3 e 4 ao final das 72 horas. Obviamente, tal fato se
deve a producdo de acido glicélico. Entretanto, salienta que o tampao utilizado nédo foi capaz
de manter o pH do meio regulado por todo o tempo de bioconversdo. Por conta disso, o pH
ajustado é considerado apenas o pH inicial do meio, indicando que 0 mesmo pode variar, visto
que ndo ha controle instrumentado do processo em frascos agitados.

No mais, em todos o0s ensaios realizados, a producdo de 4&cido glicolico foi
praticamente concluida no tempo de 48 horas. Nas Ultimas 24 horas de experimento, 0
consumo de etilenoglicol, assim como a produc¢éo de acido glicolico, mostrou-se praticamente
inalteravel, o que pode ser observado na Figura 28, Figura 29, Figura 30 e Figura 31.
Presume-se que 0 aumento na concentracdo de acido glicolico e a redugdo do pH do meio
sejam capazes de inibir a bioconversdo, fazendo com que uma quantidade negligenciavel de
substrato seja convertida no periodo de 48 a 72 horas. Além disso, € necessario avaliar se ha
perda de atividade celular neste intervalo (de 48 a 72 horas), o que também pode interferir na

interrupgao do processo.
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5.5. SELECAO DA LINHAGEM DE MELHOR CRESCIMENTO E PRODUCAO DE
ACIDO GLICOLICO

Para selecdo da linhagem, primeiramente, foram avaliados os parametros associados a
bioconversdo de etilenoglicol a é&cido glicolico pelas quatro acetobactérias. Como ja
mencionado no item 5.4, duas obtiveram principal destaque: Gluconobacter oxydans CCT
0552 e Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064, sendo a primeira moderadamente melhor que
a segunda. No entanto, devido a auséncia de réplicas para 0s ensaios mencionados, ndo foi
possivel selecionar a melhor linhagem com base apenas nos pardmetros do processo de
bioconverséo.

Dessa forma, optou-se por levar em consideracdo na selecdo a linhagem que também
apresentasse 0 melhor crescimento nas etapas de ativacdo e propagacao celular, tanto em D-
manitol quanto em etilenoglicol. Como j& abordado no item 5.3, a linhagem Gluconobacter
oxydans CCT 0552 apresentou o maior crescimento celular em todas as ocasifes. Quando a
comparacdo € realizada entre as cepas Gluconobacter oxydans CCT 0552 e
Gluconoacetobacter xylinus CCT 0064, todos os parametros associados ao crescimento
celular s&o mais satisfatorios para a primeira.

Como consequéncia das observagdes aqui expostas, a bactéria Gluconobacter oxydans
CCT 0552 foi eleita para dar continuidade ao presente trabalho. Logo, a partir de aqui, todos

os experimentos foram realizados exclusivamente com a cepa selecionada.

5.6. AVALIACAO DA CONCENTRACAO CELULAR NA PRODUCAO DE ACIDO
GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA BACTERIA Gluconobacter oxydans
CCT 0552

Os experimentos de producdo de acido glicolico a partir de etilenoglicol por diferentes
concentragdes celulares de Gluconobacter oxydans CCT 0552 foram conduzidos em frascos,
com concentracgdo real de substrato inicial variando entre 13 e 14 g/L. O fator de interesse foi
avaliado em trés niveis, 1,02+0,00 g/L, 3,50+0,13 g/L e 6,16+0,88 g¢/L, os quais foram
denominados baixa, média e alta concentracao celular, respectivamente. Os perfis de consumo
de etilenoglicol e producdo de acido glicolico sdo apresentados na Figura 32, Figura 33 e

Figura 34. Os parametros associados ao processo sao mostrados na Tabela 18.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO | 86

165 @ Etilenoglicol
® Acido Glicélico
! ® Biomassa Celular
12 1
"."-\
[
=0
lga 84
=
=
=
=]
g 4
&)
' °
0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Figura 32: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (14 g/L) e producdo de acido glicolico por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com baixa concentragdo celular (1 g/L) e suplementagéo
de extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)
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Figura 33: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (13 g/L) e producdo de acido glicolico por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com média concentragdo celular (3,5 g/L) e
suplementacédo de extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)

Tabela 18: Parametros associados a producdo de acido glicolico a partir de etilenoglicol (14 g/L) por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, por 50 horas, com diferentes concentra¢des celulares

Biomassa celular AG Qr Yers RPS EB
(9/L) (9/L) @L'h?) (9/9) (%) (%)
1,0240,00 (Baixa) 11,01+0,01 0,22 1,19 65% 63%
3,50+0,13 (Média) 14,21+0,43 0,28 1,28 83% 86%
6,16+0,88 (Alta) 15,44+0,37 0,31 1,31 87% 93%

AG: acido glicdlico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps: rendimento de produto em relagdo ao
substrato consumido, RPS: reducdo percentual de substrato e EB: eficiéncia de bioconverséo.
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Figura 34: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (13 g/L) e producdo de acido glicolico por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com alta concentracéo celular (6 g/L) e suplementacéo de
extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)

Da Tabela 18, € possivel observar que o aumento da concentracdo celular provocou
um aumento também da bioconversao de etilenoglicol a &cido glicélico, o que ja era esperado,
visto que o maquinario enzimatico de assimilacao e transformacdo de substrato em produto é
adicionado em maior quantidade. Assim, ha maior probabilidade de contato efetivo entre
célula e etilenoglicol e, desta forma, o resultado incide em maior sintese do produto de
interesse, 0 que é notado pela elevacdo de todos os parametros associados a bioconverséo.

Além disso, em maiores concentracBes celulares, deve-se considerar ainda o efeito
diluidor, tanto do substrato (etilenoglicol) quanto do produto (acido glicélico), entre as células
do meio de bioconversdo. Ou seja, a concentracao de substrato e produto por biomassa celular
é reduzida significativamente e, por consequéncia, possiveis efeitos inibitérios sao
minimizados, o que opera favoravelmente ao desenvolvimento do bioprocesso.

Apds esta etapa, alguns experimentos foram conduzidos para modificacdo do meio de
crescimento a fim de alcancar uma maior concentracdo celular nas etapas de ativagdo e
propagacao e, como consequéncia, favorecer o processo de bioconversdo de etilenoglicol a
acido glicolico. Planejamentos experimentais foram realizados para avaliar a importancia dos
fatores D-manitol, extrato de levedura e peptona no crescimento microbiano, além de sais
adicionados, de acordo com meios existentes na literatura para bactérias do género
Gluconobacter (WEI et al., 2009b; ZHANG et al., 2016a; YAO, HOU & BAO, 2017), a
saber: (NH,4)2SO4, KH,PO4 e MgS0O,4.7H,0. Os resultados nédo estdo apresentados visto que as

alteracbes na composicdo do meio ndo ocasionaram em ganhos expressivos de biomassa
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celular. Logo, optou-se por dar continuidade nos experimentos utilizando o meio original de
crescimento, com 25 g/L de D-manitol, 5 g/L de extrato de levedura e 3 g/L de peptona.

Embora 0 aumento dos parametros associados a bioconversdo tenha sido observado, a
melhoria da producdo de &cido glicolico ndo se mostrou proporcional ao incremento da
biomassa celular. Consequentemente, devido a alta demanda por fonte de carbono para
crescimento de biomassa microbiana, visto que o desenvolvimento celular, mesmo em D-
manitol, é limitado, os demais experimentos em frasco ndo foram conduzidos com altas
concentracgdes celulares.

5.7. AVALIACAO DO pH NA PRODUCAO DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE
ETILENOGLICOL PELA BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552

Para avaliar o efeito do pH inicial no processo de bioconversdo, experimentos de
producdo de acido glicélico por Gluconobacter oxydans CCT 0552 foram conduzidos em
frascos, com concentracéo real de etilenoglicol inicial de aproximadamente 14 g/L. A variavel
de interesse foi avaliada em trés niveis, pH 5, pH 6 e pH 7, alcancados por tamponamento do
meio com KH,PO, e K,;HPO, 0,1 M. Os perfis cinéticos de producdo de acido glicolico a
partir de etilenoglicol s&o exibidos na Figura 35, Figura 36 e Figura 37 e 0s parametros
associados ao processo sdo mostrados na Tabela 19.
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Figura 35: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (14 g/L) e producdo de acido glicolico por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 5, com inoculo de 1,6 g/L de células e suplementagdo de
extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)
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Figura 36: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (14 g/L) e producdo de acido glicolico por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 6, com indculo de 1 g/L de células e suplementacdo de
extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)

167 ® Etilenoglicol
L ® Acido Glicolico
® Biomassa Celular

[
3]
1

Concentracio (gL _l)

0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Figura 37: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (14 g/L) e produgdo de acido glicolico por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 7, com indculo de 0,8 g/L de células e suplementagdo de
extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L)

Tabela 19: Parametros associados a producdo de acido glicolico a partir de etilenoglicol (14 g/L) por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm, por 50 horas, com indculo de 1 g/L em diferentes valores de pH inicial

L. AG Qp Yess RPS EB
pH inicial (g/L) (gL*h?Y) (g/g) (%) (%)
5 11,78+0,29 0,24 1,33 63% 68%
6 11,01+0,01 0,22 1,19 65% 63%
7 13,59+0,04 0,27 1,25 76% 7%

AG: acido glicdlico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps: rendimento de produto em relagdo ao
substrato consumido, RPS: reduc¢do percentual de substrato e EB: eficiéncia de bioconversao.
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Pela Tabela 19, pode-se notar que a maior producdo de &cido glicélico ao final do
processo foi determinada para pH inicial 7, no qual também sdo observadas as maiores
reducdo percentual de substrato, eficiéncia de bioconversdo e produtividade volumétrica.
Apesar de se tratar de bactérias acidofilas, é possivel que ajustando o pH inicialmente em 7, 0
tamponamento do meio tenha mais forca para suportar a producdo de &cido, ja que o tempo
necessario para decaimento até faixas de pH mais baixas, que inibem a producdo de mais
acido, sera maior que aquele em meios ajustados a pH inicial 5 e 6.

Seguindo a mesma linha de raciocinio, esperava-se, portanto, que o meio com pH
ajustado inicialmente em 6 trouxesse resultados mais promissores que aquele ajustado em 5, o
que ndo foi observado na prética. A explicagdo provavel deve-se a variacdo da biomassa
microbiana nos ensaios. Teoricamente, a mesma quantidade inicial de células foi adicionada a
cada um dos experimentos, realizados em duplicata. Contudo, ja na primeira amostra, no
tempo inicial de bioconversdo, nota-se uma diferenca significativa de concentracdo celular:
1,62+0,00 g/L em pH 5, 1,02+0,00 em pH 6 e 0,83+0,00 em pH 7. Pelo pequeno erro nas
analises, € provavel que tenha ocorrido variacdo da biomassa celular quando em contato com
0 meio tamponado. Novamente, por se tratar de bactérias acidofilas, a adaptacdo em pH
menor, ou seja, 5, mostrou-se mais conveniente a manutencdo celular. Ja é sabido que a
concentracdo celular atua como fator de influéncia na producdo de &acido glicélico. Por
consequéncia, apesar do decaimento do pH, é possivel que a maior concentracdo celular
presente em pH inicial 5 tenha sido determinante na concentracdo final de acido.

Pode-se compreender, portanto, que os fatores concentracdo celular e pH inicial séo
importantes na bioconversdo de etilenoglicol a &cido glicolico e, além disso, apresentam
influéncia quando avaliados conjuntamente.

Adicionalmente, nos tempos iniciais do processo, quando se pode garantir que o pH do
meio esta proximo ao pH ajustado, a maior producdo de acido € alcancada em pH 5, sendo

significativamente superior as demais. Tal comprovacéo pode ser observada na Tabela 20.

Tabela 20: Parametros associados a producdo de acido glicolico a partir de etilenoglicol (14 g/L) por G. oxydans
CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm, por 6 horas, com in6culo de 1 g/L em diferentes valores de pH inicial

. AG Qp Yors RPS EB
pH inicial (g/L) (gL*h?) (g/g) (%) (%)
5 2,61+0,11 0,43 1,20 16% 15%
6 1,89+0,14 0,31 1,13 12% 11%
7 1,80+0,09 0,30 1,04 12% 10%

AG: acido glicdlico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps: rendimento de produto em relagéo ao
substrato consumido, RPS: reduc¢do percentual de substrato e EB: eficiéncia de bioconversao.
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As principais justificativas sdo relacionadas a melhor manutengdo celular, como ja
observado anteriormente, e ao pH Otimo de atuagdo das enzimas responsaveis pela
bioconverséo de etilenoglicol a acido glicolico. Segundo estudo de AMEYAMA & ADACHI
(1982a), a enzima alcool desidrogenase ligada a membrana da bactéria Gluconobacter
suboxydans apresenta estabilidade e atividade integral entre pH 5 e 8. J& a enzima aldeido
desidrogenase ligada & membrana da bactéria Gluconobacter suboxydans exibe atividade
méaxima de oxidacdo do aldeido em pH 4 (AMEYAMA & ADACHI, 1982b). Assim, é
provavel que o pH inicial 5, para a faixa estudada, expresse o maior efeito sinérgico entre a
atuacdo das duas enzimas necessérias no processo de bioconversao.

Logo, para os demais experimentos em frascos, optou-se por utilizar pH inicial 7 e
para ensaios realizados em biorreatores instrumentados, o pH foi ajustado em 5 durante todo o

bioprocesso.

5.8. AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO DE LEVEDURA E DA PEPTONA NA
PRODUCAO DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA
BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552

Para geracdo de um bioproduto de interesse, faz-se necessaria a avaliacdo da
composicdo de seu meio de producdo. A realizacdo deste tipo de andlise é fundamental para
examinar, entre outros fatores, a concentracdo ideal de substrato, para aumentar a sintese sem
gerar grandes desperdicios de matéria-prima, e a essencialidade da suplementacdo do meio, a
fim de reduzir o custo do processo, eliminando nutrientes que sdo dispensaveis e/ou
influenciam negativamente na producdo da biomolécula.

Nesta logica, para avaliar o efeito do substrato e da adicdo de nutrientes ao meio de
producdo de &cido glicélico, realizou-se um planejamento fatorial com trés fatores e dois
niveis (2°) e trés repeticdes do ponto central. Os fatores avaliados foram etilenoglicol
(substrato), extrato de levedura e peptona (suplementacdo do meio) e a variavel de resposta
escolhida foi a concentragdo de &cido glicolico em 48 horas de processo. A matriz do
planejamento fatorial ja& com os valores da varidvel de resposta esta apresentada na Tabela 21.

A principio, observa-se que a concentracdo de acido glicolico variou de 11,58 g/L a
19,91 g/L, respectivamente, para os experimentos 3 e 2, contendo 10 g/L de etilenoglicol e 5
g/L de extrato de levedura e 20 g/L de etilenoglicol, sem adigdo de nutrientes. Aqui, portanto,

é possivel avaliar que a geracdo de &cido glicdlico esta diretamente relacionada a
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concentracéo de etilenoglicol, para a faixa estudada de substrato, e que a suplementacdo pode
estar afetando de modo negativo no processo de bioconversao.

Tabela 21: Matriz do planejamento fatorial 2° com triplicata do ponto central (C) para a producéo de 4cido
glicélico a partir de etilenoglicol por G. oxydans CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm, pH inicial 7, por 48
horas, com in6culo de 2 g/L

Variaveis Independentes Variavel de Resposta
Corrida Etilenoglicol Extrato de Peptona Acido Glicolico
(/L) Levedura (/L) (g/L)
(9/L)

1 10,0 0,0 0,0 11,98

2 20,0 0,0 0,0 19,91

3 10,0 5,0 0,0 11,58

4 20,0 5,0 0,0 18,64

5 10,0 0,0 3,0 11,92

6 20,0 0,0 3,0 18,84

7 10,0 5,0 3,0 11,61

8 20,0 5,0 3,0 18,52
9(C) 15,0 2,5 15 15,18
10 (C) 15,0 2,5 15 15,29
11 (C) 15,0 2,5 15 15,36

Para melhor compreenséo, os dados obtidos foram aplicados no software
STATISTICA, versdo 8.0 (STATSOFT, Inc.). A significancia estatistica foi determinada pelo
valor de p menor que 0,05, considerando intervalo de confianca de 95%. Para analise, inclui-
se no modelo a interacdo entre os trés fatores por apresentar maior complexidade e escolheu-
se termo ANOVA para o erro Puro Erro a fim de avaliar o erro experimental.

A Andlise de Variancia (ANOVA) esta apresentada na Tabela 22.

Tabela 22: Tabela ANOVA do planejamento fatorial 2% com trés repeticées do ponto central para a variavel de
resposta concentragao de &cido glicolico (g/L)

ANOVA; R=0.99967; Adj=0.9989
2*° Design; MS Pure Error=0.0076738
DV: Acido glicolico

Factor SS df MS F p
(1) Etilenoglicol 103.8648 1 103.8648 13534.92 0.000074
(2) Extrato de Levedura 0.6614 1 0.6614 86.19 0.011404
(3) Peptona 0.1824 1 0.1824 23.77 0.039595
lby?2 0.0951 1 0.0951 12.40 0.072047
1by3 0.1678 1 0.1678 21.87 0.042805
2by3 0.1347 1 0.1347 17.55 0.052527
1*2*3 0.0930 1 0.0930 12.12 0.073542
Lack of Fit 0.0194 1 0.0194 2.53 0.252445

Pure Error 0.0153 2 0.0077
Total SS 105.2341 10

E possivel observar que os fatores etilenoglicol (1), extrato de levedura (2) e peptona

(3) e a interacdo entre etilenoglicol e peptona (1 by 3) sdo estatisticamente significativos, visto
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que o valor de p é menor que 0,05. Além disso, considerando que o coeficiente de
determinacdo do ajuste apresenta valor muito proximo de 1 (R2 Adj = 0,9989) e a falta de
ajuste (Lack of Fit) ndo mostra relevancia estatistica (valor de p = 0,252445), pode-se afirmar
que o modelo obtido consegue explicar adequadamente os dados observados.

A Tabela 23 apresenta os efeitos estimados dos fatores.

Tabela 23: Tabela de Efeitos Estimados do planejamento fatorial 2° com trés repeticdes do ponto central para a
variavel de resposta concentragdo de acido glicélico (g/L): Parte |

Effect Estimates; R°=0.99967; Adj=0.9989
2*° Design; MS Pure Error=0.0076738
DV: Acido glicélico

Std. Err. -95% +95%
Factor Effect Pure Err 12 P Cnf. Limt Cnf. Limt
Mean/Interc. 15.34742 0.026413 581.0657 0.000003 15.23377 15.46106
(1) Etilenoglicol 7.20641 0.061943 116.3397 0.000074 6.93990 7.47293
(2) Extrato de Levedura -0.57507 0.061943 -9.2838 0.011404 -0.84159 -0.30855
(3) Peptona -0.30197 0.061943 -4.8750 0.039595 -0.56849 -0.03546
lby?2 -0.21811 0.061943 -3.5212 0.072047 -0.48463 0.04842
lby3 -0.28970 0.061943 -4.6768 0.042805 -0.55622 -0.02318
2by3 0.25951 0.061943 4,1894 0.052527 -0.00701 0.52603
1*%2*3 0.21562 0.061943 3.4809 0.073542 -0.05090 0.48214

Verifica-se que, dentre as variaveis estatisticamente significativas para a producdo de
acido glicdlico, apenas a concentracao de etilenoglicol (1) exibe efeito positivo, o que indica
gue um aumento de tal fator provoca um aumento na variavel de resposta. As demais
variaveis relevantes - extrato de levedura (2), peptona (3) e a interacdo entre etilenoglicol e
peptona (1 by 3) — influenciam negativamente o bioprocesso e, por consequéncia, causam uma
reducdo na concentracdo de &cido glicolico em 48 horas. Como o objetivo do trabalho €
maximizar a concentracdo de acido glicolico, conclui-se que o extrato de levedura e a peptona
podem ser retirados do meio de producdo sem ocasionar perda na produtividade do processo,
visto que a concentracdo minima avaliada para ambos foi de 0 g/L. Logo, por conta da analise
estatistica realizada, o extrato de levedura e a peptona foram eliminados da composi¢do do
meio de bioconversao.

Adicionalmente, como a tabela de efeitos estimados é apresentada para as variaveis
escalonadas (variando de -1 a +1), os maiores valores em maédulo indicam maior influéncia
daquele termo na variavel de resposta. Logo, o fator que mais influencia na producéo de acido
glicolico é, como esperado, a concentragdo de substrato.

A Tabela 24 apresenta os coeficientes do modelo de regressao em termos das variaveis

escalonadas (-1 a 1). O modelo resultante esta apresentado na Equacéo 8.
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Tabela 24: Tabela de Efeitos Estimados do planejamento fatorial 2° com trés repeticdes do ponto central para a
varidvel de resposta concentracdo de &cido glicolico (g/L): Parte |1

Effect Estimates; R“=0.99967; Adj=0.9989
2% Design; MS Pure Error=0.0076738
DV: Acido glicélico

Factor Coeff. Std. Err. Coeff. -95% Cnf. Limt  +95% Cnf. Limt
Mean/Interc. 15.34742 0.026413 15.23377 15.46106
(1) Etilenoglicol 3.60321 0.030971 3.46995 3.73647
(2) Extrato de Levedura -0.28753 0.030971 -0.42079 -0.15427
(3) Peptona -0.15099 0.030971 -0.28425 -0.01773
lhy2 -0.10906 0.030971 -0.24231 0.02420
lby3 -0.14485 0.030971 -0.27811 -0.01159
2by3 0.12975 0.030971 -0.00351 0.26301
1*2*3 0.10781 0.030971 -0.02545 0.24107

Y =3,60321 x X1 —0,28753 x X2 — 0,15099 x X3 — 0,10906 X X1 x X2 — 0,14485
X X1 X X3+0,12975 x X2 x X3 +0,10781 Xx X1 X X2 x X3

Equacéo 8: Modelo de regressdo em termos das variaveis escalonadas

Em que:

Y: Acido glicolico;

X1: Etilenoglicol;

X2: Extrato de Levedura;
X3: Peptona.

O diagrama de Pareto, exibido na Figura 38, confirma os dados mencionados
anteriormente. Assim sendo, a concentracdo de etilenoglicol € o fator mais relevante para a
determinacdo da concentracdo de acido glicélico e 0 menos importante, que ja ndo apresenta
significancia estatistica, é a interacdo entre os trés fatores estudados.

Por meio das investigacbes aqui realizadas, é possivel confirmar um conceito
fundamental para exploracdo do processo de producdo de acido glicolico a partir de
etilenoglicol pela bactéria Gluconobacter oxydans CCT 0552. Considerando que ndo ha
necessidade de adicionar suplementagdo ao meio, infere-se que o microrganismo em questéo
ndo requer aumento de sua populacdo durante o processo de producdo do &cido de interesse.
Logo, pode-se constatar que a conversdo enzimtica ocorre independentemente do
desenvolvimento celular e, portanto, caracteriza processo de formagdo de produto néo
associado ao crescimento bacteriano. A resposta obtida esta de acordo com relatos anteriores
da literatura, visto que, em 1989, KULHANEK ja& mencionava que 0 processo de
desidrogenacdo microbiana é passivel de ocorrer mesmo em condi¢fes de auséncia de

crescimento. Assim, ratifica-se, aqui, que o processo de producdo de acido glicélico é



5. RESULTADOS E DISCUSSAO | 95

dividido em duas etapas primordiais: crescimento do microrganismo e bioconversdo de

etilenoglicol a &cido glicdlico.

Pareto Chart of Standaydized E ffects; Variable: Acido Glicélico {gL'l}
2*#%(3-0) design; M 5 Pure E rror=,0076738

DV: Acido Glicolico (gL™)

(1) Etilenoglicol 116.3397

p=.05
Standardized E flect E stimate (Absolute Value)

Figura 38: Diagrama de Pareto relacionando a significancia dos fatores envolvidos com a produc¢éo acido
glicélico por meio do delineamento fatorial 2° com trés repeticdes do ponto central

5.9. AVALIACAO DO EFEITO DO SUBSTRATO E DO PRODUTO NA PRODUCAO DE
ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA BACTERIA Gluconobacter
oxydans CCT 0552

Para avaliar o efeito do substrato em concentracdes mais elevadas na bioconverséo,
experimentos de producdo de acido glicélico por Gluconobacter oxydans CCT 0552 foram
conduzidos em frascos, com concentracOes iniciais de etilenoglicol de 10, 25, 50, 75 e 100
g/L. A concentracdo de &cido glicélico nos tempos de 24 e 72 horas é apresentada na Figura
39, enquanto a reducdo percentual de substrato ao final da bioconverséo é exibida na Figura
40. Os demais parametros associados ao processo sao exibidos detalhadamente na Tabela 25.

Pela Figura 39, é possivel presumir que o efeito inibitério causado pela
presenca de substrato € minimo, visto que, em 24 horas de processo, concentracdes similares

de &cido glicdlico séo atingidas, mesmo para elevadas concentrac6es de etilenoglicol.
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Figura 39: Producéo de &cido glicélico por G. oxydans CCT 0552 a partir de diferentes concentragdes iniciais
de etilenoglicol, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 7, por 24 e 72 horas, com in6culo de 2 g/L
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Figura 40: Reducéo percentual de substrato na producéo de &cido glicolico por G. oxydans CCT 0552 a partir de
diferentes concentracdes iniciais de etilenoglicol, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 7, por 72 horas, com
inéculo de 2 g/L

Tabela 25: Parametros associados a producao de acido glicolico a partir de diferentes concentragdes de
etilenoglicol por G. oxydans CCT 0552, em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 7, por 72 horas, com inéculo de

2 g/L
Etilenoglicol AG Qp Ypis RPS EB
(9/L) (9/L) @Lh?) (9/9) (%) (%)
10,0 12,0 0,17 1,22 99% 98%
25,0 25,2 0,35 1,21 83% 81%
50,0 33,8 0,47 1,19 57% 55%
75,0 31,9 0,44 1,17 36% 35%
100,0 30,7 0,43 1,16 26% 25%

AG: écido glicolico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps: rendimento de produto em relagdo ao
substrato consumido, RPS: reduc¢do percentual de substrato e EB: eficiéncia de bioconversao.
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Em 72 horas, ou seja, ao final da bioconverséo, alcangou-se a maior concentracao de
produto para todas as situagfes estudadas. Pode-se observar, pela Figura 39 e também pela
Tabela 25, que a maior concentracdo de acido glicolico (33,8 g/L) foi revelada para uma
concentracdo inicial de etilenoglicol de 50 g/L.

Percebe-se que a adicdo de substrato em concentracBes acima de 50 g/L ndo é
vantajosa para 0 processo em questdo, posto que ndo ha o seu consumo completo (57%) além
de ser baixa a eficiéncia de bioconversdo (55%). Por outro lado, observa-se que as
concentracdes de &cido atingidas para concentracdes de substrato acima de 50 g/L sdo todas
da mesma ordem, em torno de 30 g/L. Tal fato pode indicar que, apesar de ndo haver efeito
inibitorio expressivo provocado pelo substrato, a presenca do préprio produto € capaz de atuar
contrariamente na continuidade do processo de bioconversao.

Em termos de reducdo percentual de substrato, é possivel notar, pela Figura 40, que a
mesma € drasticamente reduzida ao aumentar-se a concentragdo de etilenoglicol. Assim, para
concentragcfes de etilenoglicol de até 50 g/L, verifica-se que as varidveis concentracdo de
acido glicdlico e eficiéncia de conversdo aumentam em sentido inverso. Portanto, embora a
melhor producdo de acido tenha sido alcancada para 50 g/L de etilenoglicol, a reducéo
percentual de substrato, para este caso, € de apenas 57%. Logo, a fim de se equilibrar a
producdo, de modo que se alcance uma concentracdo ponderada de produto sem provocar
grandes desperdicios de substrato, a op¢do mais adequada seria trabalhar com cargas
inferiores de etilenoglicol.

Para avaliar especificamente o efeito do produto na etapa de bioconverséo,
experimentos de geracdo de acido glicélico por Gluconobacter oxydans CCT 0552 foram
conduzidos em frascos, com concentracgéo inicial de etilenoglicol de 10 g/L, a qual se sabe ser
integralmente consumida, e concentracdes de acido glicélico adicionado de 0, 25, 50 e 100
g/L. A concentracdo de acido glicolico produzida em 72 horas é apresentada na Figura 41.

Pela Figura 41, corrobora-se que a presenca do acido organico no meio de
bioconversdo provoca um decaimento acentuado na producdo de mais acido glicolico.
Portanto, é possivel verificar que a atividade da bactéria Gluconobacter oxydans CCT 0552 é
inibida pelo produto da bioconverséo.

A ponderacdo esta de acordo com a literatura, visto que os &cidos organicos sao
conhecidos como agentes antimicrobianos. A dimensdo dos danos celulares depende do
microrganismo, do ambiente em que se encontra e de caracteristicas relacionadas ao acido
organico presente no meio, como tamanho da cadeia carbdnica, composicao de cadeia lateral,
pKa e hidrofobicidade (IMMERSEEL et al., 2007).
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Figura 41: Producdo de &cido glicélico por G. oxydans CCT 0552 a partir de etilenoglicol (10 g/L) em frascos ja
contendo diferentes concentracdes iniciais de produto a 28°C, 200 rpm e pH inicial 7, por 72 horas, com
inéculo de 2 g/L
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Quando o pH extracelular encontra-se muito baixo, &cidos organicos fracos
permanecem em sua forma protonada, ou seja, ndo dissociada, a qual apresenta maior
lipofilicidade e, assim, pode difundir-se na membrana plasmaética até o citoplasma celular com
maior facilidade. O ambiente celular interno, por sua vez, apresenta pH tradicionalmente
proéximo ao neutro para que 0 microrganismo seja capaz de executar suas fungdes metabolicas
vitais. Uma vez que o acido organico protonado esta localizado no citoplasma, portanto, ele é
dissociado e sua forma ionizada pode causar acidificacdo e acumulo de anions no interior
celular (RICKE, 2003; IMMERSEEL et al., 2007; ULLAH et al., 2012). Os principais
impactos da ionizacdo sdo notados na membrana plasmatica e em funcdes especificas
associadas a replicacdo e sintese proteica. O proton (H") pode ser removido do interior celular
com consumo de adenosina trifosfato (ATP), o que provoca esgotamento energético. O
acumulo de anions, entretanto, é inevitavel e conhecido como a causa primordial da
toxicidade. Os microrganismos mais resistentes a influéncia dos &cidos organicos sdo aqueles
que permitem que o pH intracelular seja reduzido sem que suas funcdes metabolicas sejam
afetadas (RICKE, 2003).

Diante do exposto, a inibicdo da formacgdo de mais acido glicolico, portanto, pode ser

entendida como uma resposta do microrganismo para preservagao de suas fungées vitais.
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5.10. AVALIAC;AO DA ATIVIDADE CELULAR EM BATELADAS SEQUENCIAIS DE
PRODUC;AO DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA
BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552

Para avaliar especificamente a atividade da bactéria Gluconobacter oxydans CCT
0552, sem influéncia do produto no meio de bioconversdo, experimentos de producdo de
acido glicolico a partir de etilenoglicol foram realizados, em frascos, sequencialmente,
totalizando 72 horas de ensaio. Trés bateladas com carga inicial de 10 g/L de substrato e
duracdo de 24 horas cada foram conduzidas em série. Os pardmetros associados a cada etapa
do processo sao exibidos na Tabela 26.

E possivel observar pela Tabela 26 que as células comportaram-se de maneira similar
nos trés ensaios realizados, produzindo praticamente a mesma quantidade de acido glicélico
nas trés bateladas. Pode-se concluir, assim, que a atividade microbiana ¢ mantida estavel ao
menos nas primeiras 72 horas ap0s sua ativacdo. E, portanto, a reducdo do desempenho
bacteriano em tempos finais de bioconversdo, ja observada em ensaios anteriores, é cabida
unicamente a inibicdo provocada pelo acido glicdlico.

Experimentos mais extensos devem ser realizados para avaliar a capacidade de
reutilizacéo celular por tempos mais prolongados. Caso o resultado seja igualmente positivo,
técnicas de imobilizacdo celular poderiam ser desenvolvidas as bactérias em questdo e

aplicadas para reaproveitamento mais efetivo da atividade celular.

Tabela 26: Pardmetros associados a producéao de &cido glicélico por G. oxydans CCT 0552 a partir de
etilenoglicol (10 g/L), em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 7, em bateladas sequenciais de 24h cada, com
inéculo de 2 g/L

AG Qp Yprs RPS EB

Batelada (/L) (gLh?) (9/g) (%) (%)
1 10,09+0,18 0,42 1,26 80 82

2 9,04+0,24 0,38 1,28 76 79

3 10,01+0,17 0,42 1,34 77 84

AG: &cido glicélico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps: rendimento de produto em relagdo ao
substrato consumido, RPS: reducdo percentual de substrato e EB: eficiéncia de bioconverséo.

5.11. AVALIACAO DA FORMA DE CONDUCAO DO PROCESSO DE PRODUCAO DE
ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL PELA BACTERIA Gluconobacter
oxydans CCT 0552

Para analisar a forma de conducdo do processo, ensaios de producao de acido glicolico
por Gluconobacter oxydans CCT 0552 foram conduzidos em frascos, com concentracfes
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iniciais de etilenoglicol de 30 g/L e de 10 g/L com alimentagdes de 10 g/L em 24 e 48 horas a
fim de se alcancar também 30 g¢g/L de substrato. As estratégias de batelada e batelada
alimentada foram realizadas em meio de crescimento celular e em meio exclusivo de
bioconverséo.

De experimentos prévios, de avaliacdo da suplementacdo no meio de bioconverséo,
mostrados no item 5.8, observou-se que o extrato de levedura e a peptona influenciam
negativamente na producdo de &cido glicolico. Entretanto, a variacdo em termos de
concentracdo final de &cido glicolico ndo se mostrou expressivamente discrepante. Logo,
optou-se por estudar a bioconversdo de etilenoglicol a &cido glicolico também no mesmo
frasco do crescimento celular com o propoésito de avaliar possiveis economias no processo,
caso as etapas pudessem ser conduzidas em mesmo vaso reacional, sem grandes perdas de
produtividade.

Para tanto, os ensaios foram realizados em concentracfes celulares equivalentes
aquela obtida no meio de crescimento celular. Os parametros associados a producdo de acido

glicolico em batelada e batelada alimentada séo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27: Pardmetros associados a producao de &cido glicdlico por G. oxydans CCT 0552 a partir de
etilenoglicol (total de 30 g/L), em frascos a 28°C, 200 rpm e pH inicial 7, por 72 horas, com in6culo de
aproximadamente 1 g/L em diferentes formas de conducdo do processo

Meio Conducéo do AG Qr Ypis RPS EB
Processo (g/L) (gL*hY) (9/9) (%) (%)

Crescimento + B 15,18+0,33 0,21 1,12 48% 44%
Bioconvers&o BA 14,50+0,06 0,20 1,16 46% 44%
Exclusivo de B 20,67+0,02 0,29 1,30 57% 61%
Bioconvers&o BA 17,64+0,35 0,25 1,27 51% 53%

B: batelada, BA: batelada alimentada, AG: &cido glicolico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps:
rendimento de produto em relagéo ao substrato consumido, RPS: redugéo percentual de substrato e EB:
eficiéncia de bioconverséo.

Pela Tabela 27, é possivel perceber que os ensaios realizados em meio exclusivo de
bioconverséo apresentaram melhores resultados, visto que este foi concebido puramente para
0 desenvolvimento do bioprocesso em questdo. A diferenca deve-se a presenca de D-manitol,
provavelmente remanescente no meio de crescimento, que compete em consumo com 0
substrato da bioconversdo. Assim, como o D-manitol ¢ mais facilmente assimilado pela
bactéria, ocorre grande perda de produtividade no processo principal. Como consequéncia, é
preferivel que as duas etapas (crescimento e bioconversdo) sejam conduzidas separadamente.

Em relagdo a estratégia de producdo, batelada ou batelada alimentada, observa-se,
novamente, que a inibicdo pelo substrato ndo é acentuada, posto que ndo ha diferenca entre

adicionar etilenoglicol aos poucos ou em uma Unica alimentacdo. Inclusive, a adicdo completa
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de substrato ao inicio do processo mostrou-se mais adequada no que concerne a avaliagdo dos
parametros. Por outro lado, como em nenhum dos casos o substrato foi integralmente
assimilado, adotar a estratégia de batelada alimentada pode ser mais favoravel quando as
medicdes de concentracdo sdo acompanhadas em tempo real. Assim, é possivel adicionar
mais etilenoglicol apenas quando aquele j& adicionado estiver sido completamente
consumido.

Possivelmente, a baixa concentracdo celular (aproximadamente 1 g/L) em todos os
frascos de bioconversao foi crucial para o baixo consumo do substrato. Para melhor avaliagéo,
0 ensaio de batelada alimentada foi conduzido com concentragdes celulares superiores em
biorreator instrumentado. Para que fosse possivel trabalhar com concentracdes maiores de
células, o crescimento microbiano também foi conduzido em biorreator instrumentado para
avaliar se haveria melhora de producdo de biomassa microbiana. Os resultados sdo descritos a

sequir.

5.12. CRESCIMENTO DA BACTERIA Gluconobacter oxydans CCT 0552 E PRODUCAO
DE ACIDO GLICOLICO A PARTIR DE ETILENOGLICOL EM BIORREATOR
INSTRUMENTADO

Para analisar o crescimento microbiano em D-manitol como fonte exclusiva de
carbono e a producéo de acido glicolico a partir de etilenoglicol em condicBes controladas de
temperatura, pH e aeracdo, ensaios foram conduzidos em biorreator instrumentado, agitado
pneumaticamente, do tipo coluna de bolhas. O perfil cinético do crescimento da bactéria
Gluconobacter oxydans CCT 0552, em etapa de propagacéo celular, é mostrado na Figura 42.
Em seguida, apds 20 horas, quando ja em fase estacionaria, as células foram devidamente
centrifugadas e suspendidas no meio de bioconversdo, contendo tampdo fosfato 0,1 M e
etilenoglicol. A estratégia de conducdo adotada na bioconversao foi de batelada alimentada,
como ja justificado anteriormente, com alimentacdes em periodos adequados de 10 g/L. O
perfil cinético de producéo de &cido glicélico a partir de etilenoglicol é exibido na Figura 43.

Pelo perfil cinético da Figura 42, é possivel observar 0 aumento da concentracdo de
Gluconobacter oxydans CCT 0552 em relacdo ao ensaio realizado em frasco, exibido na
Figura 26. Enquanto, em 15 horas, a concentracdo nao ultrapassava 1,0 g/L em frascos
agitados, no biorreator instrumentado foi possivel atingir 2,5 g/L de células. O resultado
superior demonstra, entre outros fatores, a importancia da aeracdo no processo de

desenvolvimento microbiano. Além disso, é necessario informar que a concentragdo celular
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inicial no biorreator foi de 0,03 g/L contra 0,06 g/L em frasco, mesmo utilizando-se 0 mesmo
inéculo de 10% (v/v) do cultivo de ativacdo. A diferenca € vinculada, principalmente, a
fatores externos que provocaram a perda parcial de atividade do estoque utilizado nesta fase
de experimentos. Caso a mesma concentracao tivesse sido atingida, é possivel que maiores
concentragdes de biomassa microbiana fossem detectadas em biorreator. Entretanto, ainda

assim, é notavel o aumento da producéo celular.
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Figura 42: Perfil cinético de propagacdo da bactéria G. oxydans CCT 0552 em meio contendo D-manitol (25
g/L), extrato de levedura (5 g/L) e peptona (3 g/L) e in6culo de 10% (v/v) do cultivo de ativagdo em D-manitol
(25 g/L) em biorreator, agitado pneumaticamente, a 28°C e aeragdo suficiente para manter o oxigénio
dissolvido 30% acima da saturacéo

35+
® Etilenoglicol °
30+ ® Acido Glicolico
1 ® Biomassa Celular
~ 251 ¢
. J [ ]
B 504 >
=) [ )
la-\ 1
g 154
= 4
b4 q
g 109
=]
S )
5 .
9
0 T T T 1
0 12 24 36 48
Tempo (h)

Figura 43: Perfil cinético de consumo de etilenoglicol (33 g/L) e producdo de acido glicolico por G. oxydans
CCT 0552, adotando-se a estratégia de batelada alimentada, em biorreator, agitado pneumaticamente, a 28°C,
pH 5 e aeracéo suficiente para manter o oxigénio dissolvido 30% acima da saturagéo, com in6culo de 3 g/L
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WEI et al. (2009a), em meio nédo otimizado, contendo 80 g/L de sorbitol, 20 g/L de
extrato de levedura, 5 g/L de (NH4),SO4, 2 g/L de KH,PO, e 5 g/L de MgSQO,.7H,0,
alcancaram 6 g/L de células de Gluconobacter oxydans DSM 2003 em biorreator agitado
mecanicamente apds 22 horas. Neste trabalho, utilizando-se 25 g/L de D-manitol, 5 g/L de
extrato de levedura e 3 g/L de peptona, foi possivel atingir 2,5 g/L de células em 15 horas.
Proporcionalmente, comparando-se apenas 0s meios nao otimizados, é viavel alegar que o
meio aqui utilizado é promissor para 0 crescimento de bactérias do género Gluconobacter.
WEI et al. (2009a) fizeram uso de fonte de carbono (no caso, sorbitol) e extrato de levedura
em concentragdes, respectivamente, de 3,2 e 4 vezes maiores do que as utilizadas no presente
estudo. Nestas condigdes, atingiram concentragdo celular de apenas 2,4 vezes maior. Assim
sendo, € possivel que pelo melhoramento adequado do meio aqui usado, maiores
concentracdes celulares possam ser alcancadas, o que reflete em melhor potencial na fase de
bioconverséo de etilenoglicol a &cido glicdlico.

J& no processo de bioconversdo propriamente dito, exibido na Figura 43, foi possivel
atingir 32,4 g/L de &cido glicolico ap6s 48 horas, 0 que representa fator de rendimento Yps de
1,19 g/g, produtividade volumétrica Qp de 0,67 gL™h™, reducdo percentual de substrato RPS
de 84% e eficiéncia de bioconversdo EB de 82%. A concentracdo celular durante toda a
conversdao permaneceu em torno de 3 g/L. Os pardmetros associados a cada etapa da
bioconversédo (batelada simples, 12 e 22 alimentagfes) sdo mostrados na Tabela 28.

Tabela 28: Parametros associados a producdo de acido glicolico por G. oxydans CCT 0552 a partir de
etilenoglicol (33 g/L), adotando-se a estratégia de batelada alimentada, em biorreator agitado pneumaticamente a
28°C, pH 5 e com aeracao suficiente para manter o oxigénio dissolvido 30% acima da saturagdo, com inéculo de

3g/L
Etapa Tempo AG le . Yess RPS EB
(h) (9/L) (gL."h™) (9/9) (%) (%)
Batelada Simples 12 10,7 0,89 1,16 86 81
12 Alimentacéo 18 12,0 0,67 1,18 83 80
22 Alimentacgéo 18 9,7 0,54 1,22 61 61
Global 48 32,4 0,67 1,19 84 82

AG: acido glicdlico produzido, Qp: produtividade volumétrica, Yps: rendimento de produto em relagdo ao
substrato consumido, RPS: reducdo percentual de substrato e EB: eficiéncia de bioconverséo.

Da Figura 43 e da Tabela 28, nota-se que, a cada alimentacdo, a conversdo era
reduzida, j& que tempos mais elevados passaram a ser necessarios para o consumo efetivo de
substrato. Como a atividade celular permanece estavel nas primeiras 72 horas ap0s ativacgéo,
infere-se que a reducdo do poder catalitico esteja relacionada exclusivamente a presenca de

glicolato no meio, conhecido inibidor da bioconversdo. Para trabalhos futuros, uma estratégia
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interessante a ser adotada, que possibilitaria o alcance de maiores concentragdes de &cido e
produtividades, seria a remocao instantanea de produto do meio de sintese.

WEI e colaboradores estudaram a producéo de acido glicélico a partir de etilenoglicol
por Gluconobacter oxydans DSM 2003. Em batelada, com 7,8 g/L de células, alcangaram
70,2 g/L de 4cido glicélico, com produtividade volumétrica de 1,46 gL™"h™ e rendimento de
0,87 mol/mol. Ja em batelada alimentada, a concentracéo de &cido obtida foi de 74,5 g/L com
produtividade volumétrica de 1,49 gL h™ e rendimento de 0,87 mol/mol (WEI et al., 2009a;
WEI et al., 2009b).

Os resultados alcangados por WEI et al. (2009a; 2009b) comprovam, assim como no
presente trabalho, que ndo ha diferenca significativa entre conduzir o processo em batelada ou
batelada alimentada, o que é fundamentado no fato de que o substrato, etilenoglicol, ndo inibe
a atividade das células de Gluconobacter oxydans CCT 0552, mesmo em altas concentracdes.
Além disso, observa-se, novamente, que maiores concentraces celulares estdo diretamente
relacionadas a ganhos em produtividade. No presente trabalho, alcangou-se metade da
concentracdo de éacido glicdlico e da produtividade por se utilizar também metade da
concentracdo celular. Assim, para que a etapa de bioconversdo seja mais satisfatoria, sao
necessarias pesquisas de avaliagdo do crescimento microbiano, por meio de melhorias do

meio de cultivo e/ou melhoramentos genéticos do microrganismo.
5.13. CONSIDERACOES FINAIS

Este é o primeiro trabalho desenvolvido pelos Laboratorios de Desenvolvimento de
Bioprocessos (LADEBIO/EQ/UFRJ) com o objetivo de sintetizar bioquimicamente acido
glicolico a partir de etilenoglicol. Adicionalmente, é a primeira vez em que o LADEBIO
dedicou-se ao estudo de bactérias acéticas. Neste contexto, a presente pesquisa insere-se como
base preliminar a investigacdo mais aprofundada do potencial de bactérias acéticas na
bioconverséo de etilenoglicol a acido glicdlico.

A partir de aqui, ja se comprova experimentalmente que as bactérias de acido acético
apresentam aptid@o natural para consumo de etilenoglicol e producdo do &cido de interesse. O
resultado positivo € observado em virtude da presenca de enzimas, ligadas a membrana, que
sdo responsaveis pelas desidrogenacdes alcodlica e aldeidica envolvidas no metabolismo
oxidativo do etilenoglicol (MNADH e mALDH, respectivamente).

Pela avaliacdo dos pardmetros associados ao bioprocesso, foi possivel observar a

influéncia de diversos fatores na producdo biotecnoldgica de acido glicolico. Entre eles,
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concentracédo celular, pH, temperatura, suplementacdo do meio, concentragdo de substrato e
produto, atividade celular e forma condugéo do processo foram devidamente analisados e a
atuacdo de cada um pdde ser melhor compreendida.

E verdadeiro que ainda ha muito a evoluir para que o bioprocesso estudado possa ser
viabilizado a nivel industrial. Além disso, para 0 que 0 processo seja completamente
sustentavel e ambientalmente amigavel, ainda faz-se necesséario o estudo da avaliacdo da
producdo de bioetilenoglicol por bioetanol, celulose ou glicerol. Apesar de ainda haver
lacunas em aberto, o presente estudo pode auxiliar pesquisas futuras para o desenvolvimento

de um processo economicamente vidvel e ambientalmente sustentavel de geracdo de acido
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glicélico. No mais, a evolugdo dos resultados aqui obtidos é evidenciada na Figura 44.
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Figura 44: Evolucédo dos resultados obtidos para producéo de &cido glicélico a partir de etilenoglicol por
Gluconobacter oxydans CCT 0552
Legenda: (1) Selecdo da linhagem (28°C, 200 rpm, pH inicial 6, 5 g/L de células, com suplementacédo); (2)
Avaliacdo do meio de bioconversdo (28°C, 200 rpm, pH inicial 7, 2 g/L de células); (3) Avaliagdo da
concentragdo de substrato no meio de bioconversdo (28°C, 200 rpm, pH inicial 7, 2 g/L de células); (4)
Biorreator agitado pneumaticamente (28°C, pH 5, 3 g/L de células, DO 30% acima da saturacéo).
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Algumas interpretacbes pertinentes foram alcancadas com o desenvolvimento do
presente trabalho a respeito da producdo de &cido glicolico a partir de etilenoglicol por
bactérias acéticas. As principais conclusfes obtidas sdo listadas a seguir na sequéncia da

realizacdo dos experimentos.

» Todas as bactérias acéticas crescem, mesmo que limitadamente, em D-manitol,
fonte de carbono recomendada para o desenvolvimento celular. Entretanto, em etilenoglicol,
substrato utilizado na bioconversdo, o crescimento celular é muito pequeno. Apesar disso,
apos crescimento em D-manitol, a assimilacdo de etilenoglicol é imediata, visto que as
enzimas responsaveis por sua incorporacdo sdo inespecificas e constitutivas, podendo atuar
em uma grande gama de substratos;

» Todas as bactérias acéticas sdo naturalmente capazes, em menor ou maior
proporcdo, de converter etilenoglicol a &cido glicolico, produto final do metabolismo
oxidativo incompleto. A producédo do &cido organico é independente do género e da espécie e
deve ser avaliada separadamente para cada subespécie. Dentre as linhagens estudadas, a
bactéria que apresentou maior crescimento nas fontes de carbono estudadas e melhor
producéo de &cido glicélico a partir de etilenoglicol foi Gluconobacter oxydans CCT 0552;

» Tanto a concentracdo celular quanto o pH do meio de bioconversdo podem
influenciar na producdo de &cido glicélico. E provéavel que maiores concentracdes celulares
promovam maior contato efetivo entre ceélulas e substrato, o que ocasiona em maior
bioconversédo de etilenoglicol a acido glicdlico. O pH, por sua vez, € capaz de interferir tanto
na manutencdo celular quanto no efeito sinérgico de atividade das enzimas envolvidas na

sintese de acido glicolico: alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase;
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* N&o hé& necessidade de suplementacdo do meio de bioconversdo com extrato de
levedura e peptona. De fato, o crescimento bacteriano nao é determinante para a producdo de
acido glicdlico, tratando-se de processo de producdo ndo associado ao crescimento
microbiano. Além disso, a conducdo das duas etapas envolvidas no processo (crescimento
celular e sintese de &cido glicolico) em um Unico vaso reacional ndo é interessante e resulta
em perda de concentracéo final do produto de interesse, produtividade e rendimento;

» A atividade celular da bactéria Gluconobacter oxydans CCT 0552 é preservada em
bateladas sequenciais por ao menos 72 horas, o que possibilita a realizacdo de estudos futuros
por tempos mais extensos que visam reutilizacdo e imobilizacdo celular. Ademais, a
concentracdo de etilenoglicol no meio de bioconversdo nédo € inibitoria a atividade celular e,
por consequéncia, as estratégias de conducdo da producdo de acido glicdlico, batelada e
batelada alimentada, ndo apresentam resultados significativamente diferentes. Por outro lado,
0 préprio acido glicdlico pode inibir a atividade celular e dificultar a continuidade do
bioprocesso;

« E possivel mais que dobrar a producdo de biomassa celular de Gluconobacter
oxydans CCT 0552 quando as células sdo cultivadas com melhor aeragdo do sistema. Além
disso, a etapa de bioconversdo, quando realizada em biorreator instrumentado com ajuste de
temperatura, pH e aeracdo, também mostra-se satisfatoria, elevando a concentracdo de acido

glicdlico e a produtividade do processo.

No mais, abaixo sdo registradas algumas sugestdes para trabalhos futuros.

» Analisar o impacto de diferentes fontes de carbono e de adicdo e/ou remocdo de
nutrientes no meio de crescimento celular visando melhora da producdo de biomassa
microbiana;

 Investigar mais profundamente a possibilidade de reutilizagdo celular como uma
alternativa para elevagdo da concentragdo de células em etapa de producéo de acido glicolico
sem incluir maiores custos ao processo. Além disso, em caso positivo, avaliar a viabilidade de
emprego de técnicas de imobilizacdo celular;

» Ensaiar procedimentos de remocéo instantanea do produto do meio de bioconversao
a fim de reduzir sua influéncia inibitoria;

» Investigar técnicas para separacdo e purificagdo do acido glicdlico produzido,

visando sua utilizacdo no setor de cosméticos;
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* Realizar a producdo de acido glicolico em escala piloto para o levantamento de
parametros técnicos e analise do escalonamento do processo;

» Aplicar ferramentas de biologia molecular com o objetivo de alcancar conversao
mais eficiente de etilenoglicol a acido glicélico;

» Examinar a producdo de &cido glicélico a partir de bioetilenoglicol produzido a
partir de bioetanol ou celulose, de modo que o processo possa ser integrado completamente ao

contexto de Biorrefinaria.
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